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RESUMO

As doencas de plantas configuram um importante entrave enfrentado por produtores de
helicbnias, causando perdas significativas na producdo. A antracnose, por exemplo, é uma
doenca causada por fungos do género Colletotrichum, responsavel por provocar prejuizos em
funcdo do dificil controle, pois os sintomas deixam as hastes florais impréprias para a
comercializacdo. O género Colletotrichum, considerado como importante patégeno de
plantas, possui ampla diversidade de espécies, sendo responsaveis por causar uma variedade
de doencas em diversas culturas econémicas, dificultando a eficiéncia no controle desta
doenca. O conhecimento de quais espécies de Colletotrichum estdo ocorrendo em Heliconias
e o efeito dos diferentes fungicidas sobre elas € importante para o desenvolvimento de
estratégias de controle mais eficientes. Contudo, estudos de identificagdo deste género em
Heliconias ainda sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi identificar Colletotrichum spp.
associadas a plantas da familia Heliconiaceae mediante o emprego de ferramentas
moleculares e caracteristicas morfoculturais, bem como avaliar o efeito de fungicidas sobre o
crescimento micelial dos patdgenos. Isolados fungicos foram obtidos de plantas de Heliconias
com sintomas de antracnose nos estados de Alagoas, Ceard e Pernambuco. Estes isolados
foram caracterizados através de analise filogenética multi-locus e caracteres mofoculturais das
espécies. Foram obtidos 32 isolados exibindo sintomas tipicos de antracnose. Foi realizado o
teste de patogenicidade, a analise multi-locus e estudos referentes as caracteristicas
morfoldgicas e culturais das distintas espécies de Colletotrichum identificadas. No teste de
patogenicidade, folhas destacadas e bracteas com ferimento, inoculadas com Colletotrichum
spp. apresentaram manchas necréticas a partir de 24 horas apos a retirada de cdmara Umida,
72 horas ap6s inoculacdo. Em relacdo a analise multi-locus das sequéncias dos genes
GAPDH, CAL, TUB2 e regido ITS foi realizada com 8 isolados de Colletotrichum. Os
isolados foram agrupados nos complexos C. boninense, C gloeosporioides, C. magnum e C.
gigasporum. Este é o primeiro relato das espécies C. alienum, C. brevisporum, C.
gigasporum, C. karstii, C. theobromicola e C. tropicale no género Heliconia. Testes in vitro
com os fungicidas Score e Amistar Top foram realizados para avaliar a inibicdo do
crescimento micelial pelo método de incorporacdo de fungicidas ao meio de cultura BDA.
Foram avaliadas as 6 Colletotrichum spp. identificadas por meio da analise filogenética multi-
locus e caracteres mofoculturais no género Heliconia. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 6x2x5 (6 espéecies de Colletotrichum x 2
fungicidas x 5 concentragdes). As concentragdes utilizadas foram: 100, 500, 1000, 5000 e
10000 mg L™ Para cada tratamento foram empregadas 5 repetices. As testemunhas
consistiram da inoculagdo de discos miceliais diretamente no meio BDA sem a adigdo de
fungicidas. Todas as concentracOes testadas dos fungicidas reduziram o crescimento micelial
e a taxa de crescimento das 6 espécies distintas de Colletotrichum. Os fungicidas Score e
Amistar Top foram capazes de controlar in vitro as espécies de Colletotrichum associadas a
antracnose em Heliconia spp. Todas as especies de Colletotrichum foram sensiveis aos
ingredientes ativos, obtendo os maiores valores de sensibilidade na concentragdo de 10000
mgL™ dos fungicidas avaliados.

Palavras-chave: Controle quimico, Filogenia Multi-locus, Heliconiaceae



ABSTRACT

Plant diseases are an important obstacle faced by heliconia producers, causing significant
losses in production. Anthracnose, for example, is a disease caused by fungi of the genus
Colletotrichum, responsible for causing damage due to the difficult control, since the
symptoms leave the flower stems unfit for commercialization. The genus Colletotrichum,
considered an important plant pathogen, has a wide diversity of species, being responsible for
causing a variety of diseases in different economic cultures, making it difficult to control this
disease. Knowing which Colletotrichum species are occurring in Heliconias and the effect of
different fungicides on them is important for the development of more efficient control
strategies. However, identification studies of this genus in Heliconias are still scarce. The
objective of this work was to identify Colletotrichum spp. associated with plants of the
Heliconiaceae family through the use of molecular tools and morphocultural characteristics,
as well as to evaluate the effect of fungicides on the mycelial growth of pathogens. Fungal
isolates were obtained from Heliconia plants with symptoms of anthracnose in the states of
Alagoas, Ceard and Pernambuco. These isolates were characterized through multi-locus
phylogenetic analysis and mold-cultural traits of the species. 32 isolates were obtained
showing typical symptoms of anthracnose. The pathogenicity test, the multi-locus analysis
and studies related to the morphological and cultural characteristics of the different species of
Colletotrichum identified were carried out. In the pathogenicity test, detached leaves and
injured bracts, inoculated with Colletotrichum spp. showed necrotic spots from 24 hours after
removal from the humid chamber, 72 hours after inoculation. In relation to the multi-locus
analysis of the sequences of the genes GAPDH, CAL, TUB2 and ITS region, it was performed
with 17 isolates of Colletotrichum. The isolates were grouped into C. boninense, C
gloeosporioides, C. magnum and C. gigasporum complexes. This is the first report of the
species C. alienum, C. brevisporum, C. gigasporum, C. karstii, C. theobromicola and C.
tropicale in the genus Heliconia. In vitro tests with Score and Amistar Top fungicides were
carried out to evaluate the inhibition of mycelial growth by the method of incorporating
fungicides into the PDA culture medium. The 6 Colletotrichum spp. identified through multi-
locus phylogenetic analysis and mold-cultural characters in the genus Heliconia. The
experimental design was completely randomized (DIC), in a 6x2x5 factorial scheme (6
species of Colletotrichum x 2 fungicides x 5 concentrations). The concentrations used were:
100, 500, 1000, 5000 and 10000 mg L™. For each treatment, 5 repetitions were used. The
controls consisted of the inoculation of mycelial discs directly in the PDA medium without
the addition of fungicides. All tested concentrations of fungicides reduced mycelial growth
and the growth rate of the 6 distinct species of Colletotrichum. Score and Amistar Top
fungicides were able to control in vitro the Colletotrichum species associated with
anthracnose in Heliconia spp. All Colletotrichum species were sensitive to the active
ingredients, obtaining the highest sensitivity values at the concentration of 10000 mgL™ of the
evaluated fungicides.

Keywords: Chemical control, Multi-locus phylogeny, Heliconiaceae.
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1. INTRODUCAO GERAL

As heliconias sdo plantas herbaceas, perenes com bracteas coloridas e brilhantes,
possuem um Unico género Heliconia, incluido na familia Heliconiaceae (KRESS, 1990;
USDA, 2022). S&o empregadas como flores de corte e no paisagismo, e se adaptam
perfeitamente ao uso em vasos ou compondo arranjos florais (PINHEIRO et al., 2012). As
helicbnias possuem ocorréncia natural em todas as regides brasileiras e nos dominios
fitogeogréaficos da Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (BRAGA, 2015).
Considerada uma das plantas ornamentais mais cultivadas na Regido Nordeste do Brasil,
devido as condicBes edafoclimaticas favordveis para o cultivo com qualidade, sendo os
estados de Alagoas, Cearad e Pernambuco os principais produtores e exportadores dessa regido
(AKI; PEDROSA, 2002; JUNQUEIRA; PEETZ, 2007; JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

Os fungos, devido a ampla distribuicdo, elevado nimero de espécies fitopatogénicas e
grande variedade de hospedeiros suscetiveis, sdo considerados um dos principais agentes
associados as doencas (DEAN et al., 2012). Entre as quais, a antracnose, que configura como
importante entrave enfrentado por produtores de helicbnias (SARDINHA et al., 2012;
SOBRINHO et al., 2015). Ghini et al. (2011) relataram que condicdes de temperatura e
umidade elevados tornam o ambiente propicio para o desenvolvimento da doenca,
responsavel por provocar grandes perdas em funcdo da queda de qualidade e custo de
producdo. No Brasil, a ocorréncia da antracnose em espécies de heliconias foi relatada em
varios estados, causando prejuizos diretos, pela reducdo do valor das flores para 0 comércio,
em consequéncia de os sintomas deixarem as hastes florais improprias para a comercializagéo,
e indiretos, através do alto custo no manejo da cultura (SOLOGUREN; JULIATTI 2007;
SARDINHA et al., 2012; SOBRINHO et al., 2015).

No campo, os problemas ocasionados por fitopatégenos sdéo comumente minimizados
por meio do sistema convencional de producéo agricola (MARIANI et al., 2015; AMORIM et
al., 2018), que se baseia no emprego de agrotdxicos de alta periculosidade, e, quando
utilizados incorretamente, provocam desequilibrios biolégicos e ecoldgicos (TAKESHITA et
al., 2014), além de complicacdes a saude humana (SHEAHAN et al., 2017). Todavia, 0
controle quimico realizado de forma adequada e consciente € um dos mais importantes
métodos de manejo de doencas, considerado eficiente e economicamente vidvel, garantindo
alta produtividade e qualidade da producdo (AMORIM et al., 2018). Contudo, a cultura da
helicdnia ndo possui nenhum fungicida registrado pelo Ministério da Agricultura (AGROFIT,

2023). Além do mais, ha uma escassez na literatura cientifica em relacdo ao controle da
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antracnose em heliconias, apenas recomendacgdes em alguns estudos (MOSCA et al., 2005;
SOSOF et al., 2006; LAMAS, 2007).

Considerado como importante patdogeno de plantas, Colletotrichum spp. séo
responsaveis por causar uma variedade de doencas, incluindo a antracnose em diversas
culturas econdmicas (CAI et al., 2009; CANNON et al.,, 2012; DOYLE et al., 2013;
JAYAWARDENA et al.,, 2021; TALHINHAS; BARONCELLI, 2021; LIU et al., 2022).
Dean et al. (2012) relataram que o género foi eleito mundialmente, o oitavo grupo mais
importante de fungos patogénicos causando doencas em plantas. O género Colletotrichum
abrange atualmente 280 espécies aceitas com dados moleculares, dentre elas, 15 sdo espécies
isoladas (singleton) e as outras 265 espécies estdo agrupadas em um dos 16 complexos
reconhecidos (LIU et al., 2022). Estudos realizados por meio de caracterizacdo morfologica
(SOLOGUREM e JULIATTI 2007; LOPEZ-VASQUEZ et al., 2013; SILVA et al., 2015a) e
caracterizacdo molecular utilizando a regido ITS-DNA (BARGUIL et al., 2009; BARGUIL et
al., 2011; GURGEL et al., 2014) relataram que somente a espécie C. gloeosporioides esta
associada a antracnose em helicénias no mundo.

A identificacdo de espécies do género Colletotrichum esta baseada atualmente em uma
abordagem polifasica que compreende o emprego de analises filogenéticas multi-locus
associadas a caracteristicas morfoculturais e patogénicas (CAI et al., 2009; CANNON et al.,
2012; SHARMA et al., 2013; VIEIRA et al., 2020). Essa nova abordagem tem contribuido de
forma significante para compreensdo do género, proporcionando uma identificacdo mais
precisa das espécies, solucionando incertezas provocadas pelos antigos critérios de
classificacdo e ampliando o registro de novas espécies em diferentes hospedeiros (CANNON
et al., 2012; HOU et al., 2016; DAMM et al., 2019; VIEIRA et al., 2020; JAYAWARDENA
et al.,, 2021; TALHINHAS; BARONCELLI, 2021; LIU et al., 2022). Nesse contexto, é
necessario a identificacdo precisa das espécies de Colletorichum no género Heliconia, para
compreensdo sobre a etiologia da doenca e estabelecimento de manejo apropriado (HUANG
etal., 2013; LIMA et al., 2013).

As espécies de Colletotrichum possuem comportamento diferenciado em relacdo aos
diferentes fungicidas, podendo este conhecimento ser aplicado para auxiliar e direcionar a
escolha dos ingredientes ativos mais eficientes para o controle da antracnose (LIMA et al.,
2015). Desta forma, estudos comparativos em funcéo do efeito dos diferentes fungicidas sobre

as distintas espécies que ocorrem em heliconias necessitam ser desenvolvidos com o
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proposito de evitar a resisténcia dos patdgenos pela utilizagéo indiscriminada desses produtos

quimicos.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar as espécies do género Colletotrichum através da caracterizagdo molecular e

morfocultural obtidas a partir de plantas da familia Heliconiaceae em diferentes espécies:

Heliconia sp., H. bihai, H. rauliniana, H. rostrata e H. psittacorum além de avaliar a

sensibilidade do crescimento micelial destas espécies a fungicidas distintos.

2.2. Objetivos especificos

v
v

Realizar teste de patogenicidade.

Realizar analise multi-locus para identificacdo das espécies do género Colletotrichum
em plantas da familia Heliconiaceae.

Realizar estudos sobre as caracteristicas morfoldgicas e culturais das espécies do
género Colletotrichum.

Avaliar o efeito dos fungicidas Amistar Top (Azoxistrobina + Difenoconazol) e Score

250 CE (Difenoconazol) sobre o crescimento micelial das espécies identificadas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A Cultura da Heliconia

As helicbnias sdo plantas herbaceas, perenes com bracteas coloridas e brilhantes. O
género Heliconia, anteriormente era incluido na familia Musaceae, mas atualmente possui
unico género pertencente a familia Heliconiaceae da ordem Zingiberales (KRESS, 1990;
NAKAI, 1941; USDA, 2022). Originarias da Ameérica Tropical, as espécies do género
normalmente s&o encontradas na Ameérica Central e do Sul, e nas ilhas do Pacifico Sul
(CRILEY; BROSCHAT, 1992).

Através da criacdo da Heliconia Society Internacional, muitas informacdes técnicas de
cultivo e conhecimento geral foram estabelecidas e compartilhadas entre botanicos,
horticulturistas e entusiastas, com proposito de obter estudos e descri¢cGes pertinentes sobre as
heliconias (BERRY; KRESS, 1991). No género Heliconia, ocorre divergéncia em relagdo ao
ndmero de espécies, pois, estima-se que 250 delas s&o inicialmente distribuidas nos paises
neotropicais. No entanto, estudos baseados em trabalhos originais, nacionais e internacionais,
além de livros que foram publicados entre 1880 e 2002, relataram a identificacdo de 182
espécies na Regido Neotropical e nas Ilhas do Pacifico (BERRY; KRESS, 1991; CASTRO et
al., 2007). Atualmente, existem 204 especies aceitas e 176 sinonimias registradas (THE
PLANT LIST, 2013; WORD FLORA ONLINE, 2023).

As espécies do género Heliconia ocorrem majoritariamente em regides Umidas,
entretanto, existem outras que sdo adaptadas a areas sazonalmente secas, sendo encontrado a
pleno sol ou em lugares sombreados de florestas primarias (CRILEY; BROSCHAT, 1992).
Castro et al. (2007) relataram que o maior numero de especies e subespécies descritas
possuem ocorréncia natural na Colédmbia (94), Equador (60), Panama (56), Costa Rica (47),
Brasil (37), Peru (32), Venezuela (26), Nicaragua (22), Guatemala (16), Bolivia (15),
Honduras, México (14) e Suriname (13), além de confirmarem a regido da América do Sul
como um dos centros de diversificacdo do género, em decorréncia do grande numero de
espécies.

No Brasil, existem duas areas de distribuicdo geogréafica e diversidade para heliconia,
a Bacia Amazonica e a Mata Atlantica costeira ou litoranea. Espécies de importancia
ornamental como a Heliconia spathocircinata e H. psittacorum sdo comuns em ambas as
areas (KRESS, 1990). No entanto, as helicbnias possuem ocorréncia natural em todas as
regides brasileiras e nos dominios fitogeograficos da Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata
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Atlantica e Pantanal (BRAGA, 2015). S&o conhecidas popularmente como pacova, banana-
do-mato, bico-de-guard,caeté, passaro-de-fogo, paquevira, falsa-ave-do-paraiso, bananeira-de-
jardim, bico-de-papagaio entre outros (ATEHORTUA, 1998; MOSCA; CAVALCANTE,
2005; SILVA et al., 2015b).

A familia Heliconiaceae compreende plantas com rizoma simpodial, caule ereto, aéreo
e pseudocaule formado através da sobreposi¢do das bainhas de folhas (CRONQUIST, 1981,
CRILEY; BROSCHAT, 1992). Apresentando limbo, peciolo e bainha, as folhas sdo opostas e
dispostas em duas fileiras verticais, podendo alcancar de 0,5 a 10 m, possuem geralmente
laminas com nervuras transversais, além de tons verdes variados. Algumas espécies
apresentam pelos ou cera nas folhas que se enquadram como uma causa morfoldgica de
resisténcia de plantas a insetos. Uma inflorescéncia terminal é formada no é&pice do
pseudocaule (BERRY, KRESS, 1991; GALLO et al.,, 2002; SILVA et al., 2015b). As
heliconias sdo classificadas em trés tipos basicos de arranjos foliares, podendo ser: musoide,
quando as folhas sdo orientadas verticalmente em relacdo ao pseudocaule e apresentam
peciolos longos, ocorrendo na maioria das espécies de modo semelhante ao das bananeiras;
zingiberdide, com folhas posicionadas horizontalmente e as ldminas tém peciolos curtos com
aspecto de gengibre; e candide, com folhas apresentando peciolo curto ou médio, com posicao
obliqua as hastes (BERRY, KRESS, 1991).

As inflorescéncias das heliconias sdo terminais, podendo ser eretas ou pendentes,
sendo compostas por um pedunculo que une o pseudocaule a base das bracteas (SILVA et
al.,2015b). As bréacteas, sdo folhas modificadas que confere valor comercial as heliconias,
apresentam coloragGes variadas, unidas por meio da raquis, dispostas em um plano ou em
mais de um, devido a torcéo das raquis, ficando com forma espiralada, envolvendo inimeras
flores. Cada flor permanece aberta por apenas um dia, entretanto, existem varias flores por
bractea e muitas bracteas por inflorescéncia, a fase de florescimento € prolongada. As
inflorescéncias possuem coloragdo variada, sendo amarelo, vermelho e laranja as cores
predominantes (BERRY, KRESS, 1991; CRILEY BROSCHAT, 1992).

Em relacdo as flores, sdo hermafroditas, com cores que podem variar do amarelo ao
branco e em sua maioria sdo autocompativeis, podendo ser eretas e expostas como em H.
psittacorum, ou quase escondidas como em outras espécies (BERRY, KRESS, 1991,
CRILEY BROSCHAT, 1992). A propagacéo das helicbnias pode ser feita tanto por sementes
como por rizomas (CASTRO, GRAZIANO, 1997). Os frutos séo caracterizados por drupas,

indeiscentes com endocarpo lignificado e coloragéo azul escura quando maduros, medindo de
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2 a 3 cm e sdo bem apreciados por passaros (BERRY, KRESS, 1991; SIMAO; SCATENA,
2003, SIMAO et al., 2006).

3.2. Importancia econdmica das heliconias

A floricultura consiste em uma das atividades econO0micas mais relevantes no
agronegocio nacional (JUNQUEIRA; PEETZ, 2014). A producdo de flores tropicais tornou-se
uma alternativa rentavel de investimento, apresentando excelente rendimento, alto valor
agregado e ciclo curto, permitindo rapido retorno financeiro, se destacando economicamente
como atividade crescente com alto potencial de expansdo (PAULINO et al.,, 2013;
FELISBERTO et al., 2015). Além disso, proporciona geracdo de emprego e renda para micro
e pequenos produtores em todo o Pais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2014). No Brasil, em 2021
apesar das dificuldades enfrentadas em decorréncia a Pandemia de COVID-19, o crescimento
foi constante, o setor atingiu um faturamento de cerca de R$ 10,9 bilhdes, com aumento de
15% englobando todos os setores de producéo, atacado e varejo (IBRAFLOR, 2023).

As helicbnias estdo classificadas entre as principais espécies tropicais na cadeia
produtiva de flores e plantas ornamentais (IBRAFLOR, 2015). Possuem beleza exuberante
exo6tica com diversas cores e formatos, resisténcia durante o manuseio, transporte e uma maior
durabilidade pos-colheita e elevado atributo ornamental (ALBUQUERQUE et al., 2014;
CANTOR et al., 2014; SOUZA et al., 2016). As composicdes de flores de heliconia podem
ser usadas sozinhas ou em combinacdo com outras espécies exaticas, delicadas e elegantes
(CANTOR et al., 2014). E considerada uma das plantas ornamentais mais cultivadas na
Regido Nordeste do Brasil, devido as condi¢6es edafoclimaticas favoraveis para o cultivo com
qualidade, sendo os estados de Alagoas, Ceard e Pernambuco 0s principais exportadores e
produtores dessa regido (AKI; PEDROSA, 2002; JUNQUEIRA; PEETZ, 2007;
JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

Empregadas como flores de corte e no paisagismo, as helicbnias se adaptam
perfeitamente ao uso em vasos ou compondo arranjos florais (CASTRO, 2007; PINHEIRO et
al., 2012). Como flores de corte, as caracteristicas agronémicas de interesse sdo: alta producao
de hastes floridas ao longo do ano, ciclo de floragdo curto, hastes mais longas (>80cm),
inflorescéncia leve para reduzir os custos de transporte, hastes com diametro suficiente para
melhor manuseio e durabilidade pos-colheita superior a dez dias (LOGES et al., 2012;
SRINIVAS et al., 2012). Considerando esses critérios, produtores de flores tropicais da regido
Nordeste do Brasil, selecionaram as espécies H. rostrata e H. rauliniana por apresentarem
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maior producdo, boa aceitacdo no mercado e durabilidade pos-colheita superior a dez dias. Ja
as espécies H. chartacea (Sexy, Pink e Sexy Scarlet), H. pendula e H. collinsiana podem
deixar de ser cultivadas, por ndo atenderem as caracteristicas de interesse, pois apresentam
menor producéo, baixa aceitacdo no mercado e durabilidade inferior a dez dias (LOGES et al.,
2015).

Santos et al. (2020) realizaram uma pesquisa com o objetivo de analisar a viabilidade
econémica da producdo de heliconia e outras flores, em uma propriedade rural familiar no
estado do Mato Grosso. Os resultados demonstraram que o cultivo de heliconias é viavel
economicamente, apresentando Valor Presente Liquido (VPL) positivo, Taxa Interna de
Retorno (TIR) superior & Taxa Minima de atratividade (TMA= 11,15%), com tempo de
retorno do investimento em pouco mais de dois anos em condi¢Ges normais. Relatando que é
possivel considerar a atividade como uma alternativa de renda viavel para agricultores no
estado, uma vez que a floricultura tropical ainda € um nicho de mercado com forte demanda

na regiao.

3.3. Antracnose em Heliconia

Na producdo de flores de corte, as doencas configuram um importante entrave
enfrentado por produtores, causando perdas significativas. Os agentes bidticos dessas doengas
incluem virus, bactérias, fungos e oomicetos (BEBBER; GURR, 2015). No entanto, os fungos
sdo considerados um dos principais agentes associados, devido a ampla distribuicdo, elevado
naumero de espécies fitopatogénicas e grande variedade de hospedeiros susceptiveis (DEAN et
al., 2012).

Em ambiente favoravel para desenvolvimento de patdgenos, através de condi¢bes com
temperatura e umidade elevados, possibilita a ocorréncia de diversas doengas, como a
antracnose, responsavel por danos que provocam prejuizos em fungéo do dificil controle, pois
0s sintomas deixam as hastes florais improprias para a comercializagdo (GHINI et al., 2011).
Sologuren e Juliatti (2007) relataram que as condigdes climaticas de cultivo de helicnia no
estado do Pernambuco, favorecem a producgéo de flores, com excelente qualidade, porém, as
doencas limitam a producéo desta espécie, causando prejuizos diretos, pela reducdo do valor
das flores para o comércio, e indiretos, atraves do alto custo no manejo da cultura.

A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, é responsavel por
provocar danos em varias espécies de heliconia (BARGUIL et al., 2009). O patdgeno afeta

folhas e toda a inflorescéncia, causando sintomas como o surgimento de varios pontos de
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coloragdo escura nas bracteas, sendo possivel constatar quando observado de perto, a presenga
de uma massa de esporos de cor alaranjada, caracteristica do patogeno (LINS; COELHO,
2004; KIMATI et al., 2005). Nas folhas apresenta como sintomas tipicos: manchas foliares de
coloracdo marrom ou negra, com bordos bem definidos, influenciando a taxa fotossintética e
reduzindo a producdo. Caso o0 patdgeno atinja a parte comercial da cultura inviabiliza sua
comercializacdo (SARDINHA et al., 2012).

No Brasil, a ocorréncia da antracnose em especies de heliconia é relatada em varios
estados. Sobrinho et al. (2015) estudando a ocorréncia de doencas, através de sintomas e
sinais em folhas e pseudocaule, verificou que a doenga de maior ocorréncia em Heliconia spp.
na regido Litoral Sul da Bahia é a antracnose. Na cidade de Uberlandia-MG, Sologurem e
Juliatti (2007) ao avaliar a frequéncia de ocorréncia dos fungos mais encontrados em folhas,
por meio de caracteristicas morfoldgicas, relataram que nas andalises de bracteas, foi
encontrada apenas a espécie C. gloeosporioides, em H. rostrata. Em Pernambuco, Lins e
Coelho (2004) ao realizar a diagnose das doencas, considerando os sintomas e sinais,
verificaram a ocorréncia da antracnose nas espécies H. stricta, H. psittacorum cv. Golden
Torch, H. bihai. Barguil et al. (2009) identificaram através de caracteristicas morfoldgicas e
moleculares utilizando a regido ITS-DNA, isolados de C. gloeosporioides coletados de vérias
espécies de helicdnia em diversas cidades da Paraiba, Ceara e Pernambuco.

Estudos de identificacdo do género Colletotrichum em heliconias ainda sdo poucos.
Visto que sdo escassos 0s levantamentos de géneros fangicos e identificacdes baseadas em
técnicas morfoldgicas (SOLOGUREM e JULIATTI 2007; SARDINHA et al., 2012; LOPEZ-
VASQUEZ et al.,, 2013; SILVA et al., 2015a) e moleculares (BARGUIL et al., 2009;
BARGUIL et al., 2011; GURGEL et al., 2014), sendo C. gloeosporioides a Unica espécie

relatada.

3.4. Género Colletotrichum

O género Colletotrichum pertence ao grupo dos fungos anamorficos e esta inserido na
classe-forma Celomicetos (AMORIM et al., 2011). A fase sexual (teleomorfo), quando
identificada, é atribuida ao género Glomerella, inserida no filo Ascomycota. Tanto a fase
sexual, como assexual estdo acondicionadas na classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales
e familia Glomerellaceae (ZHANG et al., 2006; REBLOVA et al., 2011).

Em relacdo a morfologia, as principais caracteristicas do género Colletotrichum sao:

micélio septado; conidioma em acérvulo, geralmente pouco desenvolvido e frequentemente
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possuindo setas de coloracdo escuras bem desenvolvidas; conidiéforos ndo muito
desenvolvidos, apresentando pequenas células conidiogénicas aglomeradas no formato de
frasco, possuindo conidiogénese enteroblastica; conidios cilindricos, fusiformes ou
semilunares, hialinos, de paredes finas e unicelulares que germinam produzindo apressorios
de cor marrom-escuros apresentando formato circular a irregular (PUTZKE, J.; PUTZKE, M.,
2002; CANNON; KIRK, 2007; LINS et al., 2007).

Considerado como importante patdogeno de plantas, Colletotrichum spp. séo
responsaveis por causar uma variedade de doencas, incluindo a antracnose em diversas
culturas econdmicas e plantas ornamentais (CAl et al., 2009; CANNON et al., 2012; DOYLE
et al., 2013; JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS; BARONCELLI, 2021; LIU et al.
2022). As espécies ocasionam infeccBes latentes ou quiescentes nos estagios de pré-colheita e
pos-colheita (SUTTON, 1992). O género engloba espécies com estilos de vida
hemibiotroficos, saprofiticos e endofiticos (DEAN et al.,, 2012; GAN et al., 2013;
JAYAWARDENA et al, 2016; JAYAWARDENA et al, 2021; TALHINHAS;
BARONCELLLI, 2021; LIU et al., 2022).

O primeiro relato de Colletotrichum foi feito por Tode (1790) no género Vermicularia,
enquanto o nome genérico Colletotrichum foi introduzido por Corda (1831). No entanto, a
taxonomia do género foi considerada confusa e varias revisdes foram efetuadas ao longo dos
anos (VON ARX, 1957, SUTTON, 1980; HYDE et al., 2009; CANNON et al., 2012;
JAYAWARDENA et al, 2016; JAYAWARDENA et al, 2021; TALHINHAS;
BARONCELLLI, 2021; LIU et al., 2022).

O trabalho realizado por micologistas durante o século XIX e inicio do século XX,
resultou em numerosos nomes de fungos, cerca de 750 foram incluidos em Colletotrichum,
baseados na especificidade do hospedeiro (CANNON et al., 2012). Von Arx (1957) trouxe
um grande impacto sobre a taxonomia de Colletotrichum, reduzindo o nimero de espécies do
género de varias centenas a 11, com base em caracteristicas morfologicas. Além disso,
especies fungicas dos géneros Colletotrichum, Vermicularia e Gloeosporium foram
consideradas pertencentes a um mesmo género, sendo conservado o nome Colletotrichum.
Contudo, Von Arx realizou a identificacdo desses taxons baseando-se em descri¢cdes de
literatura e ndo na avaliacdo de espécies-tipo. Ao observar esta incoeréncia no trabalho de
Von Arx, Sutton (1980), reconheceu 22 espécies no género, baseado na morfologia e

caracteristicas culturais. Estudos baseados nestas caracteristicas continuaram a elevar o
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namero de espécies para 40 em Sutton (1992) e 60 no Dicionario de Fungos (KIRK et al.,
2008).

As primeiras aplicacBes do DNA para diferenciar espécies de Colletotrichum foram
registradas apos o inicio da década de 1990, resultando em um rapido aumento no ndmero de
artigos, empregando métodos moleculares para esclarecer as relagdes dentro do género. A
principio, a maior parte dos estudos estava sendo baseados em analises da regido ITS-rDNA,
mas outras regides gendmicas comecaram a ser aplicadas em andlises filogenéticas multi-
locus (SREENIVASAPRASAD et al., 1992; SHERRIFF et al., 1994; JOHNSTON; JONES,
1997; TALHINHAS et al., 2002; GUERBER et al., 2003; DU et al., 2005).

Varios trabalhos retratam as limitaces das caracteristicas morfoculturais e 0 emprego
de apenas uma regido gendmica na delimitacdo de espécies do género, especialmente da
regido ITS-rDNA (CAl et al., 2009; HYDE et al., 2009; DAMM et al., 2009; CANNON et al.,
2012; SHARMA et al., 2013). Estudo realizado por Hyde et al. (2009) ressaltaram a
necessidade de epitificacdo das espécies e a aplicacdo de analises filogenéticas multi-locus,
com genes que sejam mais informativos para uma identificacdo confiavel e precisa das
espécies. Cai et al. (2009) recomendaram a aplicacdo de uma abordagem polifasica que
engloba o emprego de dados moleculares, morfologicos, fisioldgicos e relacionados a
patogenicidade, pois 0 modelo antigo de classificacdo foi responsavel por tornar os limites das
espécies ambiguos e incertos.

Dessa forma, as andlises filogenéticas multi-locus se tornaram normas, sendo as
principais regides gendmicas empregadas: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
actina (ACT), quitina sintetase (CHS-I), B-tubulina (TUB2), calmodulina (CAL), histona
(HIS3), glutamina sintetase (GS), superoxido-dismutase de manganés (SOD) e a regido do
espacgador interno transcrito (ITS) (CANNON et al., 2012; WEIR et al., 2012).

Contudo, Vieira et al. (2020) estudando os marcadores ideais para a identificacdo de
Colletotrichum spp. calcularam a distancia do intervalo do codigo de barras e a sobreposicéo
da distancia intra/interespecifica para avaliar cada um dos marcadores moleculares mais
comumente aplicados quanto a sua utilidade como codigo de barras para identificacdo de
espécies. Os marcadores, Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), histona-3 (HIS3),
DNA liase (APN2), espacador intergénico entre DNA liase e o locus do tipo de acasalamento
MAT1-2-1 (APN2/MAT-IGS) e espacador intergénico entre GAPDH e uma proteina
hipotética (GAP2-1GS) tém as propriedades de bons codigos de barras, enquanto sequéncias
de actina (ACT), quitina sintase (CHS-1) e espacadores transcritos internos de rDNA nuclear
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(nrITS) ndo sdo capazes de distinguir a maioria das espécies. Indicado como barcode
secundario, o gene GAPDH tem sido empregado na identificacdo de espécies do género, em
razdo da sua combinacdo com outros genes, que tem possibilitado diferenciar a maioria dos
taxons de forma confiavel (WEIR et al., 2012; VIEIRA et al., 2020) sendo aplicado como
medida inicial de diversidade em varios estudos de identificacdo de espécies do género
Colletotrichum, associadas a um hospedeiro especifico (LIMA et al.,, 2013; SHARMA;
SHENOY, 2013; LIU et al., 2016; SILVA et al., 2017; WACULICZ-ANDRADE et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2018; VIEIRA et al., 2020).

Nesse contexto, Liu et al. (2022) realizaram um estudo do género, onde diversas
espécies foram revisadas e tipificadas ou recém-descritas e muitos complexos de espécies
foram detectados. O género Colletotrichum abrange atualmente 280 espécies aceitas com
dados moleculares, dentre elas, 15 sdo espécies isoladas (singleton) e as outras 265 espécies
estdo agrupadas em um dos 16 complexos reconhecidos: C. gloeosporioides, C. gigasporum,
C. boninense, C. acutatum, C. graminicola, C. caudatum, C. spaethianum, C. destructivum,
C. dematium, C. truncatum, C. orbiculare, C. dracaenophilum, C. magnum, C. orchidearum,
C. agaves e C. bambusicola (CROUCH; INGUAGIATO, 2009; DAMM et al., 2009;
CANNON et al., 2012; DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b; WEIR et al., 2012;
DAMM et al., 2013; CROUCH, 2014; DAMM et al., 2014; HYDE et al., 2014; LIU et al.,
2014; LIU et al., 2015; HOU et al., 2016; JAYAWARDENA et al., 2016; BHUNJUN et al.,
2019; DAMM et al., 2019; JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS; BARONCELLI,
2021; LIU et al. 2022).

3.5. Controle da Antracnose em Heliconias

As doencas causadas por patdgenos sdo responsaveis por afetar o rendimento e
variacdo da produtividade na producéo de flores de corte (BEBBER; GURR, 2015). Desse
modo é necessario realizar o controle de doencas envolvendo o emprego dos seguintes
principios: excluséo, erradicacao, protecao, resisténcia e terapia, sendo aplicados por meio dos
métodos de controle cultural, genético, bioldgico, fisico e quimico (AMORIM et al., 2018).

O controle cultural visa erradicar ou reduzir a populacdo do patégeno através de
praticas culturais, preferencialmente combinadas. J& o controle genético € baseado no
emprego de espécies ou cultivares resistentes e inducdo de resisténcia da planta, considerado
método ideal de controle, por ser aplicavel em largas areas e possuir baixo impacto ambiental.
Os bioldgicos estdo relacionados ao uso de organismos nao patogénicos para controlar outro
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microrganismo patogénico. O controle fisico utiliza fatores fisicos para controlar doencas de
plantas, através da temperatura e radiacdo. Outra estratégia é o controle quimico de doencas
de plantas, baseado na utilizacdo de moléculas organicas ou inorganicas, obtidas naturalmente
ou sintetizadas para a protecdo das plantas contra os patdogenos (AMORIM et al., 2018).

Nos cultivos agricolas, as doengas causadas por fungos sdo geralmente manejadas
mediante emprego do sistema convencional de producdo (MARIANI et al., 2015; AMORIM
et al., 2018). Ao qual é baseado na utilizacdo de agrotoxicos de alta periculosidade, que,
qguando aplicados incorretamente, propiciam desequilibrios bioldgicos e ecoldgicos
(TAKESHITA et al., 2014), além de complicacdes a saude humana (SHEAHAN et al., 2017).
Contudo, o controle quimico efetuado de forma adequada e consciente é tido como um dos
mais importantes métodos de manejo de doencas, eficiente e economicamente viavel,
proporcionando alta produtividade e qualidade da producdo (AMORIM et al., 2018).

Os fungicidas sdo empregados para evitar processos de sobrevivéncia, disseminacao,
infeccdo, colonizacdo e reproducdo de fungos e oomicetos que ocasionam doencas de plantas.
Contudo, esses produtos podem apresentar maior ou menor especificidade as diferentes
classes taxonémicas de fungos e oomicetos. Esses agrotoxicos sdo aplicados como
erradicantes, atuando na sobrevivéncia, protetores impedindo a infeccdo, e curativos
apresentando efeitos sobre a colonizagcdo (AMORIM et al., 2018).

Nesse sentido, esses produtos sdo classificados pela natureza quimica e pelo seu modo
de acdo, podendo ser protetores, curativos, sistémicos e mesostémicos (KIMATI, 2011;
AMORIM et al., 2018). Os fungicidas protetores sdo considerados efetivos quando aplicados
antes da penetracdo do patdgeno no tecido do hospedeiro, formando uma barreira que impede
a sua penetracédo, inibindo a germinagdo dos esporos. Fungicidas sisttmicos sdo absorvidos
pela planta e translocados para outras partes inibindo a proliferacdo do patégeno. Ja os
fungicidas mesostémicos sdo aqueles que se movem a curta distancia na folha, penetrando
somente na cuticula permanecendo nela (AMORIM et al., 2018).

A cultura da heliconia ndo possui nenhum fungicida registrado pelo Ministério da
Agricultura (AGROFIT, 2023). No entanto, quando pesquisado na plataforma do Agrofit
produtos registrados para controle da doenca Antracnose abrangendo de forma geral,
colocando na opcdo cultura as plantas ornamentais na consulta, aparecem oito produtos
registrados, de grupos quimicos distintos, como: Estrobilurina; Isoftalonitrila e Triazol, além
de misturas empregando Carboxamida + Estrobilurina e Estrobilurina + Triazol (AGROFIT,
2023).
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Dessa forma, para a cultura em especifico, hd uma escassez na literatura cientifica em
relagdo ao controle da antracnose em heliconias, apenas recomendacgdes em alguns estudos.
Lamas (2007) recomenda o emprego da calda bordalesa, calda sulfocélcica e pulverizacdes
com fungicidas sistémicos e de contato, relatando que os melhores resultados sdo obtidos com
produtos a base de Mancozeb na dosagem de 2 g/litro de solu¢do com intervalo de 21 dias.
Sosof et al. (2006) relataram que a aplicagéo de fungicidas como Ronilan, Rovral e composto
caprico como o Python-20 foram aprovados para o uso de flores e sdo eficazes para o controle
de doencas. No processo pos-colheita, Mosca et al. (2005) recomendaram que o tratamento
com fungicida seja realizado com imersdo da haste completa, por um minuto, em solucédo de
captan (1g/L) e azodrin (ImL/L), exceto em heliconias que ndo podem ter as inflorescéncias
imersas.

Nos estudos que recomendam o controle quimico da doenca causado por fungos do
género Colletotrichum, somente as espécies C. gloeosporioides (LAMAS, 2007) e C. musae
(SOSOF et al., 2006) foram relatadas ocorrendo na cultura da heliconia. No entanto, as
espécies de Colletotrichum possuem comportamento diferenciado em relacdo aos diferentes
fungicidas, podendo este conhecimento ser aplicado para auxiliar e direcionar a escolha dos
ingredientes ativos mais eficientes para o controle da antracnose (LIMA et al., 2015). Nesse
contexto, estudos comparativos em funcdo do efeito dos diferentes fungicidas sobre as
distintas espécies que ocorrem em heliconias necessitam ser desenvolvidos com o propoésito

de evitar a resisténcia dos patogenos pela utilizacdo indiscriminada desses produtos quimicos.
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4. IDENTIFICACAO DE Colletotrichum spp. ASSOCIADAS A
ANTRACNOSE EM HELICONIAS

RESUMO

Na cultura das heliconias, as doengas ocasionam perdas significativas na producdo. A
antracnose, por exemplo, € causada por fungos do género Colletotrichum, responsavel por
provocar prejuizos em funcéo do dificil controle, pois os sintomas deixam as hastes florais
improprias para a comercializacdo. O género Colletotrichum, considerado como importante
patdégeno de plantas, possui ampla diversidade de espécies, sendo responsaveis por causar
uma variedade de doencas em diversas culturas econdmicas, dificultando a diagnose vegetal
adequada desta doenca. Nesse contexto, o conhecimento de quais espécies de Colletotrichum
estdo ocorrendo em heliconias sdo necessarios. Contudo, estudos de identificacdo deste
género em heliconias ainda sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi identificar espécies do
género Colletotrichum obtidas a partir de diferentes espécies de Heliconia: Heliconia sp., H.
bihai, H. rauliniana, H. rostrata e H. psittacorum mediante o emprego de ferramentas
moleculares e caracteristicas morfoculturais. Dessa maneira, Isolados fungicos foram obtidos
de plantas de heliconias com sintomas de antracnose em plantios comerciais nos estados de
Alagoas, Ceara e Pernambuco. Foram obtidos trinta e dois isolados a partir de flores, folhas,
peciolos e bracteas exibindo sintomas tipicos de antracnose. Foi realizado o teste de
patogenicidade, a analise multi-locus e estudos referentes as caracteristicas morfoldgicas e
culturais das distintas espécies de Colletotrichum identificadas. No teste de patogenicidade,
folhas destacadas e bracteas com ferimento, inoculadas com espécies de Colletotrichum
apresentaram manchas necroéticas a partir de 24 horas ap0s a retirada de camara Umida, 72
horas apds inoculagdo. Em relacdo a analise multi-locus das sequéncias dos genes GAPDH,
CAL, TUB2 e regido ITS foi realizada com dezessete isolados de Colletotrichum, sendo
comparadas as sequéncias com 0s acessos do banco de dados do GenBank usando o algoritmo
BLASTN, juntamente com a construcdo das arvores de Inferéncia Bayesiana, foi possivel
agrupar os isolados em quatro complexos. Os isolados foram agrupados nos complexos C.
boninense, C gloeosporioides, C. magnum e C. gigasporum. Este € o primeiro relato das
especies C. alienum, C. brevisporum, C. gigasporum, C. karstii, C. theobromicola e C.
tropicale no género Heliconia.

Palavras-chave: Filogenia Multi-locus, Heliconiaceae.
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ABSTRACT

In the culture of heliconias, diseases cause significant losses in production. Anthracnose, for
example, is caused by fungi of the genus Colletotrichum, responsible for causing damage due
to the difficult control, as the symptoms leave the flower stems unfit for commercialization.
The genus Colletotrichum, considered an important plant pathogen, has a wide diversity of
species, being responsible for causing a variety of diseases in different economic cultures,
making it difficult to properly diagnose this disease. In this context, knowledge of which
Colletotrichum species are occurring in heliconias is necessary. However, identification
studies of this genus in heliconias are still scarce. The objective of this work was to identify
species of the genus Colletotrichum obtained from different species of Heliconia: Heliconia
sp., H. bihai, H. rauliniana, H. rostrata and H. psittacorum using molecular tools and
morphocultural characteristics. In this way, fungal isolates were obtained from heliconia
plants with symptoms of anthracnose in commercial plantations in the states of Alagoas,
Ceara and Pernambuco. Thirty-two isolates were obtained from flowers, leaves, petioles and
bracts showing typical symptoms of anthracnose. The pathogenicity test, the multi-locus
analysis and studies related to the morphological and cultural characteristics of the different
species of Colletotrichum identified were carried out. In the pathogenicity test, detached
leaves and injured bracts inoculated with Colletotrichum species showed necrotic spots from
24 hours after removal from the humid chamber, 72 hours after inoculation. In relation to the
multilocus analysis of the sequences of the genes GAPDH, CAL, TUB2 and ITS region, it was
carried out with seventeen isolates of Colletotrichum, comparing the sequences with the
accessions of the GenBank database using the BLASTn algorithm, together with the
construction of the Bayesian Inference trees, it was possible to group the isolates into four
complexes. The isolates were grouped into C. boninense, C gloeosporioides, C. magnum and
C. gigasporum complexes. This is the first report of the species C. alienum, C. brevisporum,
C. gigasporum, C. karstii, C. theobromicola and C. tropicale in the genus Heliconia.

Keywords: Multi-locus phylogeny, Heliconiaceae.
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4.1. INTRODUCAO

O género Heliconia inserido na familia Heliconiaceae, possuem plantas herbaceas,
perenes com bracteas coloridas e brilhantes (KRESS, 1990; USDA, 2022). As Helicbnias se
adaptam tanto ao uso em vasos como compondo arranjos florais, sendo aplicadas como flores
de corte e no paisagismo (PINHEIRO et al., 2012). No Brasil, ocorrem de forma natural em
todos os dominios fitogeograficos da Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal
(BRAGA, 2015). Na regido Nordeste do pais € uma das plantas ornamentais mais cultivadas,
em virtude das condi¢des edafoclimaticas serem favoraveis para o cultivo com qualidade, os
estados de Alagoas, Ceara e Pernambuco os principais produtores e exportadores dessa regido
(AKI; PEDROSA, 2002; JUNQUEIRA; PEETZ, 2007; JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

Entre os patdgenos os fungos sdo considerados 0s principais agentes associados as
doencas, devido apresentar ampla distribui¢do, grande niumero de espécies fitopatogénicas e
elevada variedade de hospedeiros suscetiveis, (DEAN et al., 2012). Entre as doencas, a
antracnose ocasiona danos significativos, sendo um problema importante enfrentado por
produtores de heliconias (SARDINHA et al., 2012; SOBRINHO et al., 2015). Em condi¢6es
elevadas de temperatura e umidade deixam o ambiente favoravel para o desenvolvimento da
antracnose, responsavel por provocar grandes perdas em funcdo da reducdo na qualidade e
aumento no custo de producdo (GHINI et al. 2011). A ocorréncia da antracnhose em distintas
espécies de heliconias foi relatada em varios estados no Brasil, ocasionando prejuizos diretos,
pela reducédo do valor das flores para 0 comércio, em consequéncia de 0s sintomas deixarem
as hastes florais improprias para a comercializacdo, e indiretos, através do alto custo no
manejo da cultura (SOLOGUREN; JULIATTI 2007; SARDINHA et al., 2012; SOBRINHO
et al., 2015).

As especies do género Colletotrichum, séo consideradas como importante patdgenos
de plantas, deste modo sdo responsaveis por causar uma variedade de doengas, incluindo a
antracnose em diversas culturas econdmicas, (CAIl et al., 2009; CANNON et al., 2012;
DOYLE et al., 2013; JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS; BARONCELLLI, 2021;
LIU et al., 2022). O género foi eleito mundialmente o oitavo grupo mais importante de fungos
patogénicos, causando doencas em plantas (DEAN et al. 2012). Atualmente o género
Colletotrichum abrange 280 espécies aceitas com dados moleculares, dentre elas, 15 sdo
especies isoladas (singleton) e as outras 265 espécies estdo agrupadas em um dos 16

complexos reconhecidos (LIU et al., 2022). Estudos realizados por meio de caracterizagdo
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morfologica (SOLOGUREM e JULIATTI 2007; LOPEZ-VASQUEZ et al., 2013; SILVA et
al., 2015a) e caracterizacdo molecular utilizando a regido ITS-DNA (BARGUIL et al., 2009;
BARGUIL et al.,, 2011; GURGEL et al., 2014) relataram que somente a espécie C.
gloeosporioides esta associada a antracnose em helicdnias no mundo.

Atualmente a identificacdo de espécies do género Colletotrichum est4 baseada em uma
abordagem polifasica que compreende o emprego de analises filogenéticas multi-locus
associadas a caracteristicas morfoculturais e patogénicas (CAl et al., 2009; CANNON et al.,
2012; SHARMA et al., 2013; VIEIRA et al., 2020). Essa nova abordagem tem contribuido de
forma significante para compreensdo do género, proporcionando uma identificagdo mais
precisa das espécies, solucionando incertezas provocadas pelos antigos critérios de
classificacdo e ampliando o registro de novas espécies em diferentes hospedeiros (CANNON
et al., 2012; HOU et al., 2016; DAMM et al., 2019; VIEIRA et al., 2020; JAYAWARDENA
et al., 2021; TALHINHAS; BARONCELLI, 2021; LIU et al., 2022). Dessa forma, &
necessario a identificacdo precisa das espécies de Colletorichum no género Heliconia, para
compreensdo sobre a etiologia da doenca e estabelecimento de manejo apropriado (HUANG
et al.,, 2013; LIMA et al.,, 2013). Nesse contexto, o objetivo da pesquisa foi identificar
espécies do género Colletotrichum através da caracterizacdo molecular e morfocultural
associadas a doenca antracnose obtida a partir de plantas da familia Heliconiaceae em
diferentes espécies nos plantios comerciais da regido Nordeste do Brasil, por ser uma das

doencas mais importantes para a cultura afetando folhas e toda a inflorescéncia.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Obtencao dos isolados de Colletotrichum

Flores, folhas, peciolos e bracteas do género Heliconia exibindo sintomas tipicos de
antracnose foram coletadas em plantagdes comerciais nos Estados de Alagoas, Ceara e
Pernambuco (Tabela 2). Os 6rgdos vegetais foram lavados em &gua corrente e secos. Foram
retirados pequenos fragmentos da regido de transicdo entre o tecido doente e o sadio. Esses
tecidos foram desinfestados superficialmente em alcool a 70% por 30 segundos e hipoclorito
de s6dio (NaOCl) a 1% por 1 minuto, lavados duas vezes em &gua destilada esterilizada
(ADE) e secos em papel filtro esterilizado. Em seguida, foram transferidos para placas de
Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) com adicdo do antibiotico
Amoxicilina. As placas foram mantidas em camara BOD (Biochemical Oxygen Demand) sob
temperatura de 25°C até o crescimento micelial, onde discos das bordas das col6nias foram
transferidos para novas placas de Petri contendo meio BDA. Os isolados fungicos foram
previamente identificados ap6s a esporulacdo como pertencentes ao género Colletotrichum
(SUTTON, 1980; SUTTON. 1992; WEIR et al., 2012).

Para obtencdo das culturas puras, isolados monosporicos foram obtidos a partir de
diluicéo seriada de uma solugdo de esporos, até 10™ da concentracéo inicial. Uma aliquota de
20 pL foi uniformemente distribuida em placas de Petri contendo meio AA (agar agua)
usando uma alca de Drigalski. Ap6s 24 horas, o esporo germinado de cada isolado foi
transferido para novas placas de Petri contendo meio BDA para preservacdo e extracdo de
DNA. Os isolados monospdricos foram preservados pelo método de Castellani (1967) e em

tubos de eppendorf.

4.2.2. Teste de patogenicidade

Folhas e bracteas assintomaticas do género Heliconia foram lavadas em agua corrente,
desinfestadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCl) a 1% por 3
minutos, lavadas 3 vezes em ADE e secos com papel estéril. Os métodos de inoculagdo foram
com e sem ferimento. O indculo consistiu de uma gota de 30uL de suspensao de esporos com
concentracdo de 10° conidios/mL™ (ALFENAS et al. 2007) depositadas sobre a superficie de
cada folha e bractea. A testemunha foi composta apenas por ADE. As folhas e bracteas foram
acondicionadas em becker de vidro contendo carbonato de calcio (CaCOs) a 8% dissolvido

em ADE, as folhas e bracteas permaneceram em condi¢des de camara umida por 48 horas.
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Apos 4 dias de inoculacdo, as lesbes foram avaliadas em duas dire¢fes diametricamente
opostas (cm) com auxilio de um paquimetro digital. O patdgeno foi reisolado para comprovar
a patogenicidade das espécies conforme os postulados de Koch e verificar as caracteristicas

moleculares e morfoculturais.

4.2.3 Caracterizagdo molecular

O micélio para extracdo do DNA dos isolados foi obtido a partir da massa micelial
cultivada em meio Sacarose-Extrato de levedura-Asparagina (ZAUZA et al. 2007) por 5 dias,
sob temperatura de 25+1 °C, sem agitacdo e, fotoperiodo de 12 horas, posteriormente lavado
em ADE. O DNA foi extraido seguindo o protocolo de Doyle e Doyle (1987). Posteriormente,
sequéncias parciais do gene do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram
amplificadas usando os primers GDF/GDR (GUEBER et al., 2003) para uma identificacdo
preliminar dos isolados e avaliacdo da diversidade haplotipica das espécies. Posteriormente,
representantes de cada espécie, baseado nos haplétipos, foram amplificados com as
sequéncias parciais dos genes B-tubulina (TUB2) usando os primers T1/Bt2b (O’ DONNELL;
CIGELNIK 1997; GLASS; DONALDSON 1995), mating type locus MAT1-2-1
(APN2/MAT-IGS) com os primers CgDL_F6/DgMAT1_F2 (ROJAS et al. 2010),
Calmodulina (CAL) com os primers CL1C e CL2C e regido rDNA Internal transcribed spacer
(ITS) com ITS1/ITS4 (WHITE et al. 1990) para garantir maior confiabilidade na identificacéo
e posicionamento taxonémico definitivo das espécies do género Colletotrichum.

As amplificacdes de PCR para o gene GAPDH foram realizadas em um Mix de 30 pL,
que continha tampao 10X, MgCI2 50 mM, DNTP’s 10 mM, 10 uM de cada oligonucleotideo,
1U de Taqg DNA Polimerase, 1pL de DNA diluido (1:20) e 30uL de agua Milli-Q
autoclavada. As condigdes de termociclagempara amplificacdo do gene GAPDH consistiram
de uma desnaturacéo inicial de 4 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 60°C
e 1 min a 72°C, com uma extensdo final de 7 min a 72°C. Para 0s demais genes, as condi¢fes
de termociclagem foram semelhantes as descritas anteriormente com alteracfes nas
temperaturas de anelamento, estabelecidas para cada par de primer utilizado (WEIR et al.,
2012; DAMM et al., 2019).

Os produtos de PCR dos genes GAPDH, TUB2, CAL e regido ITS foram enviados para
purificacdo e sequenciamento nos dois sentidos com 0s mesmos primers utilizados na
amplificacdo. Arvores para analise de Inferéncia Bayesiana com as sequéncias parciais do
genes GAPDH, TUB2, CAL e regido ITS foram construidas, empregando o método da cadeia
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de Markov Monte Carlo, no web portal CIPRES (MILLER et al., 2010) usando MrBayes V.
3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi
determinado usando MrModeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004) de acordo com o Akaike
Information Criterion. Sequéncias parciais obtidas foram inicialmente analisadas com o
algoritmo BLASTNn (ALTSCHUL et al., 1990) e o banco de dados de nucleotideos n&o-
redundante GenBank para determinar as espécies fungicas com as quais elas compartilharam

maior identidade de sequéncia.

4.2.4. Estudos morfoculturais das espécies de Colletotrichum

Para caracterizacdo cultural das espécies, um disco de meio BDA contendo o micélio
foi retirado da borda da coldnia cultivada por sete dias, estes foram transferidos
individualmente para o centro de novas placas de Petri contendo 20 mL de meio BDA
sintético. As placas foram incubadas em BOD sob temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de
12 horas e aos sete dias foram observados a coloracdo e o aspecto das coldnias. O diametro
das col6nias (cm) foi avaliado diariamente tomado no reverso das placas, através da
mensuracdo, em dois sentidos, dos didmetros perpendiculares, com o auxilio de um
paquimetro digital. Os resultados foram submetidos ao célculo do indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), de acordo com a formula (1). O delineamento experimental foi
0 inteiramente casualizado, com cinco repeticdes para cada isolado, sendo cada repeticédo

constituida por uma placa de Petri.

Diametr o médio atual —Diametro médio anterior (l)

IVCM = 3,

Numero de dias apds a inocula ¢io

Para caracterizagdo morfologica de espécies de Colletotrichum foram avaliados o
tamanho e forma de 50 conidios e 50 apressorios escolhidos aleatoriamente, provenientes das
estruturas do patdgeno crescidos em meio BDA por 7 dias. Para a visualizacdo dos esporos
foram utilizadas laminas de vidro, onde foi depositada uma gota (40 puL) de ADE juntamente
com os conidios e observadas em microscépico éptico.

A formacdo de apressorios foi observada, por meio da técnica da microcultura
modificada, utilizando uma gota de suspensdo de esporos depositada sobre uma lamina de
vidro estéril acondicionada em placa de Petri forrada com papel filtro estéril umedecido com
ADE, de modo a manter o ambiente imido e permitir a germinagdo dos conidios. Apds 24 a
48 horas, as imagens dos apressorios foram capturadas. Para a mensuracdo de comprimento e
largura dos apressorios, foi considerado como comprimento, a distancia entre o septo

existente entre o apressério e o tubo germinativo e a extremidade mais distante do mesmo. A
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largura foi mensurada em sentido perpendicular ao considerado para o comprimento (Figura
1) (SUSSEL, 2005).

As imagens dos conidios e apressorios foram obtidas atraves da captura por camera
digital (Olympus IX2-SLP) acoplada ao microscopio optico com aumento de 400x, projetada
em monitor de computador, através do software Cellsenses Standard (SAMSUNG SDC-
415®). As mensuracgdes de comprimento e largura dos conidios e apressérios foram obtidas
através do software BELView (Versao 6.2.2.1) (Figura 1).

Figura 1. (1) Lamina de vidro estéril acondicionada em placa de Petri forrada com papel

filtro estéril umedecido com ADE; (2) MensuracGes de imagens dos conidios (A) e

apressorios (B) obtidas através do software BELView (Versdo 6.2.2.1).
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Obtencdo dos isolados

Um total de trinta e dois isolados de Colletotrichum foram obtidos a partir de flores,
folhas, peciolos e bracteas do género Heliconia das espécies Heliconia sp.; H. bihai, H.
rauliniana, H. rostrata e H. psittacorum exibindo sintomas tipicos de antracnose coletadas em
plantacdes comerciais nos Estados de Alagoas, Ceara e Pernambuco, Nordeste do Brasil
(Tabela 2).
Tabela 1. Isolados de Colletotrichum obtidos de diferentes espécies e partes vegetais de

Heliconias e distintos locais de coleta.

ISOLADO PARTE DA ESPECIAE DE LOCAL DE
PLANTA HELICONIA COLETA
1- HEGU11CE Folha Heliconia sp. Guaramiranga-CE
2- HEGU14CE Folha Heliconia sp. Guaramiranga-CE
3- HEPAT7CE Folha Heliconia sp. Pacoti-CE
4- HEGU13CE Folha Heliconia sp. Guaramiranga-CE
5- ALHE1 Bractea Heliconia bihai Maribondo-AL
6- ALHE3 Bractea Heliconia bihai Maribondo-AL
7- ALHE4 Bréctea Heliconia bihai Maribondo-AL
8- ALHE11 Bréctea Heliconia bihai Maribondo-AL
9- HECECALl Bréactea Heliconia rauliniana Rio Largo-AL
10- HECECA4 Bractea Heliconia rauliniana Rio Largo-AL
11- HECECAS5 Bractea Heliconia rauliniana Rio Largo-AL
12- HEV1AL1 Bractea Heliconia rostrata Maribondo-AL
13- HEV2AL3 Bréactea Heliconia psittacorum Maribondo-AL
14- HEV1AL4 Bréctea Heliconia rostrata Maribondo-AL
15- HEV1AL7 Bréctea Heliconia rostrata Maribondo-AL
16- HEIP-PE6 Bréctea Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
17- HEIP-PES8 Bréctea Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
18- HEIP-PE9 Bréctea Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
19- HEIP-PE10 Bractea Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
20- HEIP-PE13 Folha Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
21- HEIP-PE16 Bractea Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
22- HEIP-PE18 Flor Heliconia psittacorum Ipojuca-PE
23- HEPA-PE2 Folha Heliconia rostrata Paulista-PE
24- HEPA-PE2* Peciolo (Folha) Heliconia rostrata Paulista-PE
25- HEPA-PE4 Folha Heliconia rostrata Paulista-PE
26- HEPA-PE7 Folha Heliconia rostrata Paulista-PE
27- HEPA-PE10 Folha Heliconia rostrata Paulista-PE
28- HEPA-PE13(1) Folha Heliconia rostrata Paulista-PE
29- HEPA-PE13(2) Folha Heliconia rostrata Paulista-PE
30- HEIP-PE4 Folha Heliconia rostrata Ipojuca-PE
31- HEGU10CE Folha Heliconia sp. Guaramiranga-CE
32- HEPASCE Bractea Heliconia sp. Pacoti-CE
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4.3.2. Teste de Patogenicidade

Folhas destacadas e bracteas com ferimento, inoculadas com espécies de
Colletotrichum apresentaram manchas necréticas a partir de 24 horas apés a retirada de
camara Umida, 72 horas apds inoculacdo. Nas folhas destacadas o isolado 13-HEV2AL3
induziu a maior lesdo (10,15 mm), enquanto o isolado 27-HEPA-PE10 apresentou a menor
lesdo (7,5mm). Em relacdo as bracteas, o isolado 2-HEGU14-CE induziu a maior leséo (1,1
mm), enquanto o isolado 28-HEPA-PE13 apresentou a menor lesdo (0,78 mm). Tanto as
folhas destacadas como as brécteas ocorreram diferencas na severidade dos sintomas para as
demais espécies (Tabela 3).

Todos os isolados de Colletotrichum do presente estudo foram capazes de desenvolver
sintomas na inoculacdo com ferimentos, induzindo lesdes necréticas deprimidas, encharcadas,
marrom-claro a escuro e com tamanhos variaveis em folhas e bracteas. Apresentando
sintomas semelhantes aos observados em campo e morfologicamente iguais aos isolados
originais, cumprindo assim os Postulados de Koch. Nas testemunhas e nos locais onde foi
efetuada a inoculacdo sem o ferimento ndo foram observados nenhum sintoma (Figura 6).

Os isolados 13-HEV2AL3; 15-HEV1AL7 e 27-HEPA-PE10 se agruparam no
complexo C. gloeosporioides;13-HEV2AL3 e 15-HEV1AL7 foram obtidos de brécteas e 27-
HEPA-PE10 de folhas na cultura da heliconia coletados no estado de Alagoas, na cidade
Maribondo. Os isolados 13-HEV2AL3, 15-HEV1AL7 e 27-HEPA-PE10 obtiveram nas folhas
destacadas 10,15 9,16 e 7,5mm e 0,81, 0,88 e 0,85mm nas bracteas referente ao diametro das
lesGes nos locais com ferimentos, apresentaram-se como primeiro segundo e sexto nas folhas
e para as bracteas foram o quinto, terceiro e quarto isolados mais agressivos no teste de
patogenicidade, respectivamente, em comparacao aos isolados dos outros complexos.

O complexo C. boninense foi representado pelo isolado 2-HEGU14CE, proveniente de
folha de heliconia, coletada no municipio de Guaramiranga no estado do Ceara. No teste de
patogenicidade, o isolado apresentou 8,74 e 1,1mm de didmetro da lesdes nas folhas
destacadas e bracteas com ferimento, ficando no terceiro e primeiro isolados mais agressivas
em folhas e bréacteas, respectivamente no estudo.

Ja em relacdo ao complexo C. magnum, foi representado pelo isolado, 28-HEPA-
PE13, proveniente de folha de heliconia obtido na cidade de Paulista no estado de
Pernambuco. O isolado apresentou 7,78 e 0,78 mm de didmetro das lesdes, ficando em quinto
e sexto na posi¢do nas folhas destacadas e bracteas nos locais com ferimento.
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O isolado 22-HEIP-PE18 obtido de flores de heliconia no municipio de Ipojuca no
estado de Pernambuco apresentou 8,29 e 1,0mm no didmetro das lesbes, ficando no quarto e
segundo na posicdo nas folhas destacadas e bracteas com ferimentos respectivamente, em

comparacao aos isolados dos outros complexos.

Tabela 2. Dados do teste de patogenicidade em folhas destacadas e bréacteas dos isolados de
Colletotrichum.

Isolados Diametro das lesdes (mm)
Folhas destacadas Bréacteas
TESTEMUNHA 0,00 0,00
2-HEGU14CE 8,74 11
13-HEV2AL3 10,15 0,81
15-HEV1ALY 9,16 0,88
22-HEIP-PE18 8,29 1,0
27-HEPA-PE10 7,5 0,85
28-HEPA-PE13 7,78 0,78
Isolados Sintomas Campo Teste Patogenicidade

Folhas destacadas Bréacteas

2-
HEGU14CE
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13-
HEV2AL3

15-
HEV1AL7Y

22-HEIP-
PE18
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27-HEPA-
PE10

28-HEPA-
PE13

Figura 2. Sintomas do campo e teste de patogenicidade em folhas destacadas e bracteas dos
isolados de Colletotrichum.

4.3.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Colletotrichum

A analise inicial das sequéncias parciais do gene GAPDH foi realizada com dezessete
isolados de Colletotrichum provenientes de flores, folhas, peciolos e bréacteas de plantas de
Helicbnia com sintomas tipicos de antracnose. Sendo onze isolados obtidos de bracteas,
quatro de folhas, um de peciolo e um de flor. Apds a comparacdo das sequéncias com 0s
acessos do banco de dados do GenBank usando o algoritmo BLASTN, juntamente com a
construcdo das arvores de Inferéncia Bayesiana foi possivel agrupar dois isolados no
complexo C. boninense, doze no complexo C. gloeosporioides, dois no complexo C. magnum

e um no complexo C. gigasporum.
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A filogenia dos isolados do complexo C. boninense, incluiram dois isolados 2-
HEGU14CE e 4-HEGU13CE que estdo em clados bem suportados com a espécie C. karstii

(Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética concatenada utilizando os genes GAPDH e CAL inferida a

partir da analise de Inferéncia Bayesiana para as espécies do complexo Colletotrichum
boninense. Os valores da probabilidade posterior > 0,04 estdo indicados acima dos nds. As

culturas ex-tipo sdo marcadas com um asterisco. Os isolados utilizados neste estudo estdo

enfatizados em negrito. A arvore esta enraizada com Colletotrichum gloeosporioides

(CBS112999).

No complexo C. gloeosporioides foram incluidos trés isolados, 13-HEV2AL3 se

agrupou em clado bem suportado com a especie C. theobromicola. O isolado 27-HEPA-PE10

se agrupou em clado com vérias espécies (C. alienum, C. fructicola, C. nupharicola e C.

hystricis) ficando mais proximo da espécie C. fructicola. O isolado 15-HEV1AL?7 se agrupou

em clado bem suportado com a espécie tipo C. tropicale (CBS 124949) (Figura 4).
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Figura 4. Arvore filogenética concatenada utilizando o gene GAPDH e a regido ITS inferida
a partir da andlise de Inferéncia Bayesiana para as espécies do complexo Colletotrichum
gloeosporioides. Os valores da probabilidade posterior > 0,03 estdo indicados acima dos nos.
As culturas ex-tipo sdo marcadas com um asterisco. Os isolados utilizados neste estudo estdo

enfatizados em negrito. A arvore esté enraizada com Colletotrichum boninense (ICMP17904).
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Para a filogenia do complexo C. magnum foram incluidos dois isolados 24-HEPA-PE2

e 28-HEPA-PE13 que estdo em um clado préximo a espécie C. brevisporum (Figura 5).
C. cacao CBS119297

_C. merremiae CBS124955
_C. lobatum IMI79736

0,99 |

C. brevisporum CBS129957

24

0,99

28

— s — C. panamense CBS125386

C. okinawense LM140

' C. magnum CBS51997

1

C. liaoningense LG54

C_gloeosporioides_ICMP_17821

Figura 5. Arvore filogenética concatenada utilizando os genes GAPDH e TUB2 e a regiéo
ITS, inferida a partir da andlise de Inferéncia Bayesiana para as espécies do complexo
Colletotrichum magnum. Os valores da probabilidade posterior > 0,03 estdo indicados acima
dos noés. As culturas ex-tipo sdo marcadas com um asterisco. Os isolados utilizados neste
estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore estd enraizada com Colletotrichum
gloeosporioides (ICMP17821).
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Jé& a filogenia do isolado referente ao complexo C. gigasporum foi incluido um isolado
22- HEIP-PE18, que esta em clado juntamente com a espécie C. gigasporum (Figura 6).

C. vietnamense CB5125478
C. radicis CBS52993

C. magnisporum CBS39884

C. gigasporum CBS133266

05
0,54 22

1

C. gigasporum CBS125730

0,58

C. pseudomajus CBS57188

0,52

e pseudomajus 0GC1

C. arxii CBS132511

'_C. arxii CBS16959
_C. jishouense GZUHJ2G2
" _C. jishouense GZUHI2G4

C. gloeosporioides ICMP17821

0.04

Figura 6. Arvore filogenética concatenada utilizando os genes GAPDH e CAL inferida a
partir da analise de Inferéncia Bayesiana para as espécies do complexo Colletotrichum
gigasporum. Os valores da probabilidade posterior > 0,05 estdo indicados acima dos nos. As
culturas ex-tipo sdo marcadas com um asterisco. Os isolados utilizados neste estudo estdo
enfatizados em negrito. A arvore estd enraizada com Colletotrichum gloeosporioides
(ICMP17821).

4.3.4. Caracterizagdo Morfocultural

As caracteristicas morfologicas e culturais avaliadas dos isolados de Colletotrichum,
como: tamanho e formato de conidios e apressorios, aspectos das colonias e velocidade de
crescimento micelial, estdo apresentadas na Tabela 4 e Figura 7.

As caracteristicas culturais das coldnias, dos isolados dentro do complexo C.
gloeosporioides, apresentaram bordas irregulares e regulares, coloracdo do micélio variando
de cinza esverdeado, branco acinzentado e branco alaranjado no centro, de acordo com o

aspecto todos foram cotonosos, sem estrias, com e sem setores. A variagdo da taxa de
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crescimento médio das colonias dentro do complexo foi de 9,50; 10,54 e 10,68 mm.dia™. Os
conidios apresentaram-se hialinos, ndo septados, reto-cilindricos com pontas agucadas ou
redondas. O comprimento médio dos conidios variou entre 7.21; 7.66 e 9,32 um e largura
média de 2,38; 2,99 e 3,19 um. Apressorios apresentaram cor predominantemente marrom
escuro, com formato ovdide e irregular. O comprimento médio do apressoério variou de 4.32;
4,84 € 5.86 um e a largura média de 3.11; 3,15 e 3.56 um.

No complexo C. boninense, em relacdo as caracteristicas culturais da col6nia, o isolado
apresentou borda irregular e cor da col6nia apresentando micélio acinzentado na frente e
verso amarelado, sem setor e n&o cotonoso. A taxa de crescimento foi de 9,64 mm.dia™. Os
conidios apresentaram-se hialinos, ndo septados, cilindricos com pontas agucadas ou
redondas. O comprimento médio dos conidios foi 7.84 um e largura média de 3,84 um.
Apressorios apresentaram cor predominantemente marrom escuro, com formato ovdide e
irregular. O comprimento médio do apressoriofoi 4.96 pum e a largura média de 3.58 um.

Ja o complexo C. magnum, em relacdo as caracteristicas culturais da coldnia, o isolado
apresentou borda regular, cor da coldnia branca alaranjado no centro na parte superior e
branco alaranjado no verso, produzindo muitos esporos, ndo apresentou setor e apresentando
aspecto cotonoso. A taxa de crescimento médio foi de 9,93 mm.dia®. Os conidios
apresentaram-se hialinos, ndo septados, cilindricos com pontas agucadas ou redondas. O
comprimento médio dos conidios foi 9.51 um e largura média de 3,42 pum. Apressorios
apresentaram cor predominantemente marrom escuro, com formato ovoide e irregular. O
comprimento médio do apressoério foi de 4.80 um e a largura média de 3.89 um.

Em relagdo ao complexo C.gigasporum, as caracteristicas culturais das coldnias dos
isolados apresentou borda regular, cor da col6nia cinza esverdeado com borda clara, pouco
cotonoso. A taxa de crescimento médio dentro do complexo foi de 10,04 mm.dia’. Os
conidios apresentaram-se hialinos, ndo septados, cilindricos com pontas agucadas. O
comprimento médio dos conidios foi de 13,35 um e largura média de 4,56 pm. Apressorios
apresentaram cor predominantemente marrom escuro, com formato ovoide e irregular. O

comprimento médio do apressoério foi de 7.89 um e a largura média de 5.03 pm.
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Tabela 3. Dados morfoldgicos e culturais dos isolados de Colletotrichum.

Apressorios  Crescimento Col6nias
Isolados Conidios (um) Formato (um) Micelial
Comp. Lar. Comp.  Larg. (mm/dia)

Borda irregular, micélio
acinzentado frente, amarelado
Verso, sem setores, ndo
cotonoso

2- HEGU14CE 7,84 384  cCilindrico 496 3,58 9,64

Borda irregular, micélio cinza
esverdeado, com setores,
cotonoso

13- HEV2AL3 7,21 299 Cilindrico 586 311 10,54

Borda irregular, micélio
branco acinzentado, sem
setores, cotonoso

15- HEVIAL? 7,66 319  cilindrico 432 3,56 9,50

Borda regular, micélio cinza
esverdeado com borda clara,
pouco cotonoso

22-Hep-pEs 13,35 456 Cilindrico 789 5,03 10,04

Borda regular, micélio branco
acinzentado-frente, verso
97- HEPA-PE10 9,32 2,38 cilindrico 484 315 10,68 centro cinza esverdeado com
bordas branco amarelado, nédo
tem setor, cotonoso

Borda regular, micélio branco
9,51 3,42  Cilindrico 480 3,89 9,93 alaranjado centro, verso
28- HEPA-PEL3 micélio branco alaranjado, ndo
tem setor, produz muitos
esporos, cotonoso

Cultural Morfoldgica
Isolados Coldnias Apressorios Conidios

2-
HEGU14CE

13- HEV2AL3
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15- HEV1AL7Y

22- HEIP-

27- HEPA-

28- HEPA-
PE13

Figura 7. Aspectos culturais e morfologicos de isolados de Colletotrichum.
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4.4. DISCUSSAO

Neste estudo, diferentes espécies de Colletotrichum foram identificadas causando a
doenca em bracteas, flores, folhas e peciolos de Heliconia. A analise da filogenia com o gene
GAPDH foi empregada, proporcionando identificacdo preliminar dos isolados, além da
avaliacdo da heterogeneidade haplotipica das espécies. ApOs a comparagdo das sequéncias
com 0s acessos do banco de dados do GenBank usando o algoritmo BLASTN, e a construcao
das arvores de Inferéncia Bayesiana, juntamente com os estudos morfoldgicos e culturais
possibilitaram agrupar os isolados em quatro complexos, sendo dois isolados no complexo C.
boninense, doze no complexo C. gloeosporioides, dois no complexo C. magnum e um no
complexo C. gigasporum.

As analises filogenéticas multi-locus se tornaram normas, sendo as principais regides
genbmicas empregadas: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), actina (ACT),
quitina sintetase (CHS-I), B-tubulina (TUB2), calmodulina (CAL), histona (HIS3), glutamina
sintetase (GS), superoxido-dismutase de manganés (SOD) e a regido do espacgador interno
transcrito (ITS) (CANNON et al., 2012; WEIR et al., 2012). Contudo, Vieira et al. (2020)
estudando os marcadores ideais para a identificacdo de Colletotrichum spp. calcularam a
distancia do intervalo do cddigo de barras e a sobreposicdo da distancia intra/interespecifica
para avaliar cada um dos marcadores moleculares mais comumente aplicados quanto a sua
utilidade como codigo de barras para identificacdo de espécies. Os marcadores, Gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), histona-3 (HIS3), DNA liase (APN2), espacador
intergénico entre DNA liase e o locus do tipo de acasalamento MAT1-2-1 (APN2/MAT-IGS) e
espacador intergénico entre GAPDH e uma proteina hipotética (GAP2-1GS) apresentam as
propriedades de bons codigos de barras, enquanto sequéncias de actina (ACT), quitina sintase
(CHS-1) e espacgadores transcritos internos de rDNA nuclear (nriTS) ndo sédo capazes de
distinguir a maioria das espécies. Indicado como barcode secundario, 0 gene GAPDH tem
sido empregado na identificacdo de espécies do género, em razdo da sua combinacdo com
outros genes, que tem possibilitado diferenciar a maioria dos tdxons de forma confiavel
(WEIR et al., 2012; VIEIRA et al., 2020), sendo aplicado como medida inicial de diversidade
em varios estudos de identificacdo de espécies do género Colletotrichum, associados a um
hospedeiro especifico (LIMA et al., 2013; SHARMA; SHENQY, 2013; LIU et al., 2016;
SILVA et al., 2017; WACULICZ-ANDRADE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; VIEIRA
et al., 2020).
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Dessa maneira, para os quatro complexos identificados no estudo, os genes foram
empregados a partir da recomendacao de Vieira et al (2020) os quais relataram que 0s genes
CAL, TUB2 e GAPDH foram os marcadores mais informativos para resolver espécies dentro
de C. boninense. J& APN2/MAT-IGS, GAP2-1GS e APN2 foram os mais informativos
marcadores para separar espéecies dentro do complexo de espécies C. gloeosporioides. Em
relagdo ao complexo C. magnum, HIS3, TUB2 e GAPDH foram os marcadores mais
informativos para discriminar espécies dentro do complexo. Em C. gigasporum, GS, CAL e
GAPDH foram os marcadores mais efetivos para discriminar espécies dentro do complexo.

Os complexos C. gloeosporioides, C. boninense, C. magnum e C. gigasporum j& haviam
sido descritos em varias culturas de importancia econdmica ao redor do mundo (SILVA et al.
2017; COSTA et al., 2019; LIU et al., 2020; AHMAD et al., 2021; BOUFLEUR et al., 2021;
LAUREL et al., 2021; WANG et al., 2021). No entanto, estudos de identificacdo do género
Colletotrichum em Helicénias ainda s&o poucos. Visto que séo escassos 0s levantamentos de
géneros fangicos e identificacdes baseadas em técnicas morfoldgicas (SOLOGUREM e
JULIATTI, 2007; SARDINHA et al., 2012; LOPEZ-VASQUEZ et al., 2013; SILVA et al.,
2015a) e moleculares, sendo C. gloeosporioides a Unica espécie relatada (BARGUIL et al.,
2009; BARGUIL et al., 2011; GURGEL et al., 2014).

Os isolados 27-HEPA-PE10, 13-HEV2AL3 e 15-HEV1ALY7 se agruparam no complexo
C. gloeosporioides. No Brasil o complexo foi relatado causando antracnose em folhas de
Annona muricata L. e Annona squamosa L. (COSTA et al., 2019), e em frutos de Capsicum
spp. na regido nordeste (SILVA et al., 2017). Em varios outros paises foram relatadas
associagdo do complexo com diferentes culturas como frutos de manga na China (AHMAD et
al., 2021) e citros na Australia (WANG et al., 2021). Esse complexo é amplamente distribuido
em regides tropicais e subtropicais do mundo, afetando uma ampla diversidade de hospedeiros
(COSTA et al., 2019; CHUNG et al., 2020; JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS;
BARONCELLI, 2021). O complexo C. gloeospoiroides foi relatado em alguns estudos de
identificacdo molecular de espécies do género, associados a antracnose em plantas de
Heliconia (BARGUIL et al., 2009; BARGUIL et al., 2011; GURGEL et al., 2014). No
entanto, esses estudos so relataram C. gloeosporioides como sendo a Unica espécie associada.
Os resultados desse estudo empregando a anéalise da filogenia com o gene GAPDH e a regido
ITS proporcionou identificar trés especies distintas no complexo, porém, outros genes sdo
necessarios para complementar de forma robusta a identificacdo do complexo em nivel de

espécie.
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O complexo C. boninense foi representado por dois isolados, 4-HEGU13CE e 2-
HEGU14CE, provenientes de folhas de Heliconia. Este complexo foi relatado causando
antracnose em folhas de orquideas na China (YANG et al., 2012), além de ser associado nos
ultimos anos a varias frutiferas causando grandes perdas econémicas (DAMM et al., 2012b;
LIMA et al., 2013; COSTA et al., 2019; CHUNG et al., 2020; WANG et al., 2021). Na
cultura das anonaceas C. boninense foi relatado em frutos de gravioleira e pinheira, no Brasil
(COSTA et al., 2019), e ocasionando antracnose em citros na Australia (WANG et al., 2021)
e em folhas e caule de mirtilo na China (LIU et al., 2020).

O complexo C. magnum foi representado por trés isolados, 25-HEPA-PE4, 28-HEPA-
PE13 e 24-HEPA-PE2, provenientes de brécteas, folhas e peciolos em Heliconia. No Brasil,
este complexo foi relatado causando antracnose em frutos de gravioleira e pinheira (COSTA
et al., 2019), em frutos de Capsicum spp. (SILVA et al.,, 2017) e em frutos de chuchu
(BEZERRA et al., 2016). Ocorréncias da doenca por C. magnum também foram relatadas em
outras culturas em distintos lugares no mundo, em frutos de maracuja amarelo na China (QIU
et al., 2021) e frutos de mamao nas Filipinas (LAUREL et al., 2021).

O isolado HEIP-PE 18 obtido de flores de Helicbnia se agrupou ao complexo C.
gigasporum. No Brasil, este complexo foi relatado causando antracnose em cotilédones,
caules, peciolos e vagens de soja (BOUFLEUR et al., 2021) e frutos de gravioleira e pinheira
(COSTA et al., 2019). Ocorréncias da doenga por C. gigasporum também foram relatadas em
outras culturas em distintos lugares no mundo, em folhas de pau-rosa chinés na China (WAN
et al., 2018) e frutos e galhos de abacate no Sri Lanka (HUNUPOLAGAMA et al., 2015).

No entanto, ainda ndo hé relatos de espécies dos complexos C. boninense, C. magnum e
C. gigasporum causando antracnose em Heliconia no mundo. Nesse contexto, estudos de
identificacdo de espécies de Colletotrichum utilizando a filogenia multi-locus tem se mostrado
uma ferramenta molecular importante, gerando resultados confidveis para a identificacdo
dessas espécies (COSTA et al., 2019; CHUNG et al., 2020; JAYAWARDENA et al., 2021;
TALHINHAS; BARONCELLI, 2021). Sendo assim, os dados gerados neste trabalho,
permitiram aumentar as informacdes das diferentes espécies de Colletotrichum que estéo
associadas a doenca antracnose em Heliconia no Brasil.

Neste sentido, Barguil et al.(2009) realizaram estudos nos estados de Pernambuco,
Ceara e Paraiba, e Gurgel et al. (2014) em Pernambuco, relataram que, apenas C.

gloeosporioides causava antracnose em Heliconia. Todavia, 0s resultados preliminares
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encontrados nesta pesquisa contestam os achados desses outros estudos quanto a ocorréncia
de mais de uma espécie de Colletotrichum ocasionando antracnose em Heliconia.

Apesar do complexo C. gloeosporioides ser considerado o principal agente causal da
antracnose em diversas culturas, a associacdo de mais de uma espécie deste patdgeno
causando a antracnose em um mesmo hospedeiro tem sido relatado com mais frequéncia
(SILVA et al.,2017; COSTA et al., 2019; CHUNG et al., 2020; WANG et al., 2021).
Semelhante ao observado neste estudo, a ocorréncia de mais de uma espécie de
Colletotrichum causando antracnose também foi relatada em outras culturas, como por
exemplo, C. gloeosporioides stricto sensu, C. brevisporum, C. cliviae, C. fructicola, C.
gigasporum, C. karstii, C. siamense, C. theobromicola e C. tropicale em pinheira e
gravioleira no Brasil (COSTA et al.,, 2019), assim como em outras fruticolas, como C.
theobromicola, C. karstii e C. siamense associados a antracnose de citros na Australia
(WANG et al., 2021), C. brevisporum e C. truncatum em mamao nas Filipinas (LAUREL et
al., 2021), C. fructicola, C. siamense, C. kahawae, C. karstii, C. nymphaeae e C. sichuaninese
e em folhas e caule de mirtilo na China (LIU et al., 2020), C. siamense, C. fructicola, C.
boninense, C. karstii e C. miaoliense em morango em Taiwan (CHUNG et al., 2020), além de
leguminosas, como C. chlorophyti, C. musicola, C. plurivorum, C. sojae e C. truncatum em
soja (BOUFLEUR et al., 2021). Silva et al. (2017) relataram as espécies: C. brevisporum, C.
scovillei, C. siamense, C. tropicale e C. truncatum responsaveis por compor o complexo de
espécies associadas a antracnose de Capsicum spp. no nordeste do Brasil.

Nesse contexto, esses resultados sdo extremamente preocupantes do ponto de vista
agronémico, pois a ocorréncia de mais de uma espécie de Colletotrichum parasitando no
mesmo hospedeiro dificulta ainda mais o controle da antracnose, e, consequentemente,
aumenta a importancia dessa doenca para as distintas culturas exploradas comercialmente,
devido ao comportamento diferenciado entre espécies de Colletotrichum, que podem
apresentar variagdes na sensibilidade aos fungicidas utilizados (SILVEIRA et al., 2020).

Nesta pesquisa, foi utilizada a abordagem molecular com o gene GAPDH para
identificacdo preliminar dos isolados e avaliagdo da diversidade haplotipica das espécies, e 0s
genes CAL, TUB, e aregido ITS, porém outros genes serdo necessarios para uma identificacao
robusta em nivel de espécie. Entretanto, esses resultados indicam que a diferenciacdo da
maioria das espécies de Colletotrichum obtidas em Helicbnias, apresentam elevada
diversidade genetica. A andlise filogenética utilizada neste estudo evidenciou que, 0S
complexos C. gloeosporioides e C. brevisporum estdo associados a doenga antracnose em
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Helicbnias, possuindo os maiores nimero de isolados agrupados (3 isolados), sendo, portanto,
0S grupos com maiores numeros de espécies causadoras da doenca nesta cultura, seguido do
complexo C. boninense com 2 isolados e o C. gigasporum se agrupando a somente 1 isolado.
Dessa forma, a maioria dos complexos de Colletotrichum spp. ndo apresentam especificidade
a um anico hospedeiro, somando-se a isto o cultivo de diferentes culturas na mesma area ou
em areas geograficamente proximas, aumenta a dispersdo de propéagulos, o que explica
parcialmente a predominancia de espécies dentro do mesmo complexo como 0s principais
causadores da antracnose em culturas exploradas comercialmente e espécies nativas (WEIR et
al., 2012; COSTA et al, 2019; JAYAWARDENA et al, 2021; TALHINHAS;
BARONCELLLI, 2021). Esses resultados sdo convergentes com os de varios outros estudos
publicados nos ultimos anos, confirmando a ocorréncia de varios complexos de
Colletotrichum spp. responsaveis pela antracnose em diferentes culturas (SILVA et al., 2017;
COSTA et al., 2019; CHUNG et al., 2020; LIU et al., 2020; JAYAWARDENA et al., 2021,
WANG et al., 2021).

Os resultados encontrados no presente estudo sdo convergentes com Barguil et al.
(2009), Barguil et al. (2011) e Gurgel et al. (2014) que em estudos realizados na regido
nordeste do Brasil, observaram a doenca antracnose em vérias espécies de Helicbnia em
diversas cidades da Paraiba, Ceara e Pernambuco. Os autores afirmaram que identificaram
através de caracteristicas morfoldgicas e moleculares utilizando a regido ITS-DNA, somente a
espécie C. gloeosporioides. Sobrinho et al. (2015) estudando a ocorréncia de doencas, através
de sintomas e sinais em folhas e pseudocaule, verificou que a doenca de maior ocorréncia em
Helicdnia spp. na regido Litoral Sul da Bahia é a antracnose. Na llha de S&o Luis no
Maranh&o, Sardinha et al. (2012) observaram sintomas da doenca em folhas de distintas
espécies de Heliconia, ocasionando manchas foliares de coloragdo marrom ou negra, com
bordos bem definidos, influenciando a taxa fotossintética e reduzindo a producdo. Relataram
que caso 0 patdgeno atinja a parte comercial da cultura inviabiliza sua comercializagdo. Dessa
maneira, todos esses resultados reforcam a importancia dessa doenca para as Heliconias e
demonstram a ampla distribuicdo geografica das espécies de Colletotrichum, principalmente
na regido nordeste do Brasil.

Todas as espécies de Colletotrichum identificadas neste estudo induziram manchas de
coloragcdo marrom, com bordos bem definidos, sintomas tipicos de antracnose encontrados em
folhas de heliconias descritos por Sardinha et al. (2012). Testes de patogenicidade sdo

extremamente importantes para o0s estudos epidemioldgicos, que sdo responsaveis pela
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identificacdo, verificando se uma determinada espécie de Colletotrichum €é especifica em
determinado hospedeiro ou possui mais de um hospedeiro (CAI et al., 2009).

Os resultados encontrados neste trabalho para as caracteristicas culturais das coldnias de
cada complexo de Colletotrichum spp. estdo convergentes com os descritos em outros estudos
publicados. As col6nias dos isolados de Colletotrichum apresentaram ampla variagdo na
coloracdo, estes resultados sdo semelhantes aos estudos de vérios autores (DAMM et al.,
2014; BEZERRA et al., 2016; SILVA et al., 2017; COSTA et al., 2019; SILVA-CABRAL et
al., 2020). Neste sentido, diversos fatores podem influenciar na estabilidade e aspectos das
colonias, como por exemplo, a temperatura, armazenamento, luminosidade e meio da cultura
(VIEIRA et al., 2018; KHODADADI et al., 2020).
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4.5. CONCLUSOES

Os isolados foram agrupados nos complexos C. boninense, C gloeosporioides, C.
magnum e C. gigasporum.

Este é o primeiro relato das espécies C. alienum, C. brevisporum, C. gigasporum, C.
karstii, C. theobromicola e C. tropicale no género Heliconia.
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5. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS DE
Colletotrichum spp. IDENTIFICADAS EM Helicbnia spp.

RESUMO

Nos cultivos de Helicbnia, a antracnose € uma doenga causada por fungos do género
Colletotrichum, responsavel por prejuizos devido dificil controle, pois os sintomas deixam as
hastes florais improprias para a comercializagdo. O manejado é realizado mediante o sistema
convencional de producdo agricola, contudo, a cultura da heliconia ndo possui nenhum
fungicida registrado na plataforma Agrofit pelo MAPA. Nesse sentido, por nédo ter produtos
registrados, além das espécies de Colletotrichum possuirem comportamento diferenciado a
diferentes fungicidas, sdo necessarios pesquisas para auxiliar e direcionar a escolha dos
ingredientes ativos mais eficientes para o controle da antracnose. Diante disso, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de fungicidas distintos sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum spp. identificadas na familia Heliconiaceae. Testes in vitro com os fungicidas
Score (Difenoconazol) e Amistar Top (Difenoconazole + Azoxistrobina) foram realizados
para avaliar a inibicdo do crescimento micelial pelo método de incorporacgdo de fungicidas ao
meio de cultura BDA. Foram avaliadas 6 espécies de Colletotrichum identificadas mediante
analise filogenética multi-locus e caracteres mofoculturais no género Heliconia: C. alienum,
C. brevisporum, C. gigasporum, C. karstii, C. theobromicola e C. tropicale. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 6x2x5 (6 espécies de
Colletotrichum x 2 fungicidas x 5 concentracdes). As concentracdes utilizadas foram: 100,
500, 1000, 5000 e 10000 mg L. Para cada tratamento foram empregadas 5 repeticdes, sendo
a unidade experimental uma placa de Petri. As testemunhas consistiram da inoculacdo de
discos miceliais diretamente no meio BDA sem a adicdo de fungicidas. Todas as
concentragdes testadas dos fungicidas Amistar Top e Score reduziram o crescimento micelial
e a taxa de crescimento das seis espécies distintas de Colletotrichum identificadas mediante
emprego da abordagem polifésica, através de andlises filogenéticas multi-locus associadas a
caracteristicas morfoculturais e patogénicas. Os fungicidas Score e Amistar Top foram
capazes de controlar in vitro as espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em
Heliconia spp. Todas as espécies de Colletotrichum foram sensiveis aos ingredientes ativos,
obtendo os maiores valores de sensibilidade na concentracdo de 10000 mgL™ dos fungicidas
avaliados.

Palavras-chave: Controle quimico, Heliconiaceae, Agroquimicos.
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ABSTRACT

In Heliconia crops, anthracnose is a disease caused by fungi of the genus Colletotrichum,
responsible for losses due to difficult control, as the symptoms leave the flower stems unfit
for commercialization. The management is carried out through the conventional agricultural
production system, however, the heliconia crop does not have any fungicide registered on the
Agrofit platform by MAPA. In this sense, because there are no registered products, in
addition to the Colletotrichum species having different behavior to different fungicides,
research is needed to help and direct the choice of the most efficient active ingredients for the
control of anthracnose. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of
different fungicides on the mycelial growth of Colletotrichum spp. identified in the
Heliconiaceae family. In vitro tests with the fungicides Score (Difenoconazole) and Amistar
Top (Difenoconazole + Azoxystrobin) were carried out to evaluate the inhibition of mycelial
growth by the method of incorporating fungicides into the PDA culture medium. Six species
of Colletotrichum identified by multi-locus phylogenetic analysis and mold-cultural
characters in the genus Heliconia were evaluated: C. alienum, C. brevisporum, C.
gigasporum, C. karstii, C. theobromicola and C. tropicale. The experimental design was
completely randomized (DIC), in a 6x2x5 factorial scheme (6 species of Colletotrichum x 2
fungicides x 5 concentrations). The concentrations used were: 100, 500, 1000, 5000 and
10000 mg L™ For each treatment, 5 replicates were used, with a Petri dish as the
experimental unit. The controls consisted of the inoculation of mycelial discs directly in the
PDA medium without the addition of fungicides. All tested concentrations of Amistar Top
and Score fungicides reduced mycelial growth and the growth rate of the six distinct
Colletotrichum species identified using the polyphasic approach, through multi-locus
phylogenetic analyzes associated with morphocultural and pathogenic characteristics. Score
and Amistar Top fungicides were able to control in vitro the Colletotrichum species
associated with anthracnose in Heliconia spp. All Colletotrichum species were sensitive to the
active ingredients, obtaining the highest sensitivity values at the concentration of 10000 mgL"
! of the evaluated fungicides.

Keywords: Chemical control, Heliconiaceae, Agrochemicals.
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5.1. INTRODUCAO

As helicdnias sdo conhecidas popularmente como pacovd, banana-do-mato, bico-de-
guard, caeté, passaro-de-fogo, paquevira, falsa-ave-do-paraiso, bananeira-de-jardim e bico-de-
papagaio (ATEHORTUA, 1998; MOSCA; CAVALCANTE, 2005; SILVA et al., 2015b).
Possuem um anico género Heliconia, inserido na familia Heliconiaceae, apresentam porte
herbaceo, ciclo perene e sdo caracterizadas por suas bracteas coloridas e brilhantes que
conferem valor comercial (KRESS, 1990; USDA, 2022). S&o utilizadas como flores de corte e
no paisagismo, tanto em vasos como em arranjos florais. (PINHEIRO et al., 2012). A cultura
estd entre as plantas ornamentais mais cultivadas na Regido Nordeste do Brasil, em
decorréncia das condi¢cBes ambientais propiciarem o cultivo com qualidade, Alagoas, Cearé e
Pernambuco sdo os principais estados produtores e exportadores dessa regido (AKI,
PEDROSA, 2002; JUNQUEIRA; PEETZ, 2007; JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

Na producdo de flores de corte, as doencas configuram um importante entrave
enfrentado por produtores, causando perdas significativas. Os agentes bioticos dessas doencas
incluem virus, bactérias, fungos e oomicetos (BEBBER; GURR, 2015). Todavia, os fungos
sdo considerados um dos principais agentes associados as doencas, em virtude da ampla
distribuicdo, elevado nimero de espécies fitopatogénicas e grande variedade de hospedeiros
suscetiveis (DEAN et al., 2012). Entre as quais, a antracnose, que configura como importante
entrave enfrentado por produtores de heliconias (SARDINHA et al., 2012; SOBRINHO et al.,
2015).

O género Colletotrichum é considerado como importante patégeno de plantas, as
espécies sdo responsaveis por causar uma variedade de doencas, incluindo a antracnose em
diversas culturas econdomicas (JAYAWARDENA et al, 2021; TALHINHAS;
BARONCELLLI, 2021; LIU et al., 2022). A ocorréncia da doenca em espécies de heliconias
foi relatada em varios estados no Brasil, causando prejuizos diretos, pela reducéo do valor das
flores para o comércio, em consequéncia de os sintomas deixarem as hastes florais improprias
para a comercializacdo, e indiretos, através do alto custo no manejo da cultura
(SOLOGUREN; JULIATTI 2007; SARDINHA et al., 2012; SOBRINHO et al., 2015).

Nos cultivos agricolas, essas doengas que prejudicam a producdo sdo manejadas
através do sistema convencional de producédo agricola (MARIANI et al., 2015; AMORIM et
al., 2018), realizado mediante emprego de agrotoxicos de alta periculosidade, esses produtos

quando utilizados incorretamente, ocasionam desequilibrios biologicos e ecoldgicos



79

(TAKESHITA et al., 2014), além de complicacdes a saude humana (SHEAHAN et al., 2017).
No entanto, o controle quimico realizado de forma adequada e consciente € um dos mais
importantes métodos de manejo de doencas, considerado eficiente e economicamente viavel,
garantindo alta produtividade e qualidade da producdo (AMORIM et al., 2018). Contudo, a
cultura da helicdnia ndo possui nenhum fungicida registrado pelo Ministério da Agricultura
(AGROFIT, 2023). Além do mais, ha uma escassez na literatura cientifica em relacdo ao
controle da antracnose em helicnias, apenas recomendacdes em alguns estudos (MOSCA et
al., 2005; SOSOF et al., 2006; LAMAS, 2007).

Nesse sentido, por ndo ter produtos registrados, além das espécies de Colletotrichum
possuirem comportamento diferenciado em relacdo aos diferentes fungicidas, sdo necessarios
pesquisas para auxiliar e direcionar a escolha dos ingredientes ativos mais eficientes para o
controle da antrachose (AGROFIT, 2023; LIMA et al., 2015). Desta forma, estudos
comparativos em funcdo do efeito dos diferentes fungicidas sobre as distintas espécies que
ocorrem em helicbnias necessitam ser desenvolvidos com o propdsito de evitar a resisténcia
dos patdgenos pela utilizacdo indiscriminada desses produtos quimicos. Diante disso,
objetivou-se avaliar o efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial de Colletotrichum

spp. identificadas em plantas de Heliconia spp.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Obtencéo dos isolados de Colletotrichum spp.

Os isolados utilizados no experimento, provenientes dos resultados do estudo de
identificacdo de espécies do género Colletotrichum através da caracterizagdo molecular e
morfocultural obtidas a partir de plantas de diferentes espécies da familia Heliconiaceae,
foram obtidos de sintomas de antracnose em folhas, bracteas, peciolos e flores de Helicbnias
em plantios comerciais no estado de Alagoas, Ceara e Pernambuco e identificados por
Inferéncia Bayesiana baseados nas analises multi-locus dos genes B-tubulina (TUB2),
calmodulina (CAL), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e regido do espaco
interno transcrito (ITS), como C. theobromicola, C. brevisporum, C. tropicale, C. karstii, C.

gigasporum e C. alienum.

5.2.2. Condugdo do experimento In Vitro

Neste estudo, os fungicidas utilizados estdo descritos na tabela 1. Para o preparo dos
meios de cultura com fungicidas, foi realizada a técnica descrita por Edgington et al. (1971),
modificada por Menten et al. (1976). Os fungicidas foram dissolvidos diretamente em agua
destilada esterilizada e, em seguida, foi completado seu volume até 100 mL, para obtencao de
uma solucéo estoque de 100.000 mg L™ do ingrediente ativo. A partir da solucéo estoque, foi
feita uma diluicdo em série, de tal maneira que cada mL dessa solucdo, quando adicionada a
99 mL de meio BDA fundente, produziu a concentracdo desejada. O meio de cultura com o
fungicida foi agitado para homogeneizagdo dos mesmos, e posteriormente, foram vertidos em
placas de Petri. Discos de 5mm de didmetro contendo as estruturas fungicas,com 7 dias de
crescimento das seis espécies de Colletotrichum, foram colocados no centro de placas de
Petri, contendo meio BDA sintético, suplementado com os fungicidas. As placas foram
mantidas em cdmara BOD (Biochemical Oxygen Demand), a temperatura de 25°C + 1 com
fotoperiodo de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 6x2x5 (6 espécies de Colletotrichum x 2 fungicidas x 5 concentracdes). As
concentracdes utilizadas foram: 100, 500, 1000, 5000 e 10000 mg L™. Para cada tratamento
foram empregadas com cinco repeti¢cdes, sendo a unidade experimental uma placa de Petri. As
testemunhas consistiram da inoculacdo de discos miceliais diretamente no meio BDA sem a

adicéo de fungicidas.
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5.2.3. Avaliacéo do experimento In Vitro

O crescimento das coldnias foi mensurado diariamente até que a col6nia tomasse toda
a superficie do meio de cultura de pelo menos uma das placas ou no periodo maximo de 7
dias. As avaliacOes tiveram inicio 24 horas apds o preparo das placas. O crescimento foi
estimado através da média de duas medidas perpendiculares do diametro da col6nia, com o
auxilio de régua graduada, obtendo-se o valor diério para cada repeti¢do de cada tratamento.
Com o resultado das medidas, foram calculados a porcentagem de inibicdo micelial (PIC;
BASTOS, 1997) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA,
1991), de acordo com as férmulas (1) e (2):

(Crescimento da testemun ha— Crescimento do tratamento )x 100
PIC = (1)

Crescimento da testemun ha

Diametro médio atual —Didmetro médio anterior
IVCM = ) (2)

Numero de dias ap 6s a inocula ¢ao

5.2.4. Analise estatistica

As concentragdes dos fungicidas Score e Amistar Top na inibicdo e a resposta em
crescimento das espécies de Colletotrichum foram ajustadas ao modelo de regressdo
polinomial. A hipotese de que os parametros do modelo gerado diferem significativamente de
zero foi testada aplicando-se o teste Anova. Para testar a diferenga entre os tratamentos com
os fungicidas nas diferentes concentracdes e o tratamento com as espécies distintas de
Colletotrichum, foram aplicadas comparagdes multiplas pelo teste Tukey. Testes paramétricos
foram utilizados para verificar se houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Diferencas com valores de probabilidade abaixo de 5% foram consideradas significativas. As
regressdes foram realizadas no programa R Studio 12.0 (R Studio, 2022).

Tabela 4. Fungicidas utilizados nos testes do controle in vitro de Colletotrichum spp.

Nome | AL CLAZ2 G. FRAC - Modo de Grupo Tipo
comercial ' e acdo quimico
C3- Inibidores de
Azoxistrobina + extracelulares de
. . 200 g/L + Quinona - Qols — Estrobilurina  Sistémico
Amistar Top . difenoconazol 125 g/L G1- inibidores de + Triazol
desmetilagdo — DMIs)
G1- Inibidor da
Score 250 CE Difenoconazole 250g/L biosintese de Triazol Sistémico
ergosterol

YIngrediente ativo; “Concentracdodo ingrediente ativo; Grupo (FRAC -Comité de Acdo a Resisténcia de
Fungicidas)
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Porcentagem de inibigdo micelial

Todas as concentragdes testadas dos fungicidas Amistar Top e Score reduziram o
crescimento micelial e a taxa de crescimento das seis espécies distintas de Colletotrichum
identificadas mediante emprego da abordagem polifasica, atraves de analises filogenéticas
multi-locus associadas a caracteristicas morfoculturais e patogénicas. Utilizando a equagédo
gerada pela regressdo com o modelo polinomial, compararam-se as diferentes concentragdes
dos dois fungicidas, a porcentagem de inibicdo cresceu conforme o0 aumento na concentracao.
A maior concentracdo (10000 mg L™) obteve os melhores resultados na inibicdo do
crescimento micelial de Colletotrichum spp. Essa concentracdo foi capaz de inibir totalmente
(100%) o crescimento da espécie 13-C. theobromicola, e acima de 70,81% para 0s outros
isolados empregando o fungicida Score (Figura 1). J& a maior porcentagem de inibi¢éo
(95,94%) para o fungicida Amistar Top foi obtida na espécie 2-C. karstii, e acima de 69,43%

para as demais espécies. (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de inibicdo dos fungicidas
Colletotrichum spp.
***p < 0,05, teste Anova.
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5.3.2. Determinacdo da melhor concentracéo inibitoria efetiva dos fungicidas

A maior inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum spp. foi obtida com a
concentracdo de 10000 mg L™ dos fungicidas Score e Amistar Top. Para o fungicida Score a
maior concentracdo avaliada inibiu 100,00; 93,99; 87,36; 87,19; 85,94 e 70,81% das espécies
13-C. theobromicola; 28-C. brevisporum; 15-C. tropicale; 2-C. karstii; 22-C. gigasporum e
27-C. alienum, respectivamente. Ja para o fungicida Amistar Top, a maior concentragdo do
estudo apresentou menores resultados de inibigéo, 95,94; 89,43; 80,20; 78,99; 70,63 e 69,43%
das espécies 2-C. karstii; 13-C. theobromicola; 28-C. brevisporum; 22-C. gigasporum; 27-C.
alienum e 15-C. tropicale, respectivamente. As demais concentracgdes (1, 10, 100 e 500 mg L
1) apresentaram menor eficiéncia na atividade antifingica. Abaixo, tem-se a melhor
concentracdo inibitoria efetiva observada (CIEobs= 10000 mg L™ ; Tabela 1) para os dois

fungicidas e Colletotrichum spp.

Tabela 5. Determinacdo da melhor concentracdo inibitoria efetiva dos fungicidas Score e
Amistar Top no controle de Colletotrichum spp. e médias da inibicdo de crescimento micelial

(% £ DP) nas distintas concentracdes dos fungicidas e das testemunhas.

FUNGICIDA SCORE

Concentracoes

Meédias + Desvio Padrao

13-C. 22-C. 28-C.
mg L 2-C. karstii theobromicola 15-C. tropicale  gigasporum  27-C. alienum  brevisporum
0 0,00+000a 000+000a 000+000a 000+000a 000+000a 0,00 0,00a
100 43,39+ 10,51b 29,55+ 12,06b 20,80+ 12,92b 31,34%7,12b 20,59 + 11,40b 28,92 + 10,67b
500 64,76 +324c 4873+11,20c 41,93+78lc 4723+21lc 36,49+734c 60,37 4,60c
1000 67,71+345c 5862+599c 48,31+693c 56,44+3,16d 4564+4,05c 68,61+ 4,02c
5000 8174+120d 77,78+572d 7538+4,65d 7449+242% 63,64+352d 8531 353d
+
10000 87,19 + 1,96d" 108’,8(())51 87,36 +8,81d" 85,94+ 2,68f" 70,81 +4,00d" 93,99 + 2,20d"
FUNGICIDA AMISTAR TOP
. Meédias + Desvio Padrao
Concentracoes 13-C. 15-C. 22-C. 28-C.
mg L 2- C. karstii theobromicola tropicale gigasporum  27- C. alienum  brevisporum
0 0,00+ 0a 000+000a 000+000a ©000%000a 000+000a 0,00:0,00a
100 37,33+ 3,76b 39,77 +8,19b 1427 +19,72a 3403%1144b 1844+21,65a 37,73 £ 14,86b
500 48,86 + 3,62¢ 57,55+3,62c 28,83+ 1412a °O244+952c 4094+768a 4947+910b
1000 62,37 + 5,23d 63,65+ 5.88c 3560+10,8la 0L:37%7.39c 50,52+159la 54,13%7,01b
5000 94,81 + 0,88¢ 79,82 +1,33d 53,93+1500a (°>31%64lc 60,34+509a 70,99 +556¢
10000 9504+002e!  8943+7.70d" 6943+084a’ [8:99+443c" 7063+320a" 80,20+ 249"

1 Melhor Concentracdo inibitdria efetiva de crescimento micelial.
* Letras iguais, na coluna, ndo apresentam diferenca significativa de acordo como teste Tukey.
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5.3.3. Indice de velocidade do crescimento micelial

A reducédo do IVCM foi observada com o aumento das concentragGes dos fungicidas
Score e Amistar top, até ocorrer 0 menor crescimento das seis espécies de Colletotrichum spp.
Verificou-se diferenca entre controle negativo e as concentracbes 100, 500, 1000; 5000 e
10000 mg L™ dos produtos em relacdo as distintas espécies de Colletotrichum.

Para o fungicida Score o controle negativo (0,0%) apresentou a maior velocidade do
crescimento micelial 1,07; 0,90; 0,90; 0,89; 0,86 e 0,79 cm dia™, seguido das concentragdes
100, 500, 1000 e 5000 mg L™ para 28-C. brevisporum; 15-C. tropicale; 13-C. theobromicola;
22-C. gigasporum; 2-C. karstii e 27-C. alienum, respectivamente. A menor velocidade de
crescimento 0,00 cm dia™ foi obtida na espécie 13-C. theobromicola, seguido de 0,06; 0,11;
0,11; 0,12 e 0,23 cm dia™ das espécies 28-C. brevisporum; 2-C. karstii; 15-C. tropicale; 22-
C. gigasporum e 27-C. alienum, respectivamente (Figura 9).

Em relacdo ao fungicida Amistar Top, o controle negativo (0,0%) também apresentou
a maior velocidade do crescimento micelial 1,13; 1,00; 0,97; 0,93; 0,90 e 0,74 cm dia™,
seguido das concentracdes 100, 500, 1000 e 5000 mg L™ para 13-C. theobromicola; 28-C.
brevisporum; 22-C. gigasporum; 27-C. alienum; 15-C. tropicale e 2-C. Karstii,
respectivamente. A menor velocidade de crescimento 0,04 cm dia™ foi obtida na espécie 2-C.
karstii, seguido de 0,23; 0,23; 0,28; 0,37 e 0,40 cm dia™ das espécies 22-C. gigasporum; 13-
C. theobromicola; 28-C. brevisporum; 27-C. alienum e 15-C. tropicale, respectivamente
(Figura 10).
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Figura 9 - indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum spp. nas
diferentes concentracdes do fungicida Score e tratamentos de controle.
* Letras iguais ndo diferem pelo teste Tukey (P < 0,05).



87

2- C. karstii 13- C. theobromicola
0,80 a 1,20 a
= 0,70 —~ 1,00
=060 o
S 050 b S 0,80 b
£ 8;18 C ; § o060 c 3
, 0,40
Z 02 S ° e
> 0,10 e e > 020
0,00 0,00
0 100 500 1000 5000 10000 0 100 500 1000 5000 10000
Concentraces do fungicida Amistar Top (mg L) Concentrag6es do fungicida Amistar Top (mg L)
15- C. tropicale 22- C. gigasporum
1,00 a 1,20 g1gasp
0,90 a
~ 0,80 a ~ 1,00
£0m . T
€ 0,50 a £ 0,60
< 0,40 . < c ;
= 030 s 0,40 ] )
o @)
> 010 3 020
0,00 0,00
0 100 500 1000 5000 10000 0 100 500 1000 5000 10000
Concentracdes do fungicida Amistar Top (mg L) Concentracdes do fungicida Amistar Top (mg L)
27- C. alienum 28- C. brevisporum
1,00 a . 1,20 .
:—.'E 0,80 b %5 1,00
£ 0,60 c § 080 b
C ¢ c = 060 b b
% 0,40 c g 0,40 c
> 0,20 = 020 ‘
0,00 0,00
0 100 500 1000 5000 10000 0 100 500 1000 5000 10000
Concentragdes do fungicida Amistar Top (mgL?) Concentragdes do fungicida Amistar Top (mg L?)

Figura 10 - indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum spp. nas
diferentes concentracdes do fungicida Amistar Top e tratamentos de controle.
* Letras iguais nao diferem pelo teste Tukey (P < 0,05).
5.3.4. Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentragdes dos fungicidas

Para entender a sensibilidade das seis espécies de Colletotrichum comparou-se o
efeito inibitorio de dois fungicidas comerciais registrados para plantas ornamentais, devido
n&o ter nenhum produto registrado especificamente para a cultura da Heliconia. Constatou-se

gue na maior concentracdo 10000 mg L™ dos produtos Score e Amistar Top ocorreram
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diferengas entre as porcentagens de inibicdo. Para o fungicida Score a espécie 27-C. alienum
foi a mais resistente obtendo a menor inibicdo 70,81% e 13-C. theobromicola apresentou a
maior sensibilidade, ndo obtendo crescimento nenhum (Figura 12). Em relacdo ao Amistar
top, 15-C. tropicale foi considerada a especie mais resistente apresentando menor inibigédo
com 69,43% enquanto 2-C. karstii apresentou a maior sensibilidade obtendo 95,94% de

inibicdo no crescimento micelial (Figura 13).
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Figura 11 — Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentracfes do fungicida
Score e tratamentos de controle em placas de Petri, lado esquerdo frente e lado direito verso.
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Figura 12— Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentracGes do fungicida
Amistar Top e tratamentos de controle em placas de Petri, lado esquerdo frente e lado direito

VErso.
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5.4. DISCUSSAO

Os experimentos empregando fungicidas e concentragdes distintas foram realizados
para avaliar a sensibilidade de cada isolado de Colletotrichum. Vale ressaltar que até o
momento ndo existem produtos registrados para o controle da Antracnose especificamente na
cultura da Helicénia na plataforma Agrofit, ndo aparece sequer o0 nome da cultura (AGROFIT,
2023).

Na literatura cientifica ha uma escassez em relacdo ao controle da antracnose na
cultura, apenas recomendacfes em alguns estudos. Lamas (2007) recomenda o emprego da
calda bordalesa, calda sulfocélcica e pulverizacbes com fungicidas sistémicos e de contato,
relatando que os melhores resultados sdo obtidos com produtos a base de Mancozeb na
dosagem de 2 g/litro de solucdo com intervalo de 21 dias. Sosof et al. (2006) relataram que a
aplicacdo de fungicidas como Ronilan, Rovral e composto clprico como o Python-20 foram
aprovados para o uso de flores e sdo eficazes para o controle de doengas. No processo pos-
colheita, Mosca et al. (2005) recomendaram que o tratamento com fungicida seja realizado
com imersdo da haste completa, por um minuto, em solucdo de captan (1g/L) e azodrin
(ImL/L), exceto em helicdnias que ndo podem ter as inflorescéncias imersas.

Nesses estudos que recomendam o controle quimico da doenca causado por fungos do
género Colletotrichum, somente as espécies C. gloeosporioides (LAMAS, 2007) e C. musae
(SOSOF et al., 2006) foram relatadas ocorrendo na cultura da heliconia. No entanto, as
espécies de Colletotrichum possuem comportamento diferenciado em relacdo aos diferentes
fungicidas, podendo este conhecimento ser aplicado para auxiliar e direcionar a escolha dos
ingredientes ativos mais eficientes para o controle da antracnose (LIMA et al., 2015).

Sendo assim, por ndo possuir nenhum produto especifico para as Heliconias, foram
testados fungicidas registrados para controle da doenga antracnose abrangendo de forma geral
as plantas ornamentais na consulta, que possuem oito produtos registrados, de grupos
quimicos distintos, como: Estrobilurina; Isoftalonitrila e Triazol, além de misturas
empregando Carboxamida + Estrobilurina e Estrobilurina + Triazol (AGROFIT, 2023). No
presente estudo foi utilizado um fungicida do grupo quimico Triazol, e outro produto a base
de Estrobilurina + Triazol.

O defensivo utilizado do grupo quimico Triazol, foi o produto comercial Score,
constituido do ingrediente ativo Difenoconazol, obtendo a concentracdo de 250 g/L do LA,
com tipo de formulagdo Concentrado Emulsiondvel (EC) (AGROFIT, 2023). Inserido na

classe de fungicidas sistémicos, sendo extremamente toxico, com agdo preventiva e curativa
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agindo também como antiesporulante dos fungos, evitando ainda a penetracdo dos haustorios
(SCORE-ADAPAR, 2023; SCORE- SYNGENTA, 2023). Seu modo de agéo atua interferindo
a biossintese de esterdis na membrana celular (SCORE- SYNGENTA, 2023).

Ja o produto comercial Amistar Top é um fungicida sistémico a base dos ingredientes
ativos Azoxistrobina e Difenoconazol com as concentragcbes 200g/Le 125g/L,
respectivamente, pertencem aos grupos quimicos Estrobilurina + Triazol, com tipo de
formulacdo mediante Suspensdo Concentrada (SC) (AGROFIT, 2023). O produto €
considerado eficaz no controle de diversas doencas das culturas de hortifrati, como
antracnose, oidio, ferrugem, mildio e manchas foliares. Possui atividade predominantemente
preventiva, mas também acdo curativa e antiesporulante. A Azoxistrobina presente em
Amistar Top é responsavel por inibir a respiracdo dos fungos, distribuindo-se por movimento
translaminar nos tecidos das plantas. J& o Difenoconazol inibe o crescimento dos fungos,
protegendo as folhas em ambos os lados (AMISTAR TOP — SYNGENTA, 2023).

Em relacdo aos ingredientes ativos dos fungicidas estudados, varios autores utilizaram
a Azoxistrobina e Difenoconazol de forma eficiente no controle da doenca Antracnose
ocasionada por espécies distintas de Colletotrichum em diferentes culturas como:
C.truncatum em Soja- Glycinemax L. (OLIVEIRA et al.,, 2021), C. chrysophilum, C.
fragariae, C. fructicola, C. gloeosporioides, C. queenslandicum, C. siamense e C. tropicale
em cajueiro — Anacardium occidentale L. (VELOSO et al., 2021; VELOSO et al., 2022), C.
asianum , C. dianesei , C. fructicola , C. karstii e C. tropicale em mangueira - Mangifera
indica L. (LIMA et al., 2015) e C. gloeosporioides e C. acutatum em goiabeira — Psidium
guajava L. (FISCHER et al., 2012).
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5.4. CONCLUSOES

Os fungicidas Score e Amistar Top foram capazes de controlar in vitro as espéecies de
Colletotrichum associadas a antracnose em Heliconia spp.

Todas as espécies de Colletotrichum foram sensiveis aos ingredientes ativos, obtendo
os maiores valores de sensibilidade na concentracdo de 10000 mgL™ dos fungicidas avaliados
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