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RESUMO GERAL

As anonaceas sao um grupo de plantas de grande importancia econémica em varias regides do
mundo, incluindo o Brasil. Entre as principais espécies cultivadas estdo a pinheira, a gravioleira
e a atemoleira. No entanto, a producdo dessas culturas enfrenta significativos desafios
fitossanitarios, sendo a antracnose, causada pelo fungo do género Colletotrichum, um dos
principais problemas, resultando em perdas significativas da producdo. Dessa forma, 0s
objetivos deste trabalho foram identificar por meio da caracterizagdo molecular, morfocultural
e testes de patogenicidade espécies do género Colletotrichum que causam antracnose em
anonaceas, bem como avaliar in vitro e em mudas de pinheira, gravioleira e atemoleira 0s
efeitos dos fungicidas Difenoconazole, Flutriafol, Piraclostrobina, Azoxistrobina +
Difenoconazol e do Trichoderma harzianum sobre o crescimento micelial de isolados de
Colletotrichum theobromicola. Para a obtenc¢do dos isolados fungicos de Colletotrichum foram
realizadas coletas de folhas de atemoleira, gravioleira e pinheira com sintomas de antracnose
em plantios comerciais nos estados de Alagoas, Bahia, Ceard e Pernambuco. Quarenta e oito
isolados foram caracterizados, inicialmente, com base nas sequéncias parciais dos genes
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Para confirmar as espécies identificadas na
analise com o gene GAPDH, onze isolados foram selecionados e submetidos a anélises
filogenéticas concatenadas com os genes (GAPDH, TUB2 e ApMat e regido ITS do rDNA). A
analise da sequéncia multi-locus, juntamente com as caracteristicas morfoculturais e testes de
patogenicidade revelaram isolados pertencentes ao complexo Colletotrichum gloeosporoides,
proximos as espécies C. theobromicola, C. fruticola e C. tropicale. Os isolados foram
patogénicos a seus respectivos hospedeiros, assim como no teste de patogenicidade cruzada. O
fungicida Azoxistrobina + Difenoconazol apresentou as maiores taxas de inibicdo do
crescimento micelial in vitro e efeito satisfatdrio no tratamento preventivo dos isolados de C.
theobromicola. Além disso, T. harzianum apresentou uma reducdo do crescimento micelial in
vitro, nos testes de pareamento e de metabdlitos volateis dos isolados de C. theobromicola.

Palavras-chave: Annona; Patogenicidade; Controle quimico; Controle biolégico.



GENERAL SUMMARY

Annonaceae are a group of plants of great economic importance in various regions of the world,
including Brazil. Among the main cultivated species are the sugar apple, soursop and atemoya.
However, the production of these crops faces significant phytosanitary challenges, with
anthracnose, caused by the fungus of the genus Colletotrichum, being one of the main problems,
resulting in significant production losses. Therefore, the objectives of this work were to identify
species of the genus Colletotrichum that cause anthracnose in anonaceae through of molecular
and morphological characterization and pathogenicity tests, as well as to evaluate the effects of
the fungicides Difenoconazole, Flutriafol, Pyraclostrobin, Azoxystrobin + Difenoconazole and
Trichoderma harzianum on the mycelial growth of isolates of Colletotrichum theobromicola in
vitro and on seedlings of atemoya, soursop and sugar apple. Fungal isolates of Colletotrichum
were obtained from leaves of atemoleira, soursop, and sugar apple exhibiting anthracnose
symptoms, collected from commercial plantations in the states of Alagoas, Bahia, Ceara, and
Pernambuco. Forty-eight isolates were initially characterized using partial sequences of the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) genes. To corroborate the species
identified in the GAPDH gene analysis, eleven isolates were selected and subjected to
concatenated phylogenetic analyses with the genes GAPDH, TUB2, and APMAT, as well as
the ITS region of the rDNA. The multi-locus sequence analysis, in conjunction with the
morphological characteristics and pathogenicity tests, revealed the presence of isolates
belonging to the Colletotrichum gloeosporioides complex, closely related to C. theobromicola,
C. fruticola, and C. tropicale species. All of the isolates were found to be pathogenic to their
respective hosts, as was observed in the cross-pathogenicity test. The fungicide azoxystrobin +
difenoconazole demonstrated the highest rates of mycelial growth inhibition in vitro and an
efficacious preventive treatment effect on C. theobromicola isolates. Additionally, T.
harzianum demonstrated a reduction in mycelial growth in vitro, as well as in mating tests and
volatile metabolite assays, for the C. theobromicola.

Keywords: Annona; Pathogenicity; Chemical control; Biological control.
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1. INTRODUCAO GERAL

A familia Annonaceae engloba cerca de 135 géneros e, aproximadamente, 2500
espécies de arbustos, arvoretas e arvores (CHATROU et al., 2012; FERREIRA et al.,
2019), sendo considerada a maior familia da ordem Magnoliales (LOPES; MELLO-
SILVA, 2014). Apresentando importancia econémica para diversos paises, como
Australia, Chile, Espanha, Estados Unidos, Nova Zelandia, Israel, México, Venezuela,
Costa Rica, Tailandia, Filipinas, Cuba, india e Brasil (SAO JOSE et al., 2014;
SOBRINHO, 2014). No Brasil, estas plantas sdo encontradas na Caatinga, Cerrado,
Mata Amazonica, Mata Atlantica e Pantanal, sendo os géneros Annona, Guatteria,
Xylopia e Duguetia os mais representativos da flora brasileira (MANICA et al., 2003;
MOSCA, 2006).

As espécies frutiferas da familia Annonaceae de importancia econdémica a nivel
mundial, destacam-se por apresentarem potencial para consumo in natura e na forma
processada, bem como na producdo de biocompostos de importancia medicinal,
alelopética ou praguicida (LEMOS, 2014; SAO JOSE et al., 2014), além de serem
utilizadas na ornamentacdo (SILVA-JUNIOR, 2012), na extracio de metabolitos
secundarios (SILVA et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2011).

Dentre os géneros de anonaceas encontrados no Brasil, Annona merece,
destaque por possuir culturas de importancia econémica como gravioleira (Annona
muricata L.), pinheira (Annona squamosa L.), cherimoélia (Annona cherimolia, Mill.)
e a atemoleira, hibrido de A. cherimélia e A. squamosa (LEMOS, 2014; SAO JOSE et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017).

As espécies de pinheira, gravioleira e atemoleira surgem como alternativa de
renda comercial, principalmente para regides de climas tropicais e subtropicais
(PEREIRA et al., 2011). Sua produgdo se constitui como um importante fator de
impacto econémico, crescente demanda e interesse pela polpa, por parte do
consumidor e das industrias que utilizam o fruto como matéria-prima para producdo
de sucos, doces, produtos medicinais, cosméticos e outros (ARAUJO; LEONEL;
NETO, 2008; DE MORAES et al., 2018).

A pinheira é a espécie economicamente mais importante do género Annona, a
segunda cultura com maior producéo e cultivo no Brasil é a gravioleira e atualmente a
atemoia esta sendo uma fruta exética conquistando o mercado nacional e internacional
(IBGE, 2017; OLIVEIRA, 2020). No Nordeste brasileiro, a pinheira e gravioleira
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representam 97 e 90%, respectivamente, de toda a area cultivada no pais (IBGE, 2017).

O surgimento de pragas e doencas é um dos fatores que tem prejudicado a producédo
dessas culturas, sendo um dos grandes problemas fitossanitarios associados a
antracnose, doenca que causa perdas significativas em plantios comerciais
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014). O agente causador desta doenca é o fungo do
género Colletotrichum, que ocorre em mudas e plantas adultas atacando caules, galhos,
folhas, flores e frutos, causando baixos rendimentos (HERNANDEZ et al., 2014;
COSTA etal., 2019).

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum em um mesmo
hospedeiro pode resultar em dificuldades de controle visto as diferencas de
comportamento dos mesmos. Devido a complexa situacdo, a combinacdo espécie,
hospedeiro envolvido e expressdo dos sintomas mostram-se insuficiente a definicao
taxonémica do agente causal, e, por conseguinte, a etiologia geral da doenca. Portanto,
é necessaria uma abordagem polifasica baseado em caracteres morfoldgicos, analise
filogenética multigénica e testes de patogenicidade para uma identificacdo precisa das
espécies de fungo que causam a doenca antrachose em anonaceas (CAl et al., 2009;
CANNON etal., 2012; COSTA et al., 2019; VIEIRA et al., 2020).

Diante das perdas de producdo no cultivo das anonaceas devido a antracnose, é
comum a realizacdo de intervencdes quimicas pelos produtores (WORDELL FILHO,
2004; AMORIM, 2016), com o objetivo de diminuir a incidéncia da doenca e assim,
garantir alta produtividade e qualidade da producdo (SILVA-JUNIOR; BEHLAU,
2018). Contudo, um controle complementar, também faz necessario, como o uso de
fungicidas bioldgicos a base de espécies de Trichoderma, que tém sido conhecidas ha
alguns anos como potencial agente de controle biolégico (MONTE; BETTIOL,;
HERMOSA, 2019).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como o objetivo identificar por meio
de caracteristicas moleculares, morfocultural e testes de patogenicidade espécies de
Colletotrichum associadas a atemoleira, gravioleira e pinheira, assim como estudar o
efeito in vitro de Trichoderma harzianum e dos fungicidas Difenoconaloze,
Piraclostrobina, Flutriafol e Azoxistrobina + Difenoconazol, sobre Colletotrichum
theobromicola, bem como avaliar a eficacia do fungicida selecionado como mais
promissor nos testes in vitro para ser utilizado no controle da antracnose em mudas da

pinheira, atemoleira e gravioleira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar por métodos moleculares e morfoculturais espécies de Colletotrichum

associadas a antracnose em anondaceas, assim como avaliar o controle quimico e

biolégico de Colletotrichum theobromicola.

2.2. Objetivos Especificos

Identificar morfologicamente e molecularmente espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose em gravioleira, pinheira e atemoleira.

Avaliar a patogenicidade dos isolados de Colletotrichum.

Avaliar a patogenicidade cruzada de isolados de Colletotrichum theobromicola.
Avaliar o crescimento micelial in vitro de isolados de Colletotrichum
theobromicola submetidos a diferentes concentragcbes dos fungicidas
Difenoconaloze, Piraclostrobina, Flutriafol e Azoxistrobina + Difenoconazol.
Avaliar o efeito preventivo e curativo do fungicida Azoxistrobina +
Difenoconazol no controle de C. theobromicola em mudas de pinheira,
gravioleira e atemoleira.

Avaliar a acéo do T. harzianum, nos testes de pareamento e metabolitos, sobre

isolados de C. theobromicola.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Género Annona

O nome genérico deriva do nome hispaniolano Taino da fruta “anon” e da palavra
latina que significa “colheita anual” (PINTO et al., 2005; TUNDIS; XIAO; LOIZZO,
2017). Este género ¢ um dos mais importantes, sendo o segundo ou terceiro da familia
Annonacea (TUNDIS; XIAO; LOIZZO0, 2017).

As espécies do género Annona, como A. muricata L. (graviola), A. crassiflora Mart.
(araticum) e A. squamosa L. (fruta-do-conde), sdo conhecidas por fornecer frutos
comestiveis amplamente apreciados (RABELO et al., 2016). As frutas sdo geralmente
consumidas frescas (in natura) devido ao seu sabor adocicado e textura cremosa, além
de serem bastante versateis na culinéria (OLIVEIRA et al., 2021).

O género Annona inclui muitas espécies, no entanto, apenas algumas tém relevancia
econdmica significativa, principalmente devido ao valor comercial de seus frutos como
A. squamosa (pinha ou fruta do conde), A. cherimola Mill (Cherimoya), A. muricata
(guanabana ou graviola), A. reticulata L., A. glabra L., A. macroprophyllata D. e A.
atemoya Mab. (atemoia), um hibrido entre A. cherimola e A. squamosa (PINTO et al.,
2005).

3.1.1. Aspectos gerais da pinheira

A pinheira tem origem nas terras baixas da América Central, na IlhaTrindade,
Antilhas. Fatos histéricos revelam que essa cultura é nativa da América Tropical, pela
existéncia de nomes em sanscritos, épicos, pinturas e esculturas de cavernas fortificadas
(ARAUJO 2003; RADUNZ et al., 2019).

No Brasil, foi introduzida em 1626 pelo Conde Diogo Luis de Miranda,
originando-se um de seus nomes vulgares, fruta-do-conde (KAVATI, 1992;
CORDEIRO et al., 2000; BRAGA SOBRINHO et al., 2012). Posteriormente, a fruta
da pinheira recebe varias denominac@es dependendo da regido de plantio, por exemplo:
“ata”, no Para, Maranhdo e Ceara; “pinha”, na Bahia, Pernambuco, Paraiba e Alagoas;
“fruta-do-conde™, nos estados das regides Sul e Sudeste (MANICA, 1997; ARAUJO,
2003).

A pinheira é uma arvore de pequeno porte, aberta, bastante ramificada e que
atinge, quando adulta, de 4-6 metros de altura (OLIVEIRA et al., 2005; LEDERMAN,

2019). A raiz principal é do tipo pivotante e de crescimento maior que a parte aérea, o
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que confere a planta grande tolerancia as varia¢fes do teor de umidade nas camadas
superficiais do solo principalmente nos cultivos de sequeiro durante os periodos de
estiagem (LEDERMAN, 2019).

As folhas apresentam coloracdo verde-brilhantes, deciduas, pilosas quando
jovens, mas lisas quando atingem a maturidade, simples, oblongo lanceoladas, rigidas
e dispostas, alternadamente, na posicdo horizontal ao longo dos ramos (MANICA,
2003).

As flores sdo pequenas, cerca de 2-5 cm de comprimento, pendentes e originadas
na axila foliar dos ramos de um ano de idade ou em ramos novos. Hermafroditas,
apresentam-se solitarias ou agrupadas em 2 a 4 e com pedicelo com 1 a 2 cm, com uma
base larga, onde estdo inseridas trés pétalas carnosas de coloracdo esverdeada, trés
pequenas sepalas pouco vistosas e numerosos pistilos sobre um receptaculo comum. Na
base deste receptaculo, observam-se muitos estames (6rgados masculinos) curtos de cor
amarela e, na por¢do mais superior, grande quantidade de carpelos (6rgdos femininos)
de coloracgdo purpura (LEDERMAN, 2019).

O fruto é do tipo baga, composto, cordiforme, redondo ou ovalado, medindo de
5 a 13 cm de didmetro, formado pela fuséo de muitos carpelos simples. O peso médio
do fruto é de 200 a 400g (ARAUJO, 2003), apresentando polpa de coloragdo branca ou
creme que envolve numerosas sementes, sabor adocicado, aromatica e comestivel
(MANICA et al., 2003). A casca do fruto € verde-clara a verde-escura, dependendo da
variedade e do estadio de maturacdo, e coberta no inicio do desenvolvimento por uma
cera esbranquicada (ARAUJO, 2003; SCALOPPI-JUNIOR, 2007).

A propagacdo da pinheira pode ser feita tanto por via sexuada (sementes), como
por assexuada (propagacdo vegetativa), sendo a primeira mais difundida entre os
produtores e viveristas. As plantas adaptam-se a maioria dos tipos de solos, desde que
tenham boa drenagem. Os solos arenosos argilosos, profundos, com boa aeracéo e pH
na faixa de 5,5 a 6,5 séo, contudo, os mais recomendados. Devem-se evitar solos muito
argilosos, pouco profundos ou localizados em baixadas, por encharcarem com
facilidade nas épocas de chuvas intensas (CORDEIRO; PINTO; RAMOS, 2000;
OLIVEIRA et al., 2005; QUEIROGA et al., 2023).

O cultivo da pinheira é bastante difundido em todo o Brasil, com condi¢cbes
excepcionais de adaptacéo, especialmente na regido Nordeste. Pode ser cultivada em

condi¢des de sequeiro, ou seja, sem irrigacdo, especialmente em areas com solos
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adequados e pluviosidade entre 800-1200 mm por ano. O periodo seco é favoravel ao
desenvolvimento e a alta producéo da cultura nessas regides (OLIVEIRA et al., 2005).
No Vale do Séo Francisco, estados da Bahia e de Pernambuco, a pinheira também é
cultivada sob irrigacdo, permitindo o cultivo ao longo de todo o ano,
independentemente das condigdes climéaticas sazonais (SAO JOSE, 1997; AMORIM,
2009).

3.1.2. Importéncia econdmica da pinheira

A importancia socioecondémica da pinheira no Brasil tem aumentado nos
Gltimos anos (SAO JOSE et al., 2014). A planta adaptou-se bem as regides Nordeste e
Centro-Oeste, onde o cultivo comercial tem efetuado com maior énfase,
principalmente para os pequenos produtores, na regido Nordeste (BARROS, 2019;
QUEIROGA etal., 2023). Nessa regido, os estados que se destacam no cultivo da pinha
séo: Bahia, com cerca de 34% de toda a area plantada no pais, Pernambuco, com 17%,
Rio Grande do Norte e Alagoas, que juntos somam 11%. No Centro-Oeste, 0s estados
de Minas Gerais e S&o Paulo destacam-se no cultivo da fruta (IBGE, 2017; SILVA et
al., 2020).

Dados do Censo Agropecuario de 2017, do IBGE, reforcam a significativa
producdo e area plantada de pinheira no Brasil, com uma quantidade total de frutos
produzidos de 8.753 toneladas, sendo a regido Nordeste responsavel por 95% da
producdo e 97% de area plantada.

As Ultimas informacdes registradas na Agéncia de Defesa Agropecuéaria da
Bahia (ADAB), em 2015, afirmam que o estado da Bahia é o maior produtor de pinha
do Brasil, com 4.200 hectares plantados e produzindo aproximadamente 40 mil
toneladas de pinha por ano. Sendo o municipio de Presidente Dutra, conhecido como
a "capital da pinha" por ser o maior produtor da fruta com 3.845 hectares em areas de
sequeiro e irrigado e, o centro de distribui¢do dos produtos sé&o os estados de Sao Paulo
e Rio de Janeiro (ADAB, 2015).

Em Alagoas foi criado o Programa de Arranjos Produtivos Locais (APL)
Fruticultura Pinha, em 2008, com o objetivo de ampliar e conquistar novos mercados
para a producéo da fruta na regido do agreste alagoano. No APL, estdo registradas 90
familias produtoras distribuidas nos municipios de Estrela de Alagoas, lgaci e Palmeira
dos indios. Esses trés municipios correspondem a 90% de produgdo da pinha em

Alagoas, que cada vez mais estdo intensificando sua produtividade, para distribuigéo
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em diversas regides do Brasil (AGROLINK, 2017).

O valor de mercado da fruta pode variar de acordo com a qualidade e o tamanho
dos frutos, sendo os frutos maiores 0s mais valorizados. Como outros produtos
agricolas, a pinha apresenta sazonalidade de oferta e precos, sendo vendida a precos
que oscilam ao longo do ano a depender da oferta (GOVERNO DE SAO PAULO,
2020).

Os frutos sdo consumidos principalmente frescos, pois apresentam sabor
cremoso e doce; sdo nutritivos, ricos em acucares, proteinas e fésforo, com uma polpa
muito digestiva, por isso, sdo recomendados na alimentagdo de criangas e i1dosos.
Também sdo utilizados em sobremesas e na producao de sucos, refrigerantes e sorvetes
(MALDONADO et al., 2012). Além de serem ricos em vitaminas B1, B2, B5 e C,
calcio, ferro e sais minerais (KIMATI, 1997), podem ser indicados para pessoas que
possuem anemia, desnutridas e com deficiéncia intelectual. Na medicina popular é
usado para tratar caimbras, convulsdes e ténico para fortalecer o intestino e o estbmago
(GRENME, 2017).

Compostos quimicos como acetogeninas, diterpenos, 0leos essenciais,
saponinas e alcaloides sdo encontrados em diferentes partes da planta, como raizes,
folhas, frutos e sementes (LIMA, 2013) apresentando propriedades medicinais para
diversas enfermidades. O extrato das raizes tem acdo em processos de disenteria,
depressao e doenca da medula espinhal. Nos frutos, ja foi isolado um composto quimico
chamado 16b, 17 &cidodiidroxikauranoico-19 que apresenta atividade anti-HIV (WU et
al., 1996; BRITO et al., 2008). Nas sementes, existem acetogeninas que apresentam
atividade inseticida e, em alguns casos, atividade anticancerigena (NAIR; AGRAWAL,
2017).

3.1.3. Aspectos gerais da gravioleira

A gravioleira tem como centro de origem a América Tropical, mais
precisamente a América Central e vales peruanos (RAMOS et al., 2001; ANAYA,;
MONTALVO-GONZALEZ, 2020). A cultura é encontrada em regides desde o nivel
do mar até altitudes superiores a 1.100 m, distribuidas do Caribe ao Sudeste do Mexico
e no Brasil (MORTON, 1966), bem como nas regides tropicais e subtropicais da
Europa, Asia, Africa, Nova Zelandia e Austrdlia (RAMOS et al, 2001;
SACRAMENTO et al., 2009).
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No panorama mundial do cultivo da graviola, destaca-se o continente
americano, sendo México, Brasil, Venezuela, Nicardgua, Colémbia, Costa Rica e Peru
os principais produtores, embora se saiba que o cultivo se espalhou pela Europa, Asia,
Africa e Australia (ANDRADES et al., 2009; BRAGA, 2014; COSTA et al., 2016).

O fruto da graviola é conhecido por uma variedade de nomes em diferentes
regides e idiomas ao redor do mundo, em paises de lingua espanhola € chamada de
guanébana ou guanaba (MORTON, 1966), também é denominado de zapote de viejas
no México, na lingua francesa é conhecida como corossolier, cachiman, epineux e
paises de lingua inglesa soursop. No Brasil, a graviola é conhecida por varias
denominacdes, incluindo coracdo-de-boi, coracdo-de-rainha, jaca-de-pobre, jaca-do-
para, araticum manso e condessa (PINTO et al., 2001; SACRAMENTO et al., 2009;
AROXA et al., 2020).

A gravioleira é uma arvore de copa pequena que cresce verticalmente, com
altura média de 4 a 8 metros. Comeca a produzir frutos entre o terceiro e 0 quinto ano
apos o plantio, apresentando pleno desenvolvimento entre 0 sexto e oitavo ano
(FREITAS, 1997; NETO, 2015). Suas folhas s&o brilhantes, oblongo-lanceoladas ou
elipticas, peciolo curto verde escuro, medem de 14 a 16 cm de comprimento e de5a 7
cm na maior largura, suas nervuras sdo pouco perceptiveis (MANICA et al., 2003;
ANOZIE et al., 2023).

As flores séo hermafroditas, verde-escura em formato subgloboso ou piramidal
quando no estadio de “capulho” e em crescimento ¢ de coloragdo verde-clara quando
proximas da antese, distribuidas em peddnculos curtos, axilares ou diretamente do
tronco (MANICA, 1997), sdo grandes, sozinhas ou em grupo de até trés flores
(ANOZIE et al., 2023).

O fruto é considerado o maior do género Annona, chega a medir de 16,2 a 30,1
cm de comprimento e de 11,3 a 21,2 cm de largura. Apresenta-se multiplo ou sincarpo,
carnoso, proveniente de uma baga composta, pesando 0,4 a 10 kg (MANICA,1997;
SANTOS FILHO et al., 2007; NETO, 2015). O formato da graviola pode variar devido
aos ovulos que ndo foram fecundados. Isso pode influenciar a forma geral do fruto. A
casca do fruto possui espiculas carnosas moles e recurvadas, que sdo caracteristicas
distintivas dessa fruta, possuindo uma coloragao verde-escura quando estdo imaturos
e verde-clara quando estdo no ponto de colheita (PINTO; SILVA, 1994; SANTOS
FILHO etal., 2007; NETO, 2015). Esta espécie se adapta a uma ampla gama de solos,
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com diferentes niveis de profundidade e textura; dos francos, franco-argiloso e franco
arenoso (INIAP, 2018).

Geralmente as plantas de gravioleira sdo propagadas por sementes, nao
diferindo em precocidade daquelas propagadas assexuadamente. Ambos métodos de
propagacao resultam em plantas que frutificam precocemente, geralmente entre dois e
trés anos apds o plantio (PINTO; RAMOS, 1997).

As cultivares existentes de graviola sdo a Nordestina ou Crioula e a Morada. A
cultivar morada foi introduzida da Colémbia e apresenta frutos grandes, redondos e
codiformes, de polpa firme de subacido a acido, no nordeste brasileiro predomina a
Crioula, apresentando frutos codiformes de popa mole e doce, pesa em torno de 1,5 a
3,0 kg (IPA, 2016).

3.1.4. Importéncia econdmica da gravioleira

A gravioleira apresenta importancia econémica em paises como Venezuela,
Colémbia, Porto Rico, Costa Rica, México, Panam4, Jamaica, Cuba, Espanha, india,
Honduras, Guiana, Suriname, Peru, Senegal, Cingapura e Brasil tanto para consumo
interno quanto para exportacdo (SAO JOSE et al., 2014). Na América do Sul, no ano
2020, a Venezuela era o maior produtor desta fruta, pois possuia areas plantadas
superior a mil hectares (ANAYA; MONTALVO-GONZALEZ, 2020).

No Brasil, a gravioleira é a segunda anonacea mais cultivada, com uma
producdo significativa um pouco mais de 7,5 milhdes de frutos e uma area colhida de
2.760 hectares (IBGE, 2017). Com presenca marcante nos estados de Alagoas, Bahia,
Ceard, Minas Gerais, Para, Paraiba e Pernambuco, sendo o estado da Bahia lider na
producdo e o Par4 o sexto (LOBAO et al., 2020; BEZERRA; LEDERMAN, 2021).

O cultivo da gravioleira despontou nos estados nordestinos do Brasil como uma
alternativa interessante para a pequena agroindustria de polpas congeladas e de outros
produtos industrializados, tais como: sorvetes, sucos, néctares, bebidas lacteas
(LEMOQOS, 2014). A comercializacdo dos frutos frescos de graviola é distribuida nos
principais centros de consumo situados, principalmente, nas cidades de S&o Paulo, Rio
de Janeiro, Salvador, Fortaleza e Brasilia (SAO JOSE et al., 2014).

O estado de S&o Paulo, apesar de estar localizado na regido sudeste, também
desempenha um papel importante na comercializacdo de graviola. No ano 2017 foram

comercializadas 913,27 toneladas, cerca de 77%, desse total sdo provenientes de dois
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municipios baianos: Guandu (67,22%) e Teolandia (10,40%), de acordo com dados da
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP, 2020).

No estado de Alagoas, o cultivo da graviola esta distribuido em todas as regides,
mas as areas de maior concentracao de plantio estdo nos municipios localizados na zona
da mata e no agreste (ALBUQUERQUE, 1997), e as cultivares predominantes séo dos
tipos Morada, Lisa e Blanca. A cultivar Morada, mas plantada no Brasil, foi introduzida
no Estado por meio da Secretaria de Agricultura, destacando-se como uma das mais
promissora (SANTOS, 2010).

A graviola é valorizada e aproveitada das mais diversas formas, tanto na
medicina homeopética, como na culinaria caseira (BATISTA et al., 2003). A polpa é
consumida e utilizada como ingrediente em muitos alimentos e bebidas, apresentando
coloracdo branca, sucosa, aromatica, ligeiramente acida e com alto teor em vitamina
A, B, Bl e C, proteinas, gorduras, carboidratos, célcio, fosforo e ferro (MANICA et
al., 2003; LOPEZ, 2016; CUIDAR, 2016).

A crescente demanda pela polpa da graviola no mercado nacional e
internacional é um importante impulsionador para a expansao da area cultivada no
Brasil. Seu sabor exético e aroma singular atraem tanto consumidores quanto
indUstrias de sucos, sorvetes e doces, 0 que contribui para a inclusdo da graviola entre
as frutas tropicais de aceitacdo comercial no pais. Com base nesse interesse e na boa
aceitacdo da fruta pelo mercado, as perspectivas de crescimento da producdo de
graviola sdo promissoras (RAMOS et al., 2001; AGEITEC, 2020).

As folhas podem ser usadas para o preparo de chas misturado com outras
infusbes de ervas (SEJAL-PATEL; PATEL, 2016). Segundo Zubaidi et al. (2023) a
graviola possui uso etnomedicinal e medicinal no tratamento de doencas e feridas,
diabetes, febre, convulsdes e acdo antibacteriana contra bactérias como a Escherichia
coli.

Estudos realizados na Universidade de Pardue, na California, destacaram o
potencial das acetogeninas, encontradas na graviola, para inibir seletivamente o
crescimento de células cancerosas. A dose letal 50 (ED50) das acetogeninas da graviola
foi encontrada em concentracOes de até 10 microgramas por mililitro em estudos
conduzidos por cientistas da mesma universidade (HUANABANO, 2013). Liaw et al.
(2002) corroboraram que as acetogeninas encontradas nas folhas e sementes da

graviola tém uma atividade citotdxica significativa contra células cancerigenas em
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testes in vitro. 1sso significa que essas substancias tém a capacidade de induzir a morte

celular seletivamente em células cancerigenas.

3.1.5. Aspectos gerais da atemoleira

A atemoleira € um hibrido derivado do cruzamento da cherimoia (Annona
cherimola) e a fruta do conde (Annona squamosa). Esse cruzamento resulta em uma
fruta que combina caracteristicas desejaveis das duas espécies parentais, algumas
vantagens da atemoia incluem um menor nimero de sementes em comparacao a fruta
do conde, 0 que aumenta a praticidade ao consumi-I&; sabor diferenciado e balanceado
em termos de teor de solidos sollveis e maior tempo de prateleira na pos-colheita
(LEMOS, 2014; OLIVEIRA et al., 2019).

A cultura da atemoia teve origem no ano de 1908, quando o primeiro cruzamento
artificial foi realizado no United States Department of Agriculture’s Subtropical
Laboratory, em Miami. Em um longo periodo houve certo desinteresse pela fruta, mas,
na década de 40 do século XX, estudos foram iniciados em lIsrael, visando padronizar
sua propagacdo (MORTON, 1987; VIEIRA et al., 2018). O nome atemoia, para designar
o hibrido, ¢é resultante da fusdo das letras “ate” (prondncia inglesa de ata) e “moia” (as
ultimas letras da palavra cherimoia), sendo tecnicamente incorreto referir-se ao hibrido
como annona-atemoia, pois ndo se trata de uma espécie (TOKUNAGA, 2000).

No Brasil, os primeiros estudos e producfes de atemoia ocorreram no Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), no estado de Sdo Paulo, durante a década de 1950.
Esses estudos foram fundamentais para o desenvolvimento e aprimoramento dessa fruta
hibrida no pais, sendo as variedades "Gefner" e "Thompson" as mais cultivadas (VIERA
etal., 2018).

As arvores de atemoleira sdo morfologicamente intermediarias entre a cherimoia
e a fruta-do-conde em termos de tamanho e forma. Isso significa que elas compartilham
caracteristicas de ambas espécies parentais. Quanto ao porte e a conformacéo das plantas
de atemoia podem variar dependendo da cultivar. Em muitos casos, a copa da planta é
esparramada e aberta, 0o que pode contribuir para que a planta alcance alturas
consideraveis, podendo chegar até onze metros, em algumas cultivares (LUNDGREN,
2017).

As folhas da atemoia sdo descritas como elipticas, ovaladas ou lanceoladas, com
dimensdes que variam de 10 a 20 cm de comprimento e de 4 a 8 cm de largura. Essas

folhas geralmente sdo relativamente grandes e tém uma forma que pode variar
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ligeiramente entre as diferentes variedades (MANICA, 1994).

As flores sdo hermafroditas e exibe dicogamia protoginica relativamente
pequenas (TAKAHASHI, 2008), medindo de 3 a 4 cm de diametro, contendo trés
pétalas de cor amarelo-esverdeadas, podem ser simples ou agrupadas em pencas de 2 a
3 flores, encontradas nas axilas das folhas dos ramos com um ano de idade ou nos brotos
novos da planta (MANICA, 1994).

O fruto da atemoia é composto por carpelos agregados, uma caracteristica
comum em frutas dessa familia, pode variar de esferoide a ovoide, com uma superficie
que pode ser lisa ou apresentar protuberancias, dependendo da variedade (LUNDGREN,
2017). O peso médio dos frutos geralmente varia de 200 g a 450 g, tornando-0s
relativamente grandes em comparacao com outras frutas.

O amadurecimento dos frutos ocorre em aproximadamente de 4 a 6 meses ap0s
o florescimento e, durante o processo de maturagéo, sua cor geralmente muda de verde
para amarelo-péalido, a polpa é branca, doce e de consisténcia média (MANICA, 1994).
Por ser um hibrido, deve ser propagada assexuadamente. Pés-francos podem levar 3 a 4
anos para entrar em producdo, além de possuirem consideravel variacdo na qualidade
de frutos (PINTO, 2005). No Brasil, mudas de atemoia sdo enxertadas e produzidas por

viveiristas certificados com elevado vigor (PEREIRA et al., 2019).

3.1.6. Importancia econémica da atemoleira

A atemoia tem despertado interesse entre os produtores e consumidores
devido ao sabor semelhante ao da cherimoia e qualidade superior a pinha. Essas
caracteristicas fazem da atemoia uma opg¢do promissora no mercado de frutas,
especialmente para produtores que buscam diversificar sua producao e oferecer frutas
com qualidade diferenciada aos consumidores (LEMOS, 2014; SILVA et al., 2015).

As areas de producdo da atemoia apresentam-se espalhadas pelo Brasil,
destacando-se como maiores produtores os Estados de Sdo Paulo, Parana e Bahia
(IBGE, 2017). De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
- IBGE até setembro de 2017 a safra da cultura no pais foi de aproximadamente 7,5
mil toneladas, colhidas em 1191 hectares. A comercializacdo do fruto de atemoleira
na Ceagesp (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo) ocupa a 26?
posicdo entre as setenta e duas frutas, com volume de 2.655,01 toneladas em 2020,
2.865,04 toneladas em 2021 e 1.018,62 toneladas até maio de 2022, movimentando
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mais de R$ 18 milhdes (CEAGESP, 2022; SIEM, 2022; GOVERNO DE SAO
PAULO, 2020).

O fruto vem sendo muito apreciado pelo seu sabor, textura, agucares sollveis e
qualidades nutracéuticas (SOBRINHO et al., 2013), oferece uma variedade de
nutrientes e compostos benéficos para salude, possuem altos niveis de vitaminas B1 e
B2, C1, calcio, potassio e ferro (MOSCA, 2006). Além disso, a fruta possui substancias
fenolicas, como os flavonoides que servem como antioxidante e ajudam na atividade
microbiana, estas substancias podem prevenir alguns processos carcinogénicos
(LOUREURO, 2013; RABELO et al., 2014).

A sua polpa é destinada a elaboracdo de produtos frescos e processados, além
da producdo de biocompostos de importancia medicinal, alelopéatica ou pesticida que
sdo caracteristicos das espécies do género Annona (LEMOS, 2014).

O teor de pectina que contém no fruto é de 31,25%, sendo responsavel pela
firmeza da parede celular da atemoia, também é um componente que influencia
fortemente na textura dos produtos industrializados a partir dessa fruta (SILVA et al.,
2010). Em 100g de polpa de atemoia podemos encontrar minerais como potéssio (300
mg), fosforo (23 mg), célcio (23 mg) e vitamina C (10,1 mg), também possui valor de
fibra alimentar igual a 2,1g e carboidratos totais igual a 25,3g (MARTIN; NETO,
2015).

3.2. Antracnose em anonaceas

Vaérias doencas fungicas podem afetar diversas partes das plantas de atemoleira,
gravioleira e pinheira, incluindo folhas, ramos, raizes, flores e frutos, em diferentes
etapas de seu desenvolvimento (JUNQUEIRA et al., 1996, JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 2014; COSTA et al., 2019). No entanto, a antracnose constitui um grave
problema nas regides produtoras de anonaceas, sendo responsavel por causar perdas
substanciais de 53 a 70%, em casos de chuvas prolongadas no periodo da floracéo e
formacdo de frutos (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014; COSTA et al., 2019;
QUEIROGA et al., 2023).

A fase de germinacdo do patogeno é crucial nos processos infecciosos da
doenca, quando as condi¢des ambientais, como alta umidade e temperatura adequada
sdo favoraveis a germinacdo dos esporos do fungo que germinam e penetram nos
tecidos vegetais, causando infecgdes (FREIRE; CARDOSO, 1997; ALVAREZ et al.,
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2014).

Na cultura da pinheira, os sintomas da antracnose ocorrem em VAarios estagios
de desenvolvimento, nas folhas observa-se manchas de coloragdo pardo-escura ou
preta, com o centro mais claro, de contorno irregular. Nos frutos infectados observa-
se escurecimento e mumificacdo. Nos ramos, sdo encontradas lesdes alongadas,
deprimidas, que podem provocar a morte dos ponteiros. Nas flores observam-se
manchas circulares, de coloracdo castanho-escuro, que impedem o vingamento e
provocam quedas expressivas (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).

Na gravioleira, a antracnose causa morte das brotagdes novas e ramos ponteiros.
As folhas e brotagdes afetadas apresentam lesGes necraticas escuras e irregulares, o que
compromete a capacidade da planta de realizar a fotossintese e crescer adequadamente.
Os sintomas nas flores apresentam-se como pequenas lesGes marrom-escuras
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014; HERNANDEZ; LOPEZ, 2019; HILARIO, 2019).
Nos frutos observa-se uma podriddo negra que mumificam e caem (HILARIO, 2019).

Na atemoia, essa doenca afeta 0 desenvolvimento da planta na brotacdo, na
floracdo e frutificacdo atacando o peddnculo e causando queda de flores e frutos. Nos
frutos ocorrem manchas escuras e rachaduras profundas e quando ndo caem, ficam
escuros e mumificados (PLOETZ, 2003; PEREIRA et al., 2019). O fungo pode causar,
também, a queima do ponteiro dos ramos (SILVA et al., 2022).

O agente etioldgico da antracnose em anonaceas sdo espécies de fungos
pertencentes ao género Colletotrichum, relatado por diversos autores. No México,
foram identificados isolados de C. fragariae e C. gloeosporoides provenientes de
frutos de cherimdia, com sintomas de antracnose (VILLANUEVA-ARCE et al., 2005;
2008). Na Colémbia tem-se relato da espécie C. acutatum causando antracnose em
frutos de Annona muricata (ALVAREZ et al., 2004).

No Brasil, tem-se relatos das espécies de Colletotrichum fragariae, C.
boninense, C. tropicale, C. karstii, C. siamense, C. theobromicola e C. fructicola
causando sintomas de antracnose em folhas de A. muricata e A. squamosa no estado
de Alagoas (KAMEI et al., 2016; COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2019). Firmino
etal. (2014) relataram a ocorréncia das espécies C. acutatum e C. boninense em plantas
de atemoia (folhas, frutos e ramos no municipio de Botucatu — Sao Paulo), no estado
de Alagoas foram relatas as espécies de C. theobromicola, C. siamense, C. fructicola
e C. karstii em folhas e ramos de atemoleira (CAMARA et al., 2024).
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3.2.1. Género Colletotrichum

Colletotrichum é um dos principais géneros de fungos fitopatogénicos,
responsavel por causar doencas em plantas de importancia econémica. Sua distribuicéo
é ampla e suas espécies podem infectar uma grande diversidade de hospedeiros,
incluindo cereais, gramineas, hortaligas, legumes e frutas (COSTA et al., 2019; SILVA
etal., 2022; CAMPOS et al., 2021; RIOLO et al., 2021; KANG et al., 2022).

O género Colletotrichum pertence ao grupo dos fungos anamdrficos e esta
inserido na classe-forma Celomicetos (DAMM et al. 2012; INDEX FUNGORUM
PARTNERSHIP 2022;). A fase teleomorfica de suas espécies, quando conhecida, é
atribuida ao género Glomerella, filo Ascomycota. Baseado em estudos filogenéticos,
ambas as formas estdo acomodadas na classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales
e familia Glomerellaceae (ZHANG et al., 2006; REBLOVA et al., 2011; GIRALDO;
CROUS, 2019).

As espécies do género Colletotrichum sdo caracterizadas como formadoras de
micélio hialino septado, conidios com formato cilindrico, fusiforme ou semilunar, de
paredes finas e unicelulares, hialinos; e apressérios marrom-escuros, melanizados,
com formatos que variam de circular a irregular (SUTTON, 1980; CANNON et al.,
2008; MARIN-FELIX et al., 2017; JAYAWARDENA et al., 2020).

O género Colletotrichum foi inicialmente introduzido por Tode em 1790 com
a denominacdo de Vermicularia. No entanto, em 1831, Corda reclassificou esse
género, alterando sua denominacdo para Colletotrichum (SUTTON, 1980; HYDE et
al., 2009; TALHINHAS; BARONCELLLI, 2021; LIU et al., 2022). Em 1951, Von Arx
trouxe um grande impacto sobre a taxonomia do género, reduzindo o numero de
espécies de varias centenas a 11, com base em caracteristicas morfolégicas. Contudo,
Von Arx realizou a identificacdo desses taxons baseando-se em descri¢des de
literatura. Sutton em 1980 observou incoeréncia no trabalho de VVon Arx e reconheceu
22 especies, baseado na morfologia e caracteristicas culturais. Estudos baseados nestas
caracteristicas continuaram a elevar o nimero de espécies para 40, em Sutton (1992) e
60 no Dicionario de Fungos (KIRK et al., 2008).

Contudo, os primeiros estudos na area da biologia molecular, utilizando a
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase), para diferenciar especies de
Colletotrichum foram registradas apds o inicio da década de 1990, resultando em um

rapido aumento no numero de trabalhos para esclarecer as rela¢oes filogenéticas dentro
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do género (SREENIVASAPRASAD et al, 1992; SHERRIFF et al., 1994,
JOHNSTON; JONES, 1997; TALHINHAS et al., 2002; GUERBER et al., 2003; DU
et al., 2005).

A identificacdo e caracterizacdo de especies de Colletotrichum com base
apenas na morfologia dos conidios e apressérios pode ser limitada devido a
variabilidade morfologica dentro do género. Com 0s avangos nas técnicas
moleculares, tornou-se possivel obter uma diferenciacdo mais confiavel entre as
espécies de Colletotrichum, no entanto, é importante destacar que uma abordagem
integrada, combinando métodos convencionais de identificacdo morfolégica com
técnicas moleculares, € muitas vezes recomendada para uma caracterizacdo
abrangente e confiavel das espécies (FREEMANN et al., 1998; LOPEZ, 2001; TOZZE
JUNIOR et al., 2006; ANDRADE et al., 2007).

Hyde et al. (2009) destacou a importancia da epitificacdo das espécies do
género e a aplicacdo de analises filogenéticas multi-locus, utilizando genes mais
especificos para uma identificacdo precisa e confidvel das espécies. Cai et al. (2009)
recomendaram uma abordagem polifasica, que inclui dados moleculares,
morfolégicos, fisioldgicos e relacionados a patogenicidade.

Atualmente, varios genes tém sido utilizados para este fim, incluindo, beta-
tubulina (TUB2), actina (ACT), calmodulina (CAL), glutamina sintetase (GS), quitina
sintase (CHS), histona (HIS), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
superdxido dismutase de manganés (SOD) além da regido ITS-rDNA (espago interno
transcrito) e regido intergénica dos genes apn2 e MAT1-2-1 (ApMat) (CANNON et
al., 2012; WEIR et al., 2012; MARIN-FELIX et al., 2017; JAYAWARDENA et al.,
2020; VIEIRA et al., 2020)

O género abrange atualmente 280 espécies reconhecidas, 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 (SILVA et al., 2020; TALHINHAS;
BARONCELLLI, 2021; LIU et al., 2022).
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3.3. Controle da antracnose

O controle da antracnose em plantas de anonaceas pode ser abordado por meio
de uma combinacdo de métodos e praticas de manejo. Algumas estratégias comumente
empregadas para o controle eficaz da doenca séo a aquisicdo de sementes vigorosas,
sadias e de boa procedéncia, tratadas com fungicidas registrados para o controle
de Colletotrichum spp., adubacdo equilibrada, principalmente adubacdo potassica,
utilizacdo de espagamentos adequados, buscando evitar a criacdo de um microclima
favoravel para o desenvolvimento de fungos, pode-se também fazer o uso de
produtos quimicos e eliminar os restos culturais (DIAS, 2014; AMORIM,
2016).

Para as anonaceas as praticas culturais sdo fundamentais para o controle da
doenca, por exemplo, a eliminagcdo de galhos secos e frutos mumificados ajuda a
reduzir a fonte de in6culo dos patégenos. As podas periddicas para arejar as copas das
plantas também sdo importantes, pois aumentam a circulacdo de ar e reduzem a
umidade, criando um ambiente menos favoravel para o desenvolvimento de fungos.
No entanto, em casos de infeccdo por antracnose, muitas vezes sdo necessarias
pulverizagbes preventivas com fungicidas especificos, como difenoconazole e
tebuconazole, para controlar a propagacdo do fungo e reduzir os danos causados a
cultura (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014) e o grupo de fungicidas estrobilurinas
(GHINI; KIMATI, 2000; VINCELLLI, 2002; AVILA-ADAME; KOLLER, 2003).

3.3.1. Manejo quimico

O uso de fungicidas pode ser uma medida eficaz para controlar a antracnose
em condicdes de elevado nivel de dano econdmico. Pesquisas tém mostrado que o uso
de fungicidas do grupo dos benzimidazois, de maneira isolada em combinacdo com
triazois, pode ser eficaz no controle da doenga em varias culturas, incluindo as
anonaceas como a graviola, pinha e atemoia (EMBRAPA, 2008; SILVA-JUNIOR,;
BEHLAU, 2018).

No sistema de agrotdxicos fitossanitarios (Agrofit) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento ha registros de produtos pertencentes a
diferentes grupos quimicos como carboxamida, softalonitrila, benzimidazol, triazol,
estrobilurina e cobre, que podem ser utilizados na cultura das anonaceas, no entanto

para pinheira, atemoleira e gravioleira o grupo dos triazois s&o 0s mais recomendados
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no controle da antracnose (MAPA, 2024).

3.3.1.1. Difenoconazole

O difenoconazole (C19H17CI2N303) ¢ um fungicida do grupo quimico dos
triazois. Pertence a classe dos fungicidas sistémicos, o que significa que pode ser
absorvido pelas plantas e translocado para diferentes partes, incluindo tecidos foliares
e frutos, proporcionando protecdo contra infec¢bes fungicas. Apresenta acgédo
preventiva e curativa agindo também como antiesporulante dos fungos, evitando a
penetracdo dos haustorios (DIFENOCONAZOL-SYNGENTA, 2023). Seu modo de
acdo é interferindo a biossintese de ester6is na membrana celular (SYNGENTA,
2016).

O Score® EC é o nome comercial para o difenoconazole, registrado pelo
Ministério da agricultura no controle de doengas em culturas, tais como: abacate
(Colletotrichum gloeosporioides), anonaceas (C. gloesporioides, beterraba (C.
beticola), café (C. coffeicola), citros (C. gloeosporioides), manga (C. gloeosporioides),
maracuja (C. gloeosporioides) (SCORE-SYNGENTA, 2023).

Alguns estudos fornecem informacdes pertinentes em relacdo ao uso do
fungicida difenoconazole, como no trabalho de FISCHER, et al. (2017), no qual
apresentou-se altamente eficiente (ED50<1 mg L) em inibir o crescimento micelial
de C. gloeosporioides, causador a antracnose em abacate (Persea americana 'Hass').
Gunacti (2019) relatou que formulacGes mistas com fungicidas protetores, como no
caso do difenoconazole, séo aplicadas via pulverizacdo em formulagdes simples para
o controle de Phytophthora infestans em tomate (Solanum lycopersicum L.).

A pesquisa de Shi et al. (2021) fornece evidéncias de que as espécies de fungos
C. scovillei, C. truncatum, C. fructicola e C. aenigma, que estdo associadas a doenca
antracnose em pimenta, sdo sensiveis ao uso deste fungicida, os resultados indicam
que o difenoconazole é eficaz na reducéo significativa do crescimento micelial dessas
espécies de Colletotrichum quando comparado com o grupo controle ndo tratado. lob
et al. (2022) observaram que o difenoconazole apresentou um controle de 87% da
requeima dos frutos, enquanto a testemunha teve uma porcentagem maior de frutos
doentes, sugerindo que o difenoconazole foi eficaz no controle da doenca. Tal
superioridade pode ser justificada pelo fato do fungicida quimico difenoconazole

apresentar caracteristicas positivas com ac¢do imunizante e boa persisténcia nos
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tecidos (DU, 2017).

3.3.1.2. Piraclostrobina

A piraclostrobina é um fungicida pertencente ao grupo quimico das
estrobilurinas € amplamente recomendado para o controle e prevencdo do
desenvolvimento de doencas em diversas culturas agricolas, incluindo a antracnose
(Oliveiraetal., 2015). As estrobilurinas atuam por inibicéo da respiracdo mitocondrial
pelo bloqueio da transferéncia de elétrons no complexo Il1: (complexo bcl: ubiquinol
oxidase) e no transporte de elétrons mitocondriais, interferindo na respiracdo do
patdégeno (PARREIRA et al., 2009; COMET, 2023).

A piraclostrobina, ingrediente ativo do fungicidad Comet® fungicida sistémico
possui formula molecular [C19H18CIN30O4], nome quimico, metil N-{2-[1-(4-
chlorofenil)-1H-pirazol-3-iyloximetil] fenil}(N-methoxi) carbamato (COMET, 2023).
Essa informagcdo € confirmada em estudos realizados no Brasil, utilizando
azoxistrobina e piraclostrobina que apontam para a reducdo na incidéncia da
antracnose em soja (PESQUEIRA et al., 2016).

O ingrediente ativo da piraclostrobina atua como inibidor do transporte de
elétrons nas mitocondrias das células dos fungos, inibindo a formagdo de ATP
essencial nos processos metabdlicos. Com isso, possui a¢do na protecdo das plantas
devido a inibicdo da germinacéo dos esporos, desenvolvimento e penetracdo dos tubos
germinativos dos patégenos (ADAPAR, 2018; COMET, 2023).

Estudos tém provado que a piraclostrobina, além de atuar sobre o patdgeno,
apresentam beneficios positivos a fisiologia das plantas e contribuem de forma direta
para maiores niveis de produtividade e qualidade (TOFOLI et al., 2016). Fischer et al.
(2012) testaram a acdo de piraclostrobina no controle da antracnose em goiaba
(Psidium guajava), causada por C. acutatum e C. gloeosporioides, a qual foi eficiente

em inibir o crescimento micelial in vitro.

3.3.1.3. Flutriafol

O produto comercial FLUTRIAFOL NORTOX® contem como ingrediente
ativo ((RS)-2,4"-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl) benzhydryl alcool) é um

principio ativo de fungicida pertencente ao grupo dos triazéis e tem sido amplamente
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avaliado para o controle de doencas em uma variedade de culturas agricolas. Este
fungicida tem demonstrado eficacia em muitos patossistemas, e em alguns casos, sua
eficiéncia pode ser superior a de outros triazéis (BHUIYAN et al.,, 2014;
FLUTRIAFOL - SUMITOMO CHEMICAL, 2023).

Uma das caracteristicas distintivas do flutriafol é sua capacidade de mobilidade
na planta, o que significa que ele pode se mover eficientemente atraves dos tecidos da
planta, proporcionando uma protecdo mais abrangente contra infeccdes fungicas
(ZHANG et al., 2015). Alem de atuar como inibidor da biossintese de ergosterol e
caracteriza-se por ser altamente eficaz no controle de ascomicetos, basidiomicetos e
deuteromicetos. Os triazois sdo fungicidas que possuem acdo sistémica, excelente
atividade protetora, curativa, antiesporulante, eficiéncia em doses relativamente baixas
(FORCELINI, 1994; KUCK; VORS, 2007; FRAC, 2011).

O flutriafol apresenta mecanismo de acdo de desmetilase na biossintese de
esterol, pertencente a0 Grupo G1, sendo indicado para o tratamento de doencas da
parte aérea de diversas culturas como: abacate, abacaxi, abobora, abobrinha, algodao,
alho, cebola, anonéceas (graviola, pinha/ fruta do conde, cherimdia, atemoia e
araticum), banana, batata, batata-doce, batata-yacon, berinjela, beterraba, cacau, café,
canola, cara, chalota, chuchu, cupuacu, ervilha, feijdo, feijao-caupi, gengibre,
gergelim, girassol, grdo-de-bico, guarana, inhame, jilé, kiwi, lentilha, linhaca, mamao,
manga, mandioca, mandioquinha-salsa, maracuja, maxixe, melancia, meldo, nabo,
pepino, pimenta, pimentdo, quiabo, rabanete, romd, soja, tomate (FLUTRIAFOL -
SUMITOMO CHEMICAL, 2023).

Bhuiyan et al. (2014) concluiram que o fungicida flutriafol pode ser utilizado
para combater a podriddo do abacaxi (Ceratocystis paradoxa). O trabalho de Souza
et., al (2021) demostra a eficiéncia do fungicida Flutriafol aplicado via foliar no

controle da ferrugem do cafeeiro aos 70 dias apds a aplicagao.

3.3.1.4. Azoxistrobina +Difenoconazole

A juncdo desses dois principios ativos formula o fungicida do nome comercial
Amistar Top®, € um fungicida sisttmico, composto por estrobilurina, azoxistrobina, e
um triazol, difenoconazol. Estes ingredientes ativos apresentam dois diferentes modos
de acéo, o primeiro pertencente ao grupo C3 (Inibidores de extracelulares de Quinona

- Qols) e o segundo pertencente ao grupo G1 (inibidores de desmetilagéo - DMISs)
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(AMISTAR TOP-SYNGENTA, 2022).

Indicado para o controle da antracnose nas seguintes culturas: abacate, acerola,
amora, anonaceas, azeitona, cacau, caju, carambola, citros, cupuagu, feijdo, framboesa,
guarana, jilé, kiwi, lichia, macadamia, grdo-de-bico, lentilha, mamao, mandioca,
manga, mangaba, mirtilo, pimenta, pimentdo, plantas ornamentais, pitanga, rom4,
seriguela (AMISTAR TOP-SYNGENTA, 2022).

Ferreira et al., 2015 relataram que o produto Amistar Top (Azoxistrobina +
Difenoconazol) apresentou resultados de controle satisfatorios na dose 0,4 L/ha, com
valores de incidéncia e severidade de oidio (Podosphaera. xanthii) inferiores a 25%
nas folhas do meloeiro. O difenoconazol e a azoxistrobina tém sido recomendados para
0 controle da antracnose do cajueiro, especialmente quando o agente causador da
doenca € o fungo C. gloeosporioides (AGROFIT, 2022).

3.3.2. Manejo bioldgico

O controle biolégico tem se destacado como uma préatica agroecoldgica
essencial no manejo integrado de doencas, atuando no combate aos patdgenos vegetais
e contribuindo significativamente para a reducédo do uso excessivo e generalizado de
agrotoxicos nas lavouras (BORO et al., 2022).

O controle bioldgico pode ser definido como a inter-relacdo de muitos fatores
ambientais, com o objetivo de diminuir o efeito nocivo de organismos prejudiciais e
favorecer o crescimento de organismos benéficos (SYED et al., 2018).

Os agentes de controle bioldgico, ou Biological Control Agents (BCAs), sdo
organismos naturais ou modificados utilizados para combater as pragas e os patdégenos
agricolas (BORO et al., 2022), que pode ser realizado por organismos que tém acao
antagonica contra os patdgenos vegetais (SYED et al., 2018).

No controle de doengas, destaca-se 0 uso de microrganismos antagénicos
(fungos e bactérias) como agentes de controle bioldgico (CARRILLO et al., 2005). As
espécies dos géneros Streptomyces, Bacillus e Trichoderma apresentam-se com
potencial antifingico, devido a producdo de compostos antimicrobianos, metabdlitos
secundarios bioativos, enzimas liticas, competicdo pelo substrato, micoparasitismo,

antibiose, desativacdo de enzimas patogénicas, entre outros (BETANCOURT, 2019).
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3.3.2.1. Género Trichoderma

O Trichoderma pertence ao filo Ascomycota, a classe Sordariomycetes, a
ordem Hypocreales e a familia Hypocreaceae. Este género é amplamente conhecido
por suas propriedades biocontroladoras contra diversos fitopatdgenos e por sua
capacidade de promover o crescimento das plantas. Inicialmente, foi descrito como um
fungo anamorfo, conhecido por produzir massas de esporos de coloragdo verde, com a
espécie tipo sendo o Trichoderma viride. No entanto, estudos posteriores mostraram
que, T. viride era a forma assexual do fungo, correspondendo ao ascomiceto Hypocrea
rufa (MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019).

O género Trichoderma é reconhecido por sua importancia econdmica na
agricultura devido a sua capacidade de atuar como agente de controle biolégico de
doencas em diversas plantas cultivadas. Além disso, as espécies de Trichoderma séo
conhecidas por promover o crescimento das plantas e induzir resisténcia a doengas de
plantas (THONAR et al., 2017).

Trichoderma é um dos principais microrganismos empregados no controle
bioldgico de doencas, varios estudos tém comprovado que mecanismos como
antibiose, parasitismo, e competicdo podem ser empregados simultaneamente pelo
antagonista frente a um agente patogénico in vitro, assim como a inducgéo de resisténcia
e a hipoviruléncia em plantas (MEYER et al., 2019).

As espécies de Trichoderma ditas como oportunistas ambientais sdo
caracterizadas por alguns fen6tipos em comum, como ampla distribuicdo geogréfica,
rapido crescimento e agressiva colonizacdo de nichos no solo e na rizosfera, alta
habilidade de parasitar outros fungos e, como acontece com Vvarias espécies, aptiddo
para estabelecer interacdes benéficas com plantas, ocasionando em promogdo de
crescimento e inducdo de resisténcia a doencas (DE ABREU; PFENNING, 2019).

A atividade antifingica dos metabdlitos secundarios produzidos por
Trichoderma € bem reconhecida e tem sido demonstrada em uma variedade de géneros
fangicos fitopatogénicos, alguns desses géneros incluem Botrytis, Fusarium,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotrys, Penicillium, Aspergillus, Gaeumannomyces,
Phytophthora, Pythium e Colletotrichum (HERMOSA et al., 2014; MONTE;
BETTIOL; HERMOSA, 2019).

O primeiro produto disponibilizado no mercado para uso no Brasil, a base de

Trichoderma, foi em 1987, sendo o primeiro registro de um produto comercial a base
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de Trichoderma em 2006 (BETTIOL et al., 2014; BETTIOL; SILVA; CASTRO et al.,
2019).

No ano 2019, existiam 21 produtos registrados como biofungicidas a base de
Trichoderma, sendo 66% dos produtos registrados a base de Trichoderma harzianum,
24% a base de Trichoderma asperellum, 5% a base de Trichoderma koningiopsis e 5%
a base de Trichoderma stromaticum (MEYER et al., 2019). Atualmente nos ultimos
registros apontam que 56 produtos sdo a base de Trichoderma ou compostos de
Trichoderma spp. + Bacillus (AGROFIT, 2023).

Um dos produtos mais comercializados & base de Trichoderma é o
Trichodermil SC 1306, que tem como ingrediente ativo a espécie Trichoderma
harzianum. Este produto atua principalmente por meio de mecanismos como
competicdo por espaco e nutrientes, antibiose (producédo de substancias antifungicas),
e parasitismo, onde o Trichoderma parasita e mata os patégenos, contribuindo para o
controle de doencas nas plantas (TRICHODERMIL SC 1306 - KOPPERT 2023).

Estudos confirmam a eficacia de Trichoderma, por exemplo, Yones; Kayim
(2021) conduziram pesquisas com folhas destacadas de feijao-fava (Vicia faba L.) e 0s
isolados T. harzianum, T. atroviride, T. virens e T. longibrachiatume foram eficazes
em reduzir a area abaixo da curva de progresso da doenca de B. cinereae. Resultados
similares foram observados em condi¢fes de campo, com reducdo média de 42,63%
por Ribeiro et al. (2016), quando utilizou T. harzianum para reduzir a agressividade
da antracnose em frutos de mamao in vivo e in vitro. Pelaez et al. (2016) relataram uma
inibicdo de 91% in vitro do crescimento de C. gloeosporioides por T. asperellum. De
la Cruz et al. (2018) constataram inibicGes in vitro de 9,5; 22,5 e 21,9% por cepas de T.

harzianum, T. asperellum e T. longibrachiatum, respectivamente.
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IDENTIFICACAO E PATOGENICIDADE DE ESPECIES DE Colletotrichum
ASSOCIADAS A ANTRACNOSE EM ANONACEAS NO BRASIL.
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RESUMO

A producdo de anonaceas apresenta importancia econémica para o Brasil, com destaque para a
regido nordeste. No entanto, estas culturas sdo atacadas por diversas doencas fungicas, dentre
elas destaca-se a antracnose, que se apresenta com maior incidéncia durante o periodo chuvoso,
representando um grande obstaculo para a expansdo destas culturas. A antracnose é causada
por espécies do género Colletotrichum, provocando lesdes em folhas, ramos, flores e frutos,
assim como, o abortamento de flores e queima de ponta de ramos. Portanto, a correta
identificacdo do agente etioldgico € essencial para determinar as estratégias de manejo e
controle adequado. O objetivo do estudo foi identificar as espécies de Colletotrichum
associadas a atemoleira, gravioleira e pinheira, por meio de caracteristicas morfoculturais e o
uso de ferramentas moleculares, bem como avaliar teste de patogenicidade dos isolados e a
patogenicidade cruzada dos isolados de Colletotrichum theobromicola. Para a obtencdo dos
isolados fangicos de Colletotrichum foram realizadas coletas de folhas e frutos de atemoleira,
gravioleira e pinheira apresentando sintomas tipicos da doenca em plantios comerciais nos
estados de Alagoas, Bahia, Ceard e Pernambuco. Em seguida, foram realizados estudos
morfoldgicos, culturais e testes de patogenicidade em plantas assintomaticas. A analise inicial
das sequéncias parciais do gene GAPDH foi realizada com quarenta e oito isolados de
Colletotrichum, sendo estes agrupados no complexo gloeosporioides. Para confirmar as
espécies identificadas com o gene GAPDH, onze isolados foram selecionados e submetidos a
analises filogenéticas concatenadas com os genes (GAPDH, TUB2, ApMat) e regido ITS do
rDNA. As espécies C. theobromicola, C. fructicola e C. tropicale estdo associadas a antracnose
em pinheira, gravioleira e atemoleira na regido Nordeste do Brasil. Para o teste de
patogenicidade cruzada as mudas de pinheira foram mais suscetiveis aos trés isolados de C.

theobromicola.

Palavras-chave: Annona; Colletotrichum gloeosporioides; Filogenia.
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1. INTRODUCAO

A familia Annonaceae, compreende aproximadamente 120 géneros e cerca de 2.300
espeécies, as quais estdo classificadas em quatro subfamilias: Ambavioideae, Anaxagoreoideae,
Annonoideae e Malmeoideae. No Brasil, essas subfamilias estdo representadas com um total de
386 espécies, distribuidas em 29 géneros (SOBRINHO, 2010; CHATROU et al., 2012;
GONCALVES et al., 2017).

A popularidade das anonaceas no Brasil é notavel, sendo a pinheira (Annona squamosa
L.), a gravioleira (Annona muricata L.) e a atemoleira (Annona x atemoya Mabb. ou Annona
squamosa x Annona cherimola) as mais cultivadas. A &rea de producdo dessas frutas é
significativa: cerca de 5.000 hectares para a pinha, mais de 2.000 hectares para a graviola e
aproximadamente 2.000 hectares para a atemoia (PEREIRA et al., 2019).

O cultivo da pinheira no Brasil é distribuido em vérios estados, incluindo Alagoas,
Bahia, Ceard, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul e
Sdo Paulo, conforme mencionado pelo IBGE. No entanto, a Bahia destaca-se com a maior
producdo nacional, sendo mais de 82% de toda a area colhida no pais, seguida pelos estados do
Rio Grande do Norte e Alagoas (IBGE, 2019).

Os dados do Censo Agropecuério do IBGE indicam que a quantidade de pinha
produzida no Brasil, em 2017, era de 8.753 toneladas de frutos, com 95% desse total referente
aregido Nordeste. Além disso, a predominancia da regido em relacao a area plantada com pinha
representava 97% do total, com 3.481 hectares, sendo o estado da Bahia corresponde com 72%
dessa area (IBGE, 2017).

A gravioleira é explorada majoritariamente nas regiGes Norte e Nordeste (BEZERRA;
LEDERMAN, 2021). Segundo o Censo Agropecuario de 2017, a producdo de A. muricata L.
esta fortemente concentrada no estado da Bahia. Enquanto a atemoia, ocorre principalmente em
regides de clima tropical, e atualmente seu cultivo esta concentrado nos estados de S&o Paulo,
norte do Parana, Minas Gerais, Bahia e Pernambuco. O interesse pela atemoia esta crescendo,
visando especialmente a comercializac¢ao dos frutos (BARON, 2014).

Essas informacGes evidenciam a importancia econdmica das anonéceas no Brasil, tanto
para 0 mercado interno quanto para a exportacdo. O cultivo e a comercializacdo dessas frutas
sdo impulsionados pelo interesse dos produtores devido a sua demanda e valor no mercado
(QUEIROGA et al., 2023), contribuindo significativamente para a economia agricola do pais,
no qual refletem a diversidade da producdo brasileira e a capacidade de atender as demandas

do mercado nacional e internacional.
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A competitividade e a qualidade dos produtos agricolas brasileiros sdo destaques no
cenario global (QUEIROGA et al., 2023). No entanto, as culturas da atemoleira, gravioleira e
pinheira no Brasil enfrentam diversos desafios relacionados a doencas, sendo a antracnose
causada por Colletotrichum spp., uma das mais significativas. A antracnose é uma doenca
fangica que afeta vérias partes da planta, incluindo frutos, folhas e ramos e pode causar sérias
perdas na produgédo (COSTA et al. 2019; BORGES et al., 2021).

No Brasil as espécies ja relatadas como agentes causais da antracnose em anonaceas
sdo: C. karsti, C. gigasporum, C. fructicola (COSTA et al., 2017, 2019), C. gloeosporioides, C.
siamense (COSTA et al., 2019; SALINAS-CASTRO et al., 2020; BORGES et al., 2021), C.
theobromicola, C. tropicale, C. brevisporum e C. cliviicola (COSTA et al., 2019) e C. fioriniae
em Nova Zelandia (LIU et al., 2021). Esses estudos utilizaram analises filogenéticas, que
apresentam informacdes da sequéncia de nucleotideos de distintas regides genémicas, provando
ser uma ferramenta valiosa para uma identificacdo mais precisa das espécies dentro do género
Colletotrichum (CANNON et al., 2012; WEIR et al., 2012; LIU et al., 2022).

As analises filogenéticas, quando combinadas com caracteristicas morfoldgicas,
fornecem uma abordagem mais robusta e confiavel para a classificacdo das espécies (DAMM
et al., 2019; COSTA et al., 2019; SILVA-CABRAL et al., 2020). Vale ressaltar ainda, que a
morfologia das espécies de Colletotrichum pode ser altamente varidvel e, muitas vezes, ndo €
suficiente para garantir uma identificacdo precisa. Devido a essa variabilidade, as
caracterizacdes baseadas apenas em critérios morfologicos podem ser imprecisas, dificultando
a distincdo entre diferentes espécies (VIEIRA et al., 2020).

Assim, a fim de contribuir para o melhor entendimento da etiologia das espécies
causadoras de antracnose que incidem sobre as culturas das anonéaceas no Nordeste do Brasil,
0 objetivo do trabalho foi identificar espécies do género Colletotrichum associadas a atemoleira,
gravioleira e pinheira, com base em analises de filogenia multi-locus, caracterizacdo

morfocultural e testes de patogenicidade.
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2. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos na Clinica fitossanitaria e no Laboratério de
fitopatologia e virologia molecular, do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL).

2.1. Obtencéo e preservacao dos isolados

Folhas e frutos de atemoleira, gravioleira e pinheira apresentando manchas de
coloragdo pardo-escura, com o centro mais claro, de contorno irregular, distribuidas por todo o
limbo foliar, tipico de antracnose foram coletadas em plantacdes localizadas nos Estados de
Alagoas, Bahia, Ceara e Pernambuco, durante os anos 2022 e 2023.

O material vegetal foi previamente lavado em agua corrente e secos em papel toalha.
Uma lesdo representativa de cada folha foi cortada na regido de transic¢ao entre o tecido doente
e o0 sadio. As amostras de tecido vegetal foram submetidas a um processo de desinfestacdo
superficial para eliminar microrganismos indesejados que podem estar presentes na superficie.
A desinfestacdo consistiu em lavagem com éalcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio a
(1% v/v) por 1 minuto e duas lavagens em agua destilada esterilizada (ADE), posteriormente,
secas em papel filtro esterilizado e transferidos para placa de Petri contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA).

As placas com os fragmentos de tecido foram mantidas em temperatura ambiente até
o surgimento das hifas fangicas. Discos das bordas do micélio foram retirados e depositados em
novas placas de Petri, contendo meio BDA, para formacéo das estruturas reprodutivas. Apds a
esporulacéo os isolados foram previamente identificados morfologicamente, como pertencentes
ao género Colletotrichum de acordo com os trabalhos de Sutton, 1980, 1992; Weir, Johnston,
Damm, 2012 e Damm et al., 2019.

Para a obtencéo dos isolados monospéricos realizou-se a diluicdo seriada de uma suspensao
de esporos de 2x10° conidios/mL da concentracéo inicial, calibrada com o auxilio da camera
de Neubauer, em seguida uma aliquota de 20 pL foi uniformemente distribuida em placas de
Petri contendo meio de cultura agar a&gua (AA) e espalhados com uma alca de Drigalski. Apos
24 horas, um Unico esporo germinado de cada isolado foi transferido para novas placas de Petri
contendo meio BDA. Os isolados monospéricos foram preservados pelo método de Castellani
(1967), tubos de eppendorf e em tubos de ensaio contendo meio BDA. Os estudos de
caracterizacdo molecular, morfologica, cultural, testes de patogenicidade e controle foram

realizados a partir das culturas monosparicas.
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2.2. Teste de patogenicidade dos isolados de Colletotrichum em folhas destacadas

O teste de patogenicidade dos isolados de Colletotrichum foi realizado em folhas jovens
assintomaticas do seu hospedeiro original (atemoleira, pinheira e gravioleira). Os isolados
foram cultivados, por 7 dias, em meio BDA a 26+1°C para favorecer a esporulacéo.
Posteriormente, 10 ml de ADE foi adicionada a placa de Petri e realizada uma raspagem com
alca de Drigalski para obter uma suspens&o, na qual foi ajustada para 2x10° conidios/ml usando
a camera de Neubauer.

Apos o ajuste da suspensdo, 30 pL da suspensdo de esporos foi depositada sobre a
superficie adaxial de cada folha com e sem ferimentos (os ferimentos foram realizados com
auxilio de um alfinete esterilizado), compondo de 4 repeticdes para cada isolado. A testemunha
compreendeu apenas por ADE. As folhas foram acondicionadas, separadamente, em gerbox
contendo papel filtro esterilizado e umedecido com ADE para manter a umidade relativa do ar
elevada e, assim, favorecer o desenvolvimento do patdégeno. Os experimentos foram mantidos a

25°C, por sete dias.

2.3. Caracterizacdo molecular
2.3.1. Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR

Para caracterizagdo molecular foram selecionados quarenta e oito isolados de acordo com
as caracteristicas fenotipicas e teste de patogenicidade. Na extracdo de DNA genémico, 0s
isolados foram cultivados por sete dias em placas de Petri contendo meio BDA, posteriormente,
trés discos de BDA contendo as estruturas do patdgeno foram transferidos para Erlenmeyer
com capacidade de 50 mL, contendo 30 ml de meio de cultura Sacarose-Extrato de Levedura-
Asparagina preparado de acordo com o protocolo de Zauza et al. (2007), para a obtencéo da
massa micelial dos isolados, durante sete dias. Transcorrido esse tempo, o micélio foi coletado,
lavado em ADE, seco em papel filtro autoclavado, posteriormente, utilizado para a extracéo do
DNA total, conforme o protocolo de Doyle & Doyle (1987).

A qualidade do DNA foi determinada por eletroforese, em gel de agarose 1% usando o
corante azul de bromofenol e corados com brometo de etideo, visualizado em transiluminador
sob luz ultravioleta (UV) e fotografada em L-PIX-Chemi Loccus Biotecnologia®.

O DNA foi usado como molde para a amplificagdo por PCR das sequéncias parciais do
gene que codifica para a proteina gliceraldeido-3-fosfaro desidrogenase (GAPDH), usando o
par de primers GDF1 e GDRL1. Posteriormente, foram selecionados isolados do género

Colletotrichum, representativos de cada clado formado na arvore filogenética com GAPDH,
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para 0 sequenciamento com a regido do espacador interno transcrito ribossomal (ITS), do gene
B-tubulina 2 (TUB2) e ApMat.

As condicBes de ciclagem da PCR para o0 gene GAPDH consistiram de desnaturacao inicial
a 95 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 62 °C por 30 s, 72 °C por 45 s e um
ciclo final a 72 °C, durante 7 min. A temperatura de anelamento diferiu para TUB a 55 °C. Para
a regido ITS a condigéo de ciclagem da PCR consistiu de desnaturacao inicial a 95 °C por 2
min, seguido de 38 ciclos a 95 °C por 1 min, 55 °C por 30 s, 72 °C por 45 s e um ciclo final a
72 °C, durante 10 min. Para o gene ApMat as condicGes de ciclagem da PCR consistiu numa
desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 62 °C por 45 s,
72 °C por 60 s e um ciclo final a 72 °C, durante 10 min.

As reacOes de PCR foram compostas por tampdo 10X (3 uL), MgCI2 50 mM (0,9 uL),10
mM DNTP (2,4 uL), 10 uM de cada oligonucleotideo (2 pL), 1U Taq DNA polimerase (0,2
pulL) e DNA (1uL) 25ng / puL) e 20,5 uL de agua deionizada esterilizada (Milli-Q). Os produtos
de PCR foram visualizados sob luz UV, em gel de agarose a 1%, e corados em brometo de
etideo como agente intercalante de DNA. Os produtos de PCR foram enviados para

sequenciamento na empresa ACTGene analises moleculares Brasil.

2.4. Analises filogenéticas

As sequéncias consenso foram montadas utilizando o software Staden Package. Estas
foram inicialmente comparadas com o banco de dados de sequéncias do GenBank usando o
algoritmo BLASTN para determinar as espécies com as quais compartilham maior identidade.
Com base nos resultados da analise BLASTN, sequéncias de isolados tipos e outras referéncias
de espécies de Colletotrichum disponiveis no GenBank para cada gene e regido gendmica foram
obtidas para as andlises filogenéticas.

Alinhamentos maltiplos de sequéncias foram preparados usando o algoritmo MUSCLE
(EDGAR, 2004), implementado no software MEGA v.7 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (TAMURA et al., 2011) para os conjuntos de dados. Foram construidas arvores
filogenéticas de Inferéncia Bayesiana individuais e concatenados, com as sequéncias dos genes
e regido gendmica, empregando o método da cadeia de Markov Monte Carlo, na 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.
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2.5. Estudos morfoculturais das espécies de Colletotrichum

Para avaliar os caracteres morfoldgicos e culturais, um isolado representativo dos clados
da arvore filogenética concatenada foi selecionado. Os isolados de Colletotrichum foram
cultivados em meio BDA e incubados a temperatura ambiente durante 7 dias. Na caracterizagao
cultural, um disco de 5mm de didmetro retirado da borda da col6nia foi depositado para o centro
de novas placas de Petri de 90 mm de diametro, contendo 20 mL de meio BDA sintético e
incubados em Biochesmistry Oxigen Demand (BOD), sob temperatura de 25 £ 1 °C e
fotoperiodo de 12h. Apds 7 dias, foram observados os aspectos e coloragdo das colbnias, bem
como o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), o qual foi determinada medindo
diariamente o didmetro das col6nias (cm) tomado no reverso das placas em dois sentidos, com
0 auxilio de uma régua milimetrada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com cinco repeticdes para cada isolado, sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri.

A caracterizagdo morfoldgica e morfométrica dos conidios baseou-se no tamanho e forma
de 50 conidios e de 50 apressorios de cada isolado, selecionados ao acaso de col6nias com sete
dias de crescimento. Laminas de microscopia foram colocadas em placas de Petri forradas com
papel filtro e autoclavadas. Posteriormente, foram adicionadas 30 pL de suspensdo na
concentracdo 10° conidios/mL™ sobre as laminas e umedecido o papel com ADE e apds 48
horas, o tamanho e forma dos apressérios foram observados.

Em seguida, as medidas de comprimento e largura de conidios e apressérios foram obtidas
por meio de imagens capturadas por camera digital (Olympus IX2-SLP) acoplada ao
microscopio Optico (Olympus CKX41) com aumento de 400x e mensurados no software
BELView (Verséo 6.2.2.1).

2.6. Teste de patogenicidade cruzada de isolados de Colletotrichum theobromicola em
mudas de anonéaceas

Isolados representativos de Colletotrichum theobromicola, identificados por meio de
Inferéncia Bayesiana baseados nas analises filogenética multi-locus dos genes B-tubulina
(TUB2), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), e regido intergénica dos genes apn2
e MAT1-2-1 (ApMat) e regido do espaco interno transcrito (ITS) foram escolhidos para avaliar
a capacidade patogénica cruzada em mudas de pinheira, gravioleira e atemoleira.

As mudas foram produzidas a partir de sementes obtidas de frutos maduros da cultivar
criou la de pinheira, cultivar morada da gravioleira, e cultivar Gefner de atemoleira. Os frutos

foram despolpados e suas sementes lavadas e secas em papel toalha, posteriormente, foi
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colocada uma semente em cada saco pléastico de polietileno (22x20cm), contendo solo
misturado com matéria orgénica. As mudas foram mantidas em casa de vegetacao e irrigadas a
cada dois dias. Aos 90 dias foram utilizadas no experimento.

Os isolados de C. theobromicola foram cultivados em placas de Petri, contendo meio
BDA e mantidos a temperatura ambiente, durante sete dias. Ap6s esse periodo, discos de BDA
contendo as estruturas do patégenos foram inoculados em folhas das mudas de seus respectivos
hospedeiros originais e entre as culturas, ou seja, isolado proveniente de pinheira foi inoculado
em gravioleira e atemoleira; isolado obtido de gravioleira inoculado em atemoleira e pinheira;
isolado de atemoleira em gravioleira e pinheira.

As inoculagbes foram realizadas em oito folhas, cada folha contendo trés repeticdes,
sendo quatro folhas feridas, com auxilio de uma agulha estéril, quatro sem ferimentos. A
testemunha foi constituida por mudas inoculadas apenas com discos de meio BDA, sem as
estruturas do patdgeno. A avaliacdo foi realizada aos sete dias, medindo o didmetro da lesdo
(cm), em duas direcBes perpendiculares, no qual foi realizado o célculo do didmetro da leséo
(DLE). O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes/planta.

As plantas foram acondicionadas em uma estrutura envolta por plastico, com dois
umidificadores, ligados a cada 12 horas, para manter a umidade relativa do ar elevada a fim de
fornecer condicOes ideais de umidade e temperatura para iniciar 0s processos de germinagéo e

penetracdo do patdgeno nos tecidos do hospedeiro.
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3. RESULTADOS
3.1. Obtencao dos isolados de Colletotrichum.

Um total de 183 isolados pertencentes ao género Colletotrichum associados a pinheira,
atemoleira e gravioleira foram obtidos a partir de folhas e frutos, coletadas nos estados de
Alagoas, Bahia, Pernambuco e Ceara (Tabela 1, figura 1).

Figura 1: Mapa das areas de coleta das amostras de atemoleira, gravioleira e pinheira.
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Tabela 1. Isolados de Colletotrichum obtidos de pinheira, atemoleira e gravioleira. Os isolados
destacados foram enviados para sequenciamento na empresa ACTGene.

Isolado Hospedeiro Local Ano de Isolado  Hospedeiro Local Ano de
coleta coleta
1 BAP Pinha Canarana-BA 2022 93 PEP Pinha Pernambuco 2022
2 BAP Pinha Canarana-BA 2022 94 PEP Pinha Pernambuco 2022
3 BAP Pinha Canarana-BA 2022 95 PEP Pinha Pernambuco 2022
4 BAP Pinha Canarana-BA 2022 96 PEP Pinha Petrolina-PE 2022
5 BAP Pinha Canarana-BA 2022 97 PEP Pinha Petrolina-PE 2022
6 BAP Pinha Canarana-BA 2022 98 PEP Pinha Petrolina-PE 2022
7 BAP Pinha Canarana-BA 2022 99 PEP Pinha Petrolina-PE 2022
8 PEP Pinha Petrolina-PE 2022 100 PEP Pinha Petrolina-PE 2022
9PEP  Pinha  Petrolina-PE 2022 101 ALA  Atemoja  almeira dos 2022
Indios-AL
10PEP  Pinha  PetrolinaPE 2022 102ALA  Atemoia  Halmeirados .,
Indios-AL
11PEP  Pinha  Petrolina-PE 2022 103ALA  Atemoja  almeira dos 2022
Indios-AL
12ALP  Pinha  Riolargo-AL 2022 104 ALA  Atemoia " almeira dos 2022
Indios-AL
13ALP  Pinha  Riolargo-AL 2022 105ALA  Atemoia  Faimeirados 2022
Indios-AL
14ALP  Pinha  RiolLargo-AL 2022 106 ALA  Atemoia  Faimeira dos 2022
Indios-AL
15ALP  Pinha Estrelade ), 107 ALA  Atemoia  Maragogi-AL 2022
Alagoas
16 ALP  Pinha Estrelade ), 108 ALA  Atemoia  Maragogi-AL 2022
Alagoas
17ALP  Pinha Estrela de 2022 109 PEA  Atemoia  Petrolina-PE 2022
Alagoas
18ALP  Pinha Estrela de 2022 110 ALA  Atemoia  Halmeira dos 2022
Alagoas Indios-AL
19ALP  Pinha Estrelade ), 111 ALA  Atemoia  Halmeira dos 2022
Alagoas Indios-AL
20ALP  Pinha lgaci-AL 2022 112ALA  Atemoia " aimeira dos 2022
Indios-AL
21ALP  Pinha Igaci-AL 2022 113ALA  Atemoia  aimeira dos 2022
Indios-AL
22 ALP  Pinha lgaci-AL 2022 114ALA  Atemoia  Fameirados 5y,
Indios-AL
23ALP  Pinha Igaci-AL 2022 115ALA  Atemoia " aimeira dos 2022
Indios-AL
. Presidente . Palmeira dos
24 BAP Pinha Dutra-BA 2022 116 ALA  Atemoia indios-AL 2022
. Palmeira dos . Palmeira dos
25 ALP Pinha indios-AL 2022 117ALA Atemoia indios-AL 2022
26 BAP  Pinha  CasaNova-BA 2022 118 ALA  Atemoia  Halmeirados 2022
Indios-AL
27ALP  Pinha Estrelade ), 119ALA  Atemoia  Halmeira dos 2022
Alagoas Indios-AL
28 ALP  Pinha Estrela de 2022 120 ALA  Atemoia  Halmeira dos 2022
Alagoas Indios-AL
29BAP  Pinha Canarana-BA 2022 121 ALA  Atemoia  Halmeira dos 2022
Indios-AL
30 ALP Pinha Maceio - 2022 122 ALA  Atemoia  Maragogi-AL 2022

Alagoas



31 BAP
32 BAP
33 BAP
34 BAP
35 BAP
36 BAP
37 BAP
38 BAP
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3.2. Teste de patogenicidade dos isolados de Colletotrichum em folhas destacadas.

Fonte: Autora, 2024

Os isolados representativos de cada clado da arvore filogenética foram patogénicos aos

seus hospedeiros originais, observando a ocorréncia de manchas necréticas, de coloracdo

marrom-escura e com tamanhos variaveis na superficie das folhas com ferimento, tipicos da

doenca antracnose, em um periodo que variou de dois a trés dias, apds a inoculacéo (Figura 4).

A maioria dos isolados ndo apresentou sintomas nas folhas sem ferimento, nenhum sintoma foi

observado nas testemunhas (Figura 4).
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O isolado 2BAP induziu a maior leséo (2,3 cm), enquanto que o isolado 58ALP
apresentou a menor leséo (0,63 cm) em folhas destacadas, havendo diferencga na severidade dos
sintomas para os demais isolados (Figura 2 e Tabela 2).

Figura 2: Teste de patogenicidade em folhas destacadas com e sem ferimento. Folhas de pinha:
Isolado 2 BAP (A), 12 ALP (B) e 19 ALP (C); Isolado 58 ALG (D) e 61 BAG (E) em folhas de
graviola; Isolado 102 ALA em folhas de atemoia (F); Testemunha de pinha (G), graviola (H) e
atemoia (1).

Fonte: Autora, 2024

Tabela 2: Diametro das lesdes dos isolados de Colletotrichum associadas a antracnose das anonaceas
em folhas destacadas.

Isolados Didmetro da leséo (cm)
2 BAP (1'72’_3%’8)

61 BAG (O,g’—Si,O)

19 ALP (O,gl?iA)

58 ALG (o,g’?g,s)

12 ALP (0,31—871,0)

102 ALA (0,5?’—7 %’9)

Fonte: Autora, 2024
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3.3. Caracterizagdo molecular dos isolados de Colletotrichum.

A andlise inicial das sequéncias parciais do gene gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH) foi realizada com quarenta e oito isolados de Colletotrichum, que representavam
maior diversidade de caracteristicas fenotipicas, espécie hospedeira, regido geogréfica de
origem e agressividade, em relacdo ao teste de patogenicidade, com a finalidade de uma
identificacdo preliminar das espécies de Colletotrichum.

A pesquisa BLAST dos isolados no banco de dados GenBank, juntamente coma arvore
filogenética de Inferéncia Bayesiana, utilizando o gene GAPDH, permitiu a delimitacdo das
espécies, no complexo Colletotrichum gloeosporioides. Os clados foram previamente
definidos, indicando a presenca de trés espécies de Colletotrichum: C. theobromicola
reconhecida como a espécie mais prevalente em gravioleira (2/14), seguida de atemoleira (5/9).
C. tropicale (6/25) associada apenas a cultura da pinheira e C. fructicola (3/14) provenientes de
gravioleira. Os demais isolados (32/50) estédo em clados n&o definidos preliminarmente (Figura
3).

Onze isolados representativos, da arvore filogenética com o gene GAPDH, foram
utilizados para analise multi-locus com os genes GAPDH, ApMat e TUB2 e regido ITS do
rDNA, confirmando a posi¢do taxonémica dos isolados (Figura 4).

Com isso, permitiu agrupar os isolados 12 ALP, 58 ALG e 102 ALA, proximo a espécie
Colletotrichum theobromicola, esses isolados foram provenientes de plantios comerciais de
pinheira, gravioleira e atemoleira do estado de Alagoas. Os isolados 3BAP (Pinheira/Bahia) e
19 ALP (Pinheira/Alagoas) agruparam-se com a espécie C. tropicale. Quatro isolados (9 PEP,
18 ALP, 61 BAG e 108 ALA) estdo em um ramo préximo a espécie C. fruticola, sendo obtidos
das trés culturas dos estados de Pernambuco, Alagoas e Bahia. Os isolados 25 ALP e 2 BAP
agruparam-se em um clado proximo as espécies C. siamense, C. australianum, C. pandanicola,

C. changpingense e C. thasutense (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo Colletotrichum gloeosporioides
baseada nas sequéncias parciais do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Os isolados
utilizados neste estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore estd enraizada com Colletotrichum
boninense (ICMP17904).
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Figura 4. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana utilizando GAPDH, TUB2, ApMat e
regido ITS para espécies do complexo Colletotrichum gloeosporioides. Os isolados utilizados
neste estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore esta enraizada com Colletotrichum
boninense (ICMP17904).
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3.4.Estudos morfoculturais das espécies de Colletotrichum.

As caracteristicas culturais das colonias, dos isolados dentro do complexo C.
gloeosporioides, apresentaram heterogeneidade em relacdo a coloracdo do micélio variando de
cinza, branco acinzentado e branco alaranjado no centro, cotonosos, bordas irregulares e
regulares, sem estrias, com e sem setores (Tabela 3).

A variacdo no indice de velocidade de crescimento médio das coldnias dentro do
complexo foi de 0,8 a 1,4 mm.dia. Os conidios apresentaram-se hialinos, nio septados,
cilindricos com pontas redondas. O comprimento médio dos conidios variou entre 7,72 e 11,92
pum e largura média de 2,5 e 4,49 um. Os apressorios apresentaram cor predominantemente
marrom escuro, com formato irregular e o0 comprimento médio variou de 4,24 e 6,82 um e a

largura média de 3,36 a 4,80 um (Tabela 3 e Figura 5).
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Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas e culturais de isolados do género Colletotrichum, representativos de cada clado referente a arvore
filogenética multi-locus.

Conidios (um)

Apressorios (um)

Crescimento

Isolados _ _ micelial Coldnias
Comprimento Largura Comprimento Largura (mm/dia)
102 ALA 901 25 49 338 0,8 Coloragéo branca, micélio
(11,25-6,80) (3,62-2,1) (7,79-3,28) (4,66-2,95) cotonoso, borda regular.
58 ALG 10,54 4,04 6.87 48 1,3 Coloragéo branca, com centro
(12,57-7,89) (5,55-2,5) (7,97-4,92) (5,97-3,61) de coloragdo salméo, micélio ralo, com
borda irregular.
19 ALP 11,30 449 5.30 4,03 1,4 Coloragéo branco-alaranjado,
(12,72-10,24) (5.16-3.85) (7,73-3,98) (4,64-3,10) centro rosa, micélio cotonoso, com
borda branca e regular.
11,92 3,90 4,24 3,36 « .
2 BAP 1,3 Coloragdo branco-cinza claro
(15,76-6,54) (5,00-3,33) (6,01-3,26) (4,01-2,22) com setores, micélio ralo, com borda
regular.
8,15 2,83 4,74 3,56 x .
12 ALP 0,9 Coloragdo branco-cinza, com
(10,72-6,48) (3,38-1,80) (6,97-3,41) (4,44-3,05) centro preto, micélio cotonoso, e borda
regular.
61 BAG 7,72 3,35 4,93 3,49 09
(9,04-6,09) (4,44-2,22) (6,63-2,83) (4,98-2,41) ' Coloragéo branca, micélio ralo,

e borda regular.

Fonte: Autora, 2024



Figura 5: Caracteristicas morfoculturais dos isolados representativos de Colletotrichum e sintomas observados em campo e teste de
patogenicidade em folhas destacadas de pinheira, gravioleira e atemoleira.
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Fonte: Autora, 2024
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3.5. Teste de patogenicidade cruzada dos isolados de Colletotrichum theobromicola em
mudas de anonaceas.

Sintomas tipicos de antracnose foram observados entre o periodo de 48 e 72 h ap0s a
inoculacéo dos isolados de C. theobromicola. Inicialmente foram observados pequenos pontos
de coloracdo marrom, a medida que a doenca progredia as lesdes aumentavam, tornando-se
necroticas, deprimidas na superficie das folhas com ferimentos (Figura 6). Nas testemunhas nao
foram observados sintomas da doenca.

O isolado 102ALA (Alagoas/Atemoia) quando inoculado em mudas de pinheira,
induziu a maior lesdo (0,6 cm), enquanto que nas mudas de gravioleira e atemoleira (hospedeiro
original), o diametro médio das lesdes foi de 0,2 cm. O isolado 12 ALP (Alagoas/Pinha)
demostrou preferéncia pelo seu hospedeiro original, causando lesdes de 0,4 cm, no entanto, em
atemoleira e gravioleira as médias foram de 0,3 cm. Quando analisamos o isolado 58 ALG
(Alagoas/Graviola), observamos uma menor lesdo (0,2 cm), em comparacdo as lesbes
observadas em atemoleira e pinheira (0,3 cm), também ndo foi observado nenhum sintoma no

teste sem ferimento (Tabela 4, Figura 5).

Tabela 4: Diametro das les6es dos isolados de Colletotrichum theobromicola em mudas de
anonaceas.

HOSPEDEIROS

ISOLADQOS Atemoleira Pinheira Gravioleira
Diametro médio da lesdo (cm)
0,2 0,6 0,2
102 ALA 01-13)  (03-10)  (01-06)
0,3 0,4 0,3
12ALP (01-09)  (03-09)  (02-05)
58 ALG 0,3 0,3 0,2

(0,1-0,7) (0,2-0,4) (0,1-0,4)
Fonte: Autora, 2024
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Figura 6: Teste de patogenicidade cruzada de isolados de Colletotrichum theobromicola em mudas de
anonaceas.

ISOLADOS HOSPEDEIROS
Atemoleira Gravioleira Pinheira
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Fonte: Autora, 2024
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4. DISCUSSAO

O género Colletotrichum é um grupo de fungos patogénicos que afeta uma ampla
variedade de plantas, incluindo as anonaceas (AMORIM, 2011; JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
2014). Esses fungos podem causar doengas, como a antracnose, que € uma das principais
preocupacdes dos produtores de gravioleira, atemoleira e pinheira no Brasil. Ao longo dos anos,
varios estudos, tém sido conduzidos para investigar a prevaléncia, a diversidade genética e o
impacto das espécies desse género nessas culturas, como o trabalho de Kamei et al. (2014);
Costa, et al. (2019) e Camara, et al., (2024), que proporcionaram, dados valiosos sobre a
ecologia desses patdgenos, incluindo os fatores que influenciam na disperséo, sobrevivéncia no
ambiente e interacdo com as plantas hospedeiras.

O principal objetivo da pesquisa foi identificar espécies de Colletotrichum associadas a
doenca antracnose em anonaceas, nos plantios comerciais da regido nordeste de Brasil,
utilizando andlises filogenéticas, morfoculturais e testes de patogenicidade. Ao identificar essas
espécies pOde-se entender melhor a epidemiologia da doenca, incluindo sua distribuicdo
geografica, prevaléncia e variabilidade genética, que sdo informacgdes fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes, a implementacao de praticas culturais
adequadas e o uso racional de fungicidas.

Uma analise preliminar da filogenia foi empregada usando o gene GAPDH para 0s
quarenta e oito isolados de Colletotrichum obtidos de folhas com sintomas de antracnose das
culturas de atemoleira, gravioleira e pinheira, com o interesse principal de garantir a
representatividade dos isolados a serem descritos como pertencentes a comunidade fangica
associada a essas culturas. O gene GAPDH tem sido utilizado, nos ultimos anos, como medida
inicial na identificacdo de espécies do género Colletotrichum, pois sua combinagdo com outros
genes tem permitido distinguir de forma confiavel a maioria dos tdxons (WEIR; JOHNSTON;
DAMM, 2012; LIMA et al., 2013; COSTA, 2014).

Essas medidas foram adotadas nos Gltimos anos, pois, inicialmente, pesquisas de
identificacdo molecular eram utilizadas apenas com a regido ITS-DNA, para espécies do género
Colletotrichum (MILLS et al. 1992; SREENIVASAPRASAD et al. 1992). No entanto, com 0
passar do tempo foram observadas limitacOes, tendo a necessidade de uma abordagem
polifasica que permite a resolucdo de ambiguidades originadas pelos metodos antigos de
classificacéo e expandem a possibilidade de descobrir novas especies em diferentes hospedeiros
(VIEIRA et al., 2020; FERNANDEZ-HERRERA et al., 2020; SILVA et al., 2021; ASTOLFI
etal., 2022).
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Dessa maneira, as analises de filogenia multi-locus combinada aos dados morfoculturais
e teste de patogenicidade revelaram algumas espécies dentro do complexo C. gloeosporioides
associadas a antracnose em anonaceas. Trés espécies foram identificadas: C. fructicola, C.
theobromicola e C. tropicale e dois isolados ndo resolvidos. Algumas espécies deste complexo
ja tinham sido descritas em varias culturas de importancia econdmica ao redor do mundo
(WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; JAMES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014,
VELOSO et al., 2018), incluindo as anonéaceas (ALVAREZ et al., 2014; KAMEI et al., 2014;
COSTA et al., 2017, 2019; CAMARA, et al., 2024). Portanto, ndo é um fenémeno isolado
observar a ocorréncia de multiplas espécies de Colletotrichum causando antracnose em Annona
spp.

Dessa forma, € interessante observar a associacdo ampla de C. theobromicola em
diversas espécies de anonaceas nas regides de cultivo ao redor do mundo, incluindo Brasil,
Meéxico, Panama, Colémbia e Japdo (VILLANUEVA-ARCE et al., 2008; ROJAS et al., 2010;
ALVAREZ etal., 2014; COSTA etal., 2019; CAMARA et al., 2024). Essa espécie é conhecida
por ser amplamente distribuida em regibGes tropicais e subtropicais e afeta uma ampla
diversidade de hospedeiros (WEIR et al., 2012; ALVAREZ et al., 2014; KAMEI et al., 2014).

Em nossos estudos, C. theobromicola foi a espécie mais prevalente encontrada nos
plantios de gravioleira e atemoleira no estado de Alagoas. Similarmente as nossas descobertas,
Alvarez et al. 2014 e Costa et al., 2019, também, relataram essa prevaléncia em anonéceas, na
Colémbia e no Brasil, respectivamente.

No Brasil, C. theobromicola foi relatado em frutos de carnauba (Copernicia prunifera)
(ARAUJO et al., 2018), sapotizeiro (Manilkara zapota) no estado de Ceara (MARTINS, et al.,
2018), em frutos de Roma (Punica granatum) (SILVA-CABRAL et al., 2020), maracujazeiro
(Passiflora edulis) (SILVA et al., 2022), no estado de Alagoas.

Colletotrichum fructicola foi originalmente relatada como agente causal da doenca dos
frutos do café em Coffea arabica no norte da Tailandia (PRIHASTUTI et al., 2009) e como
endofito foliar na América Central (ROJAS et al., 2010). Além disso, observa-se relatos em
culturas de importancia agricola como: frutos de mamao (Carica papaya L.), pimenta
(Capsicum frutensens L.) (PHOULIVONG et al., 2010), cacau (Theobromae cacao L.) (ROJAS
etal., 2010; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; FUENTES-ARAGON et al., 2018), macieira
e morango (Fragaria vesca L.) (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012), citrus (Citrus spp.)
(PENG et al., 2012), frutos de uva (Vitis vinifera) (HUANG et al., 2013; PENG et al., 2013;
ECHEVERRIGARAY et al., 2020) e em roma (SILVA-CABRAL et al., 2019, 2020).
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No nordeste brasileiro, foi relata sua presenca em cladddios de Nopalea cochenillifera
no estado de Pernambuco (CONFORTO et al., 2017), em maracujazeiro (SILVA et al., 2022),
folhas de Annona spp. (COSTA et al., 2019) e atemoleira (CAMARA et al., 2024) no Estado
de Alagoas. Em nosso estudo, C. fructicola foi a segunda espécie mais prevalente causando
antracnose em Annona spp., a partir das analises concatenadas.

Colletotrichum tropicale foi relatado em 2010 como um endofito em folhas de
Theobroma cacao no Panama (ROJAS et al., 2010). Estudos demonstram sua associagdo com
diversas plantas cultivadas, ornamentais e nativas em todo o mundo, ndo demonstrando
especificidade do hospedeiro (BARONCELLI, 2021; LIU et al. 2022). Esta espécie ocupa a
décima posicdo do género Colletotrichum com maior nimero de hospedeiros, sendo relatada
em associagdo com 31 hospedeiros como patogénica e/ou endofitico (TALHINHAS;
BARONCELLLI, 2021). Portanto, ha relatos da ocorréncia desta espécie associada a manga
(Mangifera indica L.), pimentdo (C. annum), pimentas (Capsicum spp.), pinha (Annona
squamosa), graviola (A. muricata), no Brasil (LIMA et al., 2013; COSTA, 2014; SILVA et al.,
2017. COSTA, 2019). Por outro lado, em nosso estudo observamos a presenca desse patégeno
apenas em pinheira, apesar de ser ja ter sido relata em plantios de gravioleira e pinheira
(UDAYANGA et al., 2013; ALVAREZ et al., 2014; COSTA 2019). Ainda encontramos relatos
de C. tropicale causando antracnose em H. costaricensis, no México e no Brasil, em 2023
(NUNEZ-GARCIA et al., 2023; MAYUM I et al., 2023).

A arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana concatenada com os genes GAPDH,
TUB2, ApMat e regido ITS, ndo confirmaram a identificacdo dos isolados 25 ALP e 2 BAP,
provenientes de pinheira dos estados de Alagoas e Bahia, respectivamente, ficando préximo as
espécies C. siamense, C. australianum, C. pandanicola e C. changpingense. Colletotrichum
siamense ja foi relatado em Annona reticulata como um dos principais patégenos da doenca
(UDAYANGA et al., 2013). No Brasil, estudos apontam como patdgeno em pinha, graviola
(COSTA et al., 2019) e atemoia (CAMARA et al., 2024).

Os resultados do presente estudo estdo alinhados com estudos anteriores, por exemplo,
Alvarez et al. (2014) observaram a ocorréncia da doenca antracnose em diferentes partes da
gravioleira, em plantios comerciais na Colémbia. Os autores destacam que as espécies do
género Colletotrichum estdo distribuidas em trés complexos principais: C. gloeosporioides
(incluindo C. theobromicola, C. tropicale, C. siamense e C. gloeosporioides stricto sensu), C.
boninense (C. karstii) e C. acutatum. Esses complexos representam diferentes grupos de

espécies dentro do género Colletotrichum e refletem a diversidade genética e a complexidade
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da patogenicidade desses fungos. Assim, é convergente ao estudo de Costa (2019) e Talhinas;
Baroncelli (2023).

Vale ressaltar que os isolados de atemoleira foram provenientes apenas de plantios de
Annona spp. localizados no estado de Alagoas, sendo assim, a baixa prevaléncia das espécies
de Colletotrichum em outros estados para essa cultura. Ainda reforgamos, a baixa
representatividade de isolados dos estados da Bahia e Pernambuco, com isso, néo
correspondendo com a real situacdo das espéecies que realmente estdo presentes nos plantios
comercias, causando a doenga antracnose.

As caracteristicas morfoculturais das colonias, dos isolados de Colletotrichum do
estudo, apresentaram uma ampla variacdo na coloracdo. Esses resultados estdo convergentes
com estudos anteriores conduzidos por varios autores, como Kamei et al. (2014), Damm et al.
(2014), Balendres et al. (2020) e Silva-Cabral et al. (2020). Essa variacdo na coloracdo das
colonias pode ser atribuida a diversos fatores, incluindo temperatura, condicGes de
armazenamento e meio de cultura (MENEZES, 2002; COUTO; MENEZES, 2004). Vieira et
al. (2018) e Khodadadi et al. (2020) destacaram a influéncia desses fatores na estabilidade e
aspectos das col6nias de fungos, incluindo espécies de Colletotrichum.

Os testes de patogenicidade mostram que os isolados selecionados do presente estudo
causaram sintomas nas folhas de Annona spp. associadas a antracnose, corroborando 0s
resultados visualizados por outros autores, que descrevem os sintomas de manchas de coloracao
pardo-escuras com centro claro, com formato irregular, e a medida que o tempo passa as essas
lesbes aumentam de tamanho (KAMEI et al., 2016; COSTA et al, 2019; SILVA et al., 2022;
CAMARA et al., 2024). Esses resultados indicam a capacidade patogénica dos isolados, assim
também, sdo importantes para entender a epidemiologia da doenca nas culturas especificas, e
destacam a importancia de compreender o desenvolvimento de estratégias de controle
direcionadas as medidas preventivas especificas para cada cultura.

O fato de alguns isolados serem mais agressivos em hospedeiros diferentes do seu
original, sugere que as espécies de Colletotrichum tém uma capacidade consideravel de
adaptacdo a novos ambientes e hospedeiros. 1sso pode tornar o controle da antracnose mais
desafiador, pois o patdégeno pode rapidamente se ajustar a mudangas nas praticas de cultivo ou
variagdes no clima.

Nossos estudos reforcam a importancia da doenca antracnose em plantios comerciais de
anonaceas, evidenciando uma ampla distribuicdo geografica das espécies de Colletotrichum.

Além disso, contribui para uma compreensdo mais ampla da interagdo entre esses patdgenos e
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suas plantas hospedeiras. Isso é fundamental para proteger a producéo dessas culturas agricolas
importantes na regido Nordeste do Brasil e em outras areas de cultivo.

5. CONCLUSOES

As espécies Colletotrichum theobromicola, C. fructicola e C. tropicale estdo presentes
nas culturas de pinheira, atemoleira e gravioleira associadas a antracnose no Nordeste do
Brasileiro.

Os isolados de Colletotrichum theobromicola tém a capacidade de ser patogénicos em

diferentes espécies de anonaceas.
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CAPITULO Il

SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS DE Colletotrichum theobromicola A
FUNGICIDAS.
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RESUMO
A antracnose, causada por Colletotrichum spp., € uma doenca de importancia econémica para
atemoleira, gravioleira e pinheira, por provocar lesdes em diferentes 6rgaos da planta. Dado o
impacto da antracnose nessas culturas, é essencial desenvolver estratégias eficazes de controle,
combinando medidas preventivas e curativas. Diante disso, 0s objetivos deste trabalho foram
avaliar o efeito dos fungicidas difenoconazole, piraclostrobina, flutriafol e a combinacéo de
azoxistrobina + difenoconazol sobre o crescimento micelial de trés isolados de C.
theobromicola, assim como avaliar o efeito preventivo e curativo de azoxistrobina +
difenoconazol em mudas de atemoleira, gravioleira e pinheira. No experimento in vitro utilizou-
se 0 método de incorporacdo dos fungicidas ao meio de cultura BDA sintético (Batata-
Dextrose-Agar) para avaliar a inibicdo do crescimento micelial dos isolados. Nesse método, 0s
fungicidas foram incorporados ao meio BDA, nas concentrac@es de 50, 75 e 100 pg de i.a. ml°
! do fungicida Difenoconazole; do Piraclostrobina foram: 75, 100 e 125 ug de i.a. mI; para
Flutriafol as concentragGes de: 200, 375 e 550 pg de i.a. mI™ e Azoxistrobina + Difenoconazol:
100, 162,5 e 225 pg de i.a. mI™t. Posteriormente, discos de meio BDA contendo as estruturas
do patégeno foram inoculados nas placas contendo o meio suplementando com fungicida. As
placas foram incubadas em camara do tipo B.O.D., a 25 = 1°C no escuro e as placas eram
mensuradas diariamente, no periodo de sete dias. Para avaliar a eficacia dos fungicidas nos
diferentes tratamentos, foram estimados dois parametros importantes: o indice de Crescimento
Micelial (IVCM) e a Porcentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (PIC). Para avaliar o
efeito preventivo e curativo de azoxistrobina + difenoconazol na concentragio de 162,5 ug L*
foram utilizadas mudas assintomaticas de atemoleira, gravioleira e pinheira. No tratamento
curativo, as mudas foram inicialmente inoculadas com discos de BDA contendo o patdgeno, e,
apos dois dias, foi realizada a pulverizacao do fungicida. No tratamento preventivo, o fungicida
foi pulverizado nas mudas, e, ap6s um intervalo de 48 horas, foram inoculados discos contendo
as estruturas fangicas dos isolados. Ao décimo quarto dia, os tratamentos foram avaliados
medindo-se o didmetro das lesbes causadas pelo patégeno. No experimento in vitro, todos 0s
fungicidas foram eficientes na redugdo do crescimento micelial dos isolados de C.
theobromicola. No experimento in vivo, o tratamento preventivo obteve o melhor resultado no

controle da antracnose em mudas de anonaceas.

Palavras-chave: Annona; Controle; Estrobilurinas; Triazois.
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1. INTRODUCAO

As anonaceas tém ganhado destaque no mercado global de frutas, tanto in natura quanto
processadas, devido ao seu sabor Gnico, valor nutricional e potencial para aplicacfes
medicinais. A gravioleira, pinheira e atemoleira sdo algumas das espécies mais populares dentro
dessa familia (INOUE et al., 2009; LEMOS, 2014; SILVA et al., 2015). No entanto, essas
culturas vém enfrentando uma série de doencas, principalmente, a antracnose, considerada de
elevada importancia econémica no Nordeste do Brasil, devido as grandes perdas na producéo
(LEMOS et al., 2014; COSTA et al., 2019; FISCHER et al., 2019) e tem como agente causal
espécies do género Colletotrichum (JOHNSTON; DAMM, 2012; JAMES et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2014; COSTA, et al., 2017; 2019; WEIR; VELOSO et al., 2018).

A busca de tecnologias torna-se necessaria para 0 aumento da producao agricola, com o
objetivo de combate as doencas, e 0 uso de produtos quimicos é a tecnologia mais utilizada até
0 momento (GHINI; KIMATI, 2000; OLIVEIRA, 2018). Os fungicidas atuam de varias maneiras
para combater os fungos fitopatogénicos, seja interferindo na sintese de componentes celulares
essenciais, como membranas celulares e parede celular, inibindo processos metabdlicos vitais
ou dificultando funcgdes especificas nas células fangicas (FRAC, 2017). Por exemplo, o grupo
dos triazois atuam inibindo a biossintese de ergosterol, um componente importante da
membrana celular dos fungos, enquanto as estrobilurinas interferem na cadeia de transporte de
elétrons nas mitocondrias dos fungos. As carboxamidas inibem a biossintese de lipideos na
membrana celular e os protetores multissitios agem em varias etapas metabdlicas dentro da
celula fangica, dificultando o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos fungos (REIS et al., 2012;
ZANATTO et al., 2018).

Historicamente, os fungicidas quimicos tém sido amplamente utilizados para o controle
da antracnose e de outros patégenos em culturas como pinheira, gravioleira e atemoleira. No
entanto, 0 uso excessivo e indiscriminado desses produtos pode resultar em problemas
ambientais, como a contaminacdo do solo e da agua, além do desenvolvimento de resisténcia
por parte dos fungos-alvo (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014; SAATH; FACHINELLO,
2018)

Visando direcionar o melhor manejo no controle da antracnose em anonéaceas, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar a sensibilidade in vitro de trés isolados de Colletotrichum theobromicola
aos fungicidas Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e a combinacdo de Azoxistrobina +
Difenoconazol, bem como avaliar a eficacia do fungicida Azoxistrobina + Difenoconazol no

controle da antracnose em mudas da pinheira, atemoleira e gravioleira.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo dos isolados de Colletotrichum theobromicola

Para os testes in vitro e in vivo, isolados representativos de C. theobromicola,
identificados por meio de Inferéncia Bayesiana baseados nas analises filogenética multi-locus
dos genes P-tubulina (TUB2), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), ApMat, e
regido do espaco interno transcrito (ITS) foram escolhidos para os experimentos (tabela 1), por
serem 0s mais prevalentes nas analises preliminares dos estudos de identificacdo referentes ao

capitulo I.

Tabela 1: Isolados de Colletotrichum theobromicola.

ESPECIE Isolados Hospedeiro Lugar de coleta
C. theobromicola 12 ALP A. squamosa Rio Largo — AL
C. theobromicola 58 ALG A. muricata Maragogi - AL

C. theobromicola 102 ALA A. Squamosa X A. palmeira dos Indios -AL
cherimolia

Fonte: Autora, 2024

2.2. Efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial in vitro de isolados de Colletotrichum
theobromicola

A sensibilidade dos isolados de C. theobromicola foi avaliada observando o crescimento
micelial em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA-Kasvi) sintético, suplementado com

fungicidas descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Fungicidas utilizados nos testes de sensibilidade.

Ingrediente Ativo Nome comercial Grupo quimico Tipo CIA!
Difenoconazole Score Triazol Sistémico 250g/L*
Piraclostrobina Comet Estrobilurinas  Sistémico 250g/L*

Flutriafol Tenaz Triazol Sistémico 500g/L*!
Azoxistrobina Estrobilurina 200 g/L?
+ Amistar Top® + Sistémico +
Difenoconazol Triazol 125 g/L*t
1 ~ - - -
Concentracéao do ingrediente ativo Fonte: Autora, 2024

Os fungicidas foram dissolvidos diretamente em agua destilada esterilizada e, em
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seguida, foi completado seu volume até 100 mL, para obtencdo de uma solugdo estoque de
10.000 mg L"* do ingrediente ativo. A partir da solucéo estoque, foi realizada uma diluicdo em
série, de tal maneira que cada mL dessa solucdo, quando adicionada a 99 mL de meio BDA
fundente, produzia a concentracdo desejada.

O meio de cultura com o fungicida foi homogeneizado e, posteriormente, vertidos em
placas de Petri. Discos de 5mm de didmetro contendo as estruturas fangicas, com 7 dias de
crescimento, dos isolados de C. theobromicola, foram colocados no centro de placas de Petri,
contendo meio BDA sintético, suplementado com os fungicidas. As testemunhas consistiram
da inoculacéo de discos miceliais diretamente no meio BDA sem a adi¢do de fungicidas. As
placas foram mantidas em camara B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), a temperatura de
25°C + 1 no escuro.

As concentracOes dos fungicidas foram estabelecidas utilizando uma dosagem maior e
uma menor, referente aquela recomendada pelo fabricante para o controle da antracnose para
anonaceas. Logo, para o fungicida difenoconazole foram estabelecidas as seguintes
concentragdes: 50, 75 e 100 pg de i.a. mIL. Para Piraclostrobina foram: 75, 100 e 125 ug de i.a.
ml?. O Flutriafol as concentragdes foram: 200, 375 e 550 pg de i.a. mlI* e Azoxistrobina +
Difenoconazol: 100, 162,5 e 225 ug de i.a. mI™L.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto por 3 isolados de
C. theobromicola x 4 fungicidas x 3 concentragdes + testemunha, sendo cinco repeti¢es por
tratamento. As avaliacGes foram realizadas, por meio da mensuracao do crescimento micelial,
perpendicularmente, durante 7 dias, com auxilio de uma régua. Com o resultado das medidas,
foi calculado o indice de velocidade crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo
do crescimento micelial (PIC), de acordo com as formulas descritas a seguir:

G, G G
veM = >+ 242
(AR

Onde: C1, Cz e Cn correspondem ao crescimento micelial na primeira, segunda e ultima

avaliacdo; e N1, N2 e Nn correspondem ao numero de dias apds a inoculacéo.

PIC (Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) X 100

Crescimento da testemunha
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2.3. Efeito de fungicidas sobre isolados de Colletotrichum theobromicola em mudas de
anonaceas.

Para testar a capacidade do fungicida azoxistrobina + difenoconazol, concentracdo de
162,5 ugL, no controle preventivo e curativo da antracnose, mudas de pinheira, gravioleira e
atemoleira foram produzidas a partir de sementes obtidas de frutos maduros. A escolha desse
fungicida foi determinada por apresentar os melhores resultados no teste in vitro dos isolados
de C. theobromicola.

Os frutos foram despolpados e suas sementes lavadas e secas em papel toalha,
posteriormente, foi colocada uma semente em cada saco plastico de polietileno (22x20cm),
contendo solo misturado com matéria organica. As mudas foram mantidas em casa de vegetacédo
e irrigadas a cada dois dias. Aos 90 dias, foram utilizadas nos experimentos, que foi realizado
em dois periodos distintos. O primeiro no més de abril e 0 segundo no més de agosto, ambos
em 2024.

Para determinar o efeito preventivo foram realizadas pulveriza¢bes do fungicida nas
folhas das mudas de atemoleira, gravioleira e pinheira e, apos 48 horas, os discos de micélio
provenientes das colbnias dos isolados de C. theobromicola, cultivadas durante 7 dias, em meio
de cultura BDA, foram inoculadas nas folhas. Para a testemunha foram utilizadas mudas, sem
a aplicacdo do fungicida, inoculadas com o patégeno. No efeito curativo foi realizada a
inoculacdo dos discos de BDA contendo as estruturas do patdégeno em folhas das culturas e,
apos o surgimento das lesGes, foi pulverizado o fungicida. A testemunha consistiu na inoculagéo
do patégeno no mesmo periodo da aplicacdo do fungicida. As inoculacdes foram realizadas em
quatro folhas, feridas com auxilio de uma agulha estéril, sendo uma repeticéo por folha.

As pulverizagbes com o fungicida foram realizadas utilizando um borrifador manual,
onde em cada planta eram depositados aproximadamente 10ml da suspenséo, na concentragao
de 162,5 pgL™.

Posteriormente, todas as mudas foram acondicionadas em uma estrutura envolta por
plastico, com umidificadores, ligados a cada 12 horas, para manter a umidade relativa do ar
elevada e, assim, favorecer o desenvolvimento do patégeno. O experimento foi mantido por um
periodo de 14 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto por 3 isolados de
C. theobromicola x 1 fungicida x 1 concentracdo. As avaliagOes foram realizadas por meio da
mensuracdo do crescimento micelial, perpendicularmente, aos quatorze dias. O patogeno foi
reisolado para comprovar a patogenicidade das espécies conforme os postulados de Koch
(1882).
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3. ANALISE DOS DADOS

Os resultados dos experimentos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas pelo Teste de Tukey, utilizando o programa estatistico Assistat (SILVA,
AZEVEDO, 2016).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial in vitro de isolados de
Colletotrichum theobromicola.

Observou-se diferenca significativa entre os fungicidas e concentracfes testadas,
guando analisamos o crescimento micelial dos isolados de C. theobromicola, sobre os efeitos
das diferentes concentragdes dos fungicidas Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e
Azoxistrobina + Difenoconazol.

As maiores porcentagens de inibicao do crescimento micelial dos isolados foram obtidas
nas maiores concentragdes (100; 125; 162,5; 225; 375 e 550 pgL™) dos fungicidas
Difenoconazole, Piraclostrobina, Azoxistrobina + Difenoconazol (Amistar top) e Flutriafol,
respectivamente.

A maior concentracdo de difenoconazole (100 pg L™?) inibiu 42,62, 76,44 e 100% do
crescimento micelial dos isolados 58ALG; 12ALP e 102ALA, respectivamente. No entanto, na
concentragdo recomendada pelo fabricante (75 pg L), para antracnose em anonaceas houve
uma reducdo de 50,88% do crescimento micelial para o isolado 102ALA, ja para o isolado
12ALP a reducdo foi de 32,06%, contudo, para o isolado 58ALG ndo houve reducéo
significativa, com apenas 1,63% (Figura 1).

Figura 1: Porcentagem de inibicdo micelial dos isolados de Colletotrichum theobromicola utilizando o
fungicida Difenoconazole.
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Para o fungicida Piraclostrobina observou-se uma redugédo do crescimento micelial de
42% para o isolado 12ALP; 39,74% para 102ALA e 32,46% para 58 ALG na maior

concentragéo de 125 pg L. Todavia, na concentragdo recomendada pelo fabricante (100 pg L

1y os isolados apresentaram uma reducdo minima na PIC, em comparacdo a dosagem maior
(125 pg LY. Para o isolado 102ALA houve apenas reducgdo de 12,91%, e 13,91% para 12ALP,
o0 isolado 58ALG foi quem apresentou um melhor comportamento com 21,74% (Figura 2).

Figura 2: Porcentagem de inibicdo micelial dos isolados de Colletotrichum theobromicola
utilizando o funaicida Piraclostrobina.
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A interacdo entre o fungicida Flutriafol e as concentragOes estabelecidas (200, 375, 550
ugL™t) apresentaram uma resposta de sensibilidade dos isolados que variou de acordo com as
concentracdes. As maiores porcentagens de inibicdo do crescimento micelial foram observadas
na dosagem de 550 pg L, inibindo 100% do crescimento micelial para o isolado 102 ALA,
seguido do isolado 12 ALP (80,21%). No entanto, observa-se que para o isolado 58ALG houve
uma baixa reducédo da PIC, ficando menor que 20% em todas as concentracgdes testadas (Figura
3).

Figura 3: Porcentagem de inibicdo micelial dos isolados de Colletotrichum theobromicola
utilizando o fungicida Flutriafol
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Quando utilizou a mistura de Azoxistrobina + Difenoconazol evidenciou uma relagdo
proporcional entre os valores da PIC, ou seja, as trés concentragdes foram capazes de inibir o
crescimento micelial dos trés isolados. Observa-se ainda que a maior concentragio (225 pgL™)

e a concentragéo recomendada pelo fabricante (162,5 pugL™) apresentou resultados semelhantes
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na inibicdo do crescimento micelial desses isolados. Essas concentracGes foram capazes de
inibir o crescimento micelial em torno de 80% para os isolados 102 ALA e 12 ALP, ja para o

isolado 58ALG foi constatada uma inibicao de aproximadamente 50% (Figura 4).

Figura 4: Porcentagem de inibicdo micelial dos isolados de Colletotrichum theobromicola utilizando o
fungicida Azoxistrobina + Difenoconazol
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Baseado nos dados obtidos, pode-se inferir a eficacia variavel dos fungicidas no indice
de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), mostrando uma variagdo significativa,

dependendo dos isolados de C. theobromicola e concentracgdes utilizadas (Tabela 3).
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Quando utilizou o fungicida difenoconazole, observou que & medida que aumentavam
as concentra¢des diminuia o IVCM para todos os isolados, exceto para 58ALG que apresentou
comportamento diferente dos demais isolados, com valor de 4,73 cm na concentracéo de 75 g
L, quando comparado com a menor concentracdo (50 pug L) (3,97 cm) e ndo diferindo
estatisticamente da testemunha. No entanto, observa-se ainda que a melhor inibigdo (100%)
ocorreu para o isolado 102ALA, na maior concentracdo (100 pg L) (Figura 5, Tabela 3A).
Resultados semelhantes foram observados para Flutriafol, ou seja, na maior concentracao (550
ug L) do fungicida obteve uma alta taxa de inibicdo do crescimento micelial do isolado
102ALA (100%). Observacdes tabém foram realaizadas para o isolado 58ALG com um
aumento do IVCM (4,41 cm) na maior concentragéo (550 pg L), quando comparados com as
menores doses 200 pg L™ (4,19 cm) e 375 pg L (4,10 cm) (Figura 6, Tabela 3B).

Para o fungicida Piraclostrobina observa-se uma reduc¢édo acentuada no IVCM para todas
as concentracdes testadas, quando comparados com a testemunha, obtendo-se o melhor
resultado para o isolado 12ALP (2,12 cm), na maior concentragio (125 pg L), sendo este
isolado o mais suscetivel ao tratamento. Contudo, o isolado 58ALG apresentou a maior
resisténcia ao fungicida em relacdo aos demais isolados para todas as concentrac6es (Figura 7,
Tabela 3C). Resultados semelhantes foram observados para a mistura de Azoxistrobina +
Difenoconazol, no qual o isolado 58ALG, também, apresentou maior resisténcia ao fungicida
em todas as concentragdes testadas. Contudo, o isolado 12ALP foi o mais suscetivel (0,49 cm)
na concentragdo de 162,5 pug L, dose recomendada pelo fabricante. Ainda vale ressaltar que,
de forma geral, os trés isolados testados apresentaram uma melhor resposta quando utilizou a

mistura Azoxistrobina + Difenoconazol (Figura 8, Tabela 3D).

Tabela 3: Médias da inibicdo de velocidade de crescimento micelial (IVCM) nas distintas
concentragdes dos fungicidas Difenoconazole, Flutriafol Piraclostrobina, e Azoxistrobina +
Difenoconazol no controle de isolados de Colletotrichum theobromicola.

(A) FUNGICIDA DIFENOCONAZOLE
Concentragdes (ug de i.a.mg L-1)

ISOLADOS

(C. theobromicola) MEDIAS (cm)
Testemunha 50 75 100

102 ALA 3,97 bA 3,24hB 2,21cC 0,00 cD

58 ALG 4,81 aA 3,97 aB 4,73 aA 2,76 aC

12 ALP 3,67 cA 3,05hB 2,49 bC 0,86 bD
Isolados (1) 654.2427 **
Concentrac6es (C) 865.3695 **
Interacéo I x C 55.4930 **

CV% 5,54




(B) FUNGICIDA FLUTRIAFOL

CONCENTRACOES (ug de i.a.mg L-Y)

ISOLADOS

(C. theobromicola) MEDIAS (cm)
Testemunha 200 375 550
102 ALA 3,97 bA 2,96 bB 2,51bC 0,00 cD
58 ALG 4,81 aA 4,19 aB 4,10 aA 4,41 aB
12 ALP 3,67 bA 3,01bB 2,69 bB 0,72bC
Isolados (1) 582.4051 **
Concentracoes (C) 360.2336 **
Interacdo | x C 83.6601 **
CV% 6,73
(C) FUNGICIDA PIRACLOSTROBINA
CONCENTRAGCOES (ug de i.a.mg L-1)
ISOLADOS -
(C. theobromicola) MEDIAS (cm)
Testemunha 75 100 125
102 ALA 3,97 bA 3,70 aAB 3,36 abB 2,39bC
58 ALG 4,81 aA 3,94 aB 3,71aBC 3,33aC
12 ALP 3,67 bA 3,66 aA 3,16 bB 212Bc
Isolados (1) 58,72 **
Concentrag6es (C) 110,39 **
Interacéo I x C 4,85 **
CV% 6,93
(D) FUNGICIDA AZOXISTROBINA + DIFENOCONAZOL
CONCENTRAGCOES (ug de i.a.mg L-1)
ISOLADOS -
(C. theobromicola) MEDIAS (cm)
Testemunha 100 162,5 225
102 ALA 3,97 bA 0,84 bB 0,74 bB 0,71 bB
58 ALG 4,81 aA 2,74 aB 2,44 aC 2,30aC
12 ALP 3,67 cA 0,73bB 0,49 cC 0,77 bB
Isolados (1) 867.5687 **
Concentrac6es (C) 1573.4835 **
Interacdo I X C 17.3840 **
CV% 6,89
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Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem significativamente entre

si pelo teste de Tukey.

(**) Significativo a 1% de probabilidade (p <.01).
(*) significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05).

(ns) ndo significativo (p >=.05)

Fonte: Autora, 2024



Figura 5: Sensibilidade de isolados de Colletotrichum theobromicola nas diferentes concentra¢fes do fungicida Difenoconazole

DIFENOCONAZOLE

Testemunha 50 pgL-t 100 pgL-t

58 ALG

102 ALA

12 ALP

Fonte: Autora, 2024
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58 ALG

102 ALA

12 ALP

Figura 6: Sensibilidade de isolados de Colletotrichum theobromicola nas diferentes concentra¢des do fungicida Flutriafol

FLUTRIAFOL
Testemunha 200 pgL-* 375 pgL-t 550 pgL-?

Fonte: Autora, 2024
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Figura 7: Sensibilidade de isolados de Colletotrichum theobromicola nas diferentes concentra¢Ges do fungicida Piraclostrobina

PIRACLOSTROBINA

75 gLt 100 pgL-t 125

,»—/‘/_— —

Testunha gL-t

58 ALG

12 ALP

Fonte: Autora, 2024
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Figura 8: Sensibilidade de isolados de Colletotrichum theobromicola nas diferentes concentracées do fungicida Azoxistrobina + Difenoconazol.

AZOXISTROBINA + DIFENOCONAZOL

Testemunha 100 pgL-* 162,5 pgL-* 225 pgL-t

P

58 ALG

102 ALA

12 ALP

Fonte: Autora, 2024
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4.2. Efeito de fungicidas sobre isolados de Colletotrichum theobromicola em mudas de
anonaceas.

Nos experimentos em mudas de anonéceas, os resultados obtidos sobre a efeito do
fungicida Amistar Top (Azoxistrobina + Difeconazol) indicam que houve diferenca estatistica
entre os tratamentos curativo e preventivo em relagédo a testemunha para os isolados 102 ALA
e 12 ALP (Tabela 4, Figura 9). Os trés isolados causaram manchas de coloracdo marrom-
escuras, deprimidas, com bordas irregulares ou circulares, que variaram de tamanho.

Para ambos experimentos, de acordo aos resultados, indicam que o tratamento curativo
teve um efeito ligeiramente positivo na reducdo do tamanho das lesdes causadas pelos isolados
102ALA e 12ALP, quando comparado as testemunhas. No entanto, para o isolado 58ALG, este
tratamento ndo foi eficaz, uma vez que ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a
testemunha.

O tratamento preventivo provou ser mais eficaz na reducéo do tamanho das lesbes para
os trés isolados, nos dois experimentos. Cabe ressaltar que o isolado 12 ALP, identificado como
mais agressivo mostrou a maior reducdo no tamanho da leséo neste tratamento em comparacao

a sua testemunha (Tabela 4, Figura 9).

Tabela 4: Severidade da antracnose in vivo de isolados de Colletotrichum theobromicola
AZOXISTROBINA + DIFENOCONAZOL (162,5 ug de i.a.mg L-1)

Experimento 1 (Abril/2024) Experimento 2 (Agosto/2024)
ISOLADOS (Médias do diametro das ISOLADOS (Médias do diametro
TRATAMENTOS lesBes em cm) das lesbes em cm)
102 ALA 12 ALP 58 ALG 102 ALA 12 ALP 58 ALG

Testemunha 0,65a 1,22 a 0,55a 0,55a 0,91a 0,51a
Curativo 0,45b 0,47b 05a 0,44ab 0,58 ab 0,46 a
Preventivo 0,25¢ 0,25¢ 0,30 b 0,33b 0,50b 0,37 b
Periodo de 5 5 5 5 ’ ’

Incubacdo (Dias)
CV% 16,56 8,11 12,83 17,50 26,52 9,90

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
vdep Fonte: Autora, 2024




102 ALA

12 ALP

58 ALG

Figura 9: Sensibilidade in vivo de isolados de Colletotrichum theobromicola ao fungicida Azoxistrobina + Difenoconazol.

Testemunha Tratamento Curativo Tratamento Preventivo

Fonte: Autora, 2024
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5. DISCUSSAO

A antracnose tornou-se um dos problemas mais importantes para a cultura das
anonéceas, visto que a viruléncia de Colletotrichum spp. provoca uma diminuicao significativa
no rendimento e na qualidade dos frutos, decorrentes do ataque do patégeno em vérias partes
da planta (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014; QUEIROGA et al., 2023). Devido a importancia
econbmica das pinheiras, gravioleiras e atemoleiras como culturas frutiferas, é crucial
desenvolver e implementar estratégias eficazes de manejo da antracnose. Isso pode incluir
praticas culturais adequadas, uso de cultivares resistentes, quando disponiveis, além do uso de
fungicidas.

A aplicacdo de fungicidas na cultura das anonaceas esta baseada na utilizacao isolada
ou em misturas de principios ativos dos grupos das estrobilurinas, triazdis, ditiocarbamatos,
benzimidazois e carboxamidas (MAPA, 2024). Os experimentos empregando fungicidas e
diferentes concentragdes foram conduzidos para avaliar a sensibilidade de trés isolados de C.
theobromicola associados a antracnose de anonaceas.

A espécie C. theobromicola foi selecionada para os testes devido a sua relevancia nos
estudos de identificacdo do capitulo anterior, bem como nos relatos de Costa et al., (2019) e,
assim, determinar o potencial dos fungicidas flutriafol, difenoconazole, piraclostrobina e a
mistura de azoxistrobina + difenoconazol no controle da doenca antracnose nas culturas da
pinheira, gravioleira e atemoleira (SCORE-SYNGENTA, 2023; FLUTRIAFOL-SUMITOMO
CHEMICAL, 2023; COMET-SYNGENTA, 2023; AMISTAR TOP-SYNGENTA, 2022).

Os fungicidas flutriafol e difenoconazole pertencem ao grupo Triazol, sua formulacao é
do tipo Concentrado Emulsionavel (EC) (AGROFIT, 2023). Sao classificados como fungicidas
sistémicos, conhecidos por sua acdo extremamente toxica e possui propriedades preventivas,
curativas e antiesporulantes contra fungos (SCORE-SYNGENTA, 2023; FLUTRIAFOL-
SUMITOMO CHEMICAL, 2023), sendo amplamente utilizados para controlar a antracnose e
outras doencas fangicas e em varias culturas de importancia econémica (REIS et al., 2018).

O flutriafol, tem sido avaliado para o controle de doengas em ampla gama de culturas
(BHUIYAN et al., 2014). Esse fungicida é considerado o triazol com maior mobilidade dentro
da planta em comparacdo a outros do mesmo grupo. No entanto, a sua persisténcia nos tecidos
vegetais pode variar significativamente entre as espécies. 1sso ocorre devido a diferentes fatores
fisiologicos e bioquimicos, que influenciam a absorgéo, translocacao e degradagéo do principio
ativo em cada tipo de planta (ZHANG et al., 2015). Este fungicida mostrou-se eficiente no
controle da antracnose do cajueiro (ADRIANO et al., 2022).
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A eficacia de Difeconazole € relatada por Séles et al., (2019), no controle in vitro da
espécie de C. theobromicola, assim como as outras espéecies associadas a antracnose em pinha
e graviola. Shi et al. (2021) relataram alta sensibilidade das espécies C. enigma, C. scovillei, C.
truncatum e C. fructicola ao fungicida difenoconazole.

Piraclostrobina é do grupo das estrobilurinas que atuam como inibidor do transporte de
elétrons nas mitocondrias das células dos fungos, inibindo a formacdo de ATP essencial nos
processos metabolicos (COMET, 2023).

A mistura Azoxistrobina +Difenoconazol possui mais de um modo de acdo que sao
frequentemente utilizadas para aumentar a eficacia do controle e reduzir o desenvolvimento de
resisténcia por parte dos patdgenos. Por exemplo, a associacdo da azoxistrobina (Qols), que
pertence ao grupo dos inibidores da quinona externa, com difenoconazol (DMIs) € um inibidor
da desmetilacdo, sendo uma estratégia comum para o controle eficaz da antracnose e de outras
doencas fungicas (AMISTAR TOP-SYNGENTA, 2022).

Varios autores tém relatado a eficcia da azoxistrobina e do difenoconazol no controle
da antracnose causada por diferentes espécies de Colletotrichum, em diversas culturas, por
exemplo, Oliveira et al. (2021) utilizaram com eficéacia a azoxistrobina e o difenoconazol no
controle da antracnose causada por C. truncatum na cultura da soja (Glycine max L.). Veloso
et al., (2021, 2022) demonstraram que a azoxistrobina e difenoconazol foram eficazes no
controle da antracnose causada por vérias espécies de Colletotrichum em cajueiro (Anacardium
occidentale L.).

Os isolados provenientes de pinheira e atemoleira apresentaram comportamento
semelhantes quando submetidos as diferentes concentragfes do fungicida Azoxistrobina
+Difenoconazol. Esses resultados sdo consistentes com os obtidos por Carrefio et al. (2021) que
relataram uma inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum spp. ao usar os fungicidas
tebuconazol, propiconazol, difenoconazol, benomil, carbendazim e azoxistrobina.

Os resultados aos tratamentos utilizando os diferentes fungicidas/concentracfes
demostram diferencas na sensibilidade entre os isolados da mesma espécie, por exemplo, 0
isolado de atemoia apresentou melhores resultados na concentragdo maior dos fungicidas do
grupo de inibidores de desmetilagéo (difenoconazole e o flutriafol).

Diferentes ingredientes ativos, apesar de pertencerem a0 mesmo grupo quimico,
possuem diferencas intrinsecas que afetam diretamente sua performance no controle de
doencas. A translocacdo de um fungicida no interior das plantas esta associada a sua

lipofilicidade intrinseca ou a sua relativa solubilidade nas membranas. Portanto, cada fungicida



102

tem um espectro de acdo que pode ser mais ou menos efetivo contra certas espécies (SANTOS
etal., 2018).

Em relacdo ao efeito preventivo e curativo dos fungicidas do grupo quimico dos triazois
e estrobilurinas, no controle da antracnose, ajudam a garantir um maior controle, caso que
aconteceu neste trabalho com o fungicida Azoxistrobina + Difenoconazol no controle de C.
theobromicola, pois os triazdis podem atuar como protetores ou como curativos
(BUCHENAUER, 1987; AMISTAR TOP-SYNGENTA, 2022); e as estrobilurinas tem uma
atividade de contato, e possuem movimentacdo translaminar, difusdo da fase de vapor
(BALDWIM et al., 1996; AMISTAR TOP-SYNGENTA, 2022) e forte aderéncia a cuticula das
plantas, o que confere maior resisténcia a remogdo pela chuva (SOUZA, 2009). No trabalho de
Souza (2009) relatam que o fungicida carbendazim (Derosal) e misturas de triazois +
estrobilurinas (Sphere e Priori Xtra) controlam curativamente e preventivamente a antracnose
da soja.

Estudo realizado por Mendonca (2014) mostrou que formulagdes comerciais resultantes
das misturas de fungicidas do grupo das estrobilurinas e triazdis, quando aplicados
preventivamente em plantas de citros, a partir das fases iniciais de florescimento, estendendo-

se até a queda das pétalas, sdo eficientes no controle de C. acutatum e C. gloeosporioides.

6. CONCLUSOES

O fungicida Amistar Top (Azoxistrobina + Difenoconazol) apresentou as maiores taxas
de inibicdo do crescimento micelial in vitro para os isolados de Colletotrichum theobromicola.

Apenas o isolado 102ALA apresentou inibicdo micelial de 100%, nas maiores
concentracdes de difenoconazole e flutriafol.

O controle preventivo foi eficaz, na reducdo da antracnose, causada por isolados de C.

theobromicola.
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CAPITULO I

AVALIACAO DO POTENCIAL DE Trichoderma harzianum NO CONTROLE DE
Colletotrichum theobromicola CAUSADOR DA ANTRACNOSE EM ANONACEAS.
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RESUMO

Considerando a relevancia da antracnose para as anonaceas a qual é uma das principais
limitacGes ao cultivo dessas frutiferas, o controle bioldgico € uma alternativa promissora no
manejo de doencas de plantas, oferecendo boa eficiéncia, baixo custo e baixo impacto
ambiental. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antagonista de
Trichoderma harzianum (Trichodermil SC 1306/KOPPERT) sobre trés isolados de
Colletotrichum theobromicola (12 ALP, 58 ALG e 102 ALA). Para testar essa interacdo, foi
realizado o teste de confronto direto utilizando a metodologia de cultura pareada, com trés
concentragdes de T. harzianum (0,5; 1,0 e 1,5 L/ha), bem como o teste de metabdlitos volateis.
A capacidade antagbnica de T. harzianum foi avaliada mediante a mensuracdo diaria durante
sete dias, juntamente com a escala de notas que variade 1 a 5. O indice de crescimento micelial
(IVCM) e a porcentagem de inibigdo de crescimento micelial (PIC) foram calculados. Para o
teste de metabolitos volateis, um disco da coldnia do patégeno e um disco da colbnia do
antagonista foram adicionados individualmente no centro de placas de Petri contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA-Kasvi) sintético. As placas contendo o T. harzianum foram
sobrepostas com as de C. theobromicola e vedadas com plastico filme transparente e incubadas
a 25 £ 1°C, fotoperiodo de 12 horas. As medicOes foram realizadas diariamente durante sete
dias. No teste de pareamento de culturas, T. harzianum apresentou reducdo do crescimento
micelial in vitro de isolados de C. theobromicola. Nas analises do micoparasitismo de T.
harzianum, observamos que ocorre por meio do enrolamento e penetracdo nas hifas de C.
theobromicola. No teste de metabdlitos volateis, foi possivel observar inibigdo significativa do
crescimento micelial em C. theobromicola, com crescimento médio do patdgeno de 3,40 cm,
representando uma reducdo de 24% em relacdo a testemunha, destacando a capacidade de T.

harzianum no desenvolvimento do patdgeno.

Palavras-chave: Annona; Controle bioldgico; Mecanismos de defensa.
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1. INTRODUCAO

Devido as preocupacBes ambientais e a necessidade de préticas agricolas mais
sustentaveis, pesquisas estdo sendo realizadas na tentativa de explorar alternativas biolégicas
para o controle de agentes patogénicos, como Colletotrichum spp. (SILVA et al., 2017; BORO
et al., 2022). O manejo bioldgico inclui o uso de microrganismos antagonistas, extratos de
plantas medicinais, compostos bioativos e produtos derivados de micro-organismos beneficos,
como bactérias e fungos (BETTIOL; SILVA; CASTRO, 2019; FIGUEIRA et al., 2020).

Os microrganismos antagonistas, por exemplo, podem competir diretamente com 0s
patdgenos por recursos e espaco, produzir substancias antimicrobianas que inibem o
crescimento dos patdgenos ou estimular as defesas naturais das plantas contra doencas.
(HERMOSA et al., 2014; MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019; QUEVEDO et al., 2022).

Biofungicidas a base de microrganismos benéficos, como os biofungicidas a base de
Bacillus spp. e Trichoderma spp. tém mostrado eficacia no controle da antracnose e de outras
doencas em varias culturas, por exemplo, estudos sobre o uso de Trichoderma spp. vem
confirmando a capacidade de controlar fungos fitopatogénicos habitantes do solo, tais como: F.
oxysporum, Rhizoctonia solani, Stromatinia cepivora, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum, assim como patogenos da parte aérea, como: Venturia spp., Botrytis (HIELJORD
et al, 2001; LISBOA et al, 2007), Crinipellis perniciosa (SANOGO et al, 2002), dentre outros
(ALVARADO; RIVERA, 2016; SRIVASTAVA et al.,, 2016; NAGAMANI et al., 2017;
O’BRIEN, 2017). Esses produtos bioldgicos oferecem uma abordagem mais sustentavel e de
baixo impacto ambiental para o controle de patdgenos, reduzindo a dependéncia de fungicidas
quimicos (BORO et al., 2022).

Analisando o potencial de Trichoderma spp. na inibi¢do do crescimento de patdgeno, o
objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia in vitro de trés concentra¢cBes de Trichoderma
harzianum como agente de biocontrole de trés isolados de Colletotrichum theobromicola

associadas a antracnose em anonaceas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Comparacdo do crescimento micelial de isolados de Colletotrichum theobromicola e
Trichoderma harzianum

Primeiramente foi avaliado o crescimento micelial dos isolados de C. theobromicola (12
ALP, 58 ALG e 102 ALA) e do T. harzianum para observar a velocidade de crescimento entre
os isolados e antagonista. O T. harzianum foi obtido a partir da diluicdo do produto comercial
Trichodermil SC 1306/KOPPERT, nas concentrac¢des 0,5; 1,0; e 1,5 L/ha, recomendadas pelo
fabricante para fungos da parte aérea das culturas da soja (Glycine max L.) e abacaxi (Ananas
comosus (L.) Merr.). Foram realizadas suspensGes de esporos para os isolados de C.
theobromicola, onde as mesmas foram calibradas com o auxilio da camera de Neubauer para a
concentracéo de 2 x 10° conidios/mL. Para isto, discos de papel filtro (& 5 mm) esterilizados
foram mergulhados, por 30 segundos, nas suspensdes de esporos dos isolados de
Colletotrichum e T. harzianum, posteriormente, depositados separadamente no centro das
placas de Petri (9 cm @), contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA — Kasvi)
sintético. As placas foram transferidas para uma cadmara do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand), a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés isolados de C. theobromicola e o T.
harzianum, cinco repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por uma placa de Petri.

As avaliacfes foram obtidas a partir da medicdo diaria, do didmetro das coldnias
(cm/dia) tomadas no verso das placas em duas direces perpendiculares, com o auxilio de uma

régua milimetrada.

2.2. Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum sobre isolados de Colletotrichum
theobromicola por pareamento.

As avaliagdes da atividade antag6nica de T. harzianum sobre o crescimento in vitro de
isolados de C. theobromicola foram realizadas de acordo com a metodologia de pareamento de
culturas proposta por Dennis & Webster (1971), utilizando as concentrag¢fes 0,5; 1,0; 1,5 L/ha
e a testemunha. Inicialmente, foram cultivados os isolados de C. theobromicola e o T.
harzianum, separadamente, em placas de Petri contendo meio de cultura BDA sintético e
incubados em camara do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), a temperatura de 25 °C,
com fotoperiodo de 12 h, por sete dias, para obtencdo das suspensdes de conidios. As
suspensdes de conidios dos isolados de C. theobromicola foram coletadas raspando a superficie
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das col6nias com alca de Drigalski, em 10 ml de ADE e filtradas em camadas de gaze, para
remover quaisquer detritos miceliais.

Os esporos foram contados em camera de Neubauer e ajustado para 2x10 ° conidios/mL.
Posteriormente, discos de papel filtro (@ 5 mm) esterilizados foram umedecidos em suspenséo
de conidios, por 30 segundos, secos em papel filtro e transferidos para a extremidade de placas
de Petri, contendo meio BDA sintético e incubadas em B.O.D., a temperatura de 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h, por 72 horas. Apds este periodo, discos de papel filtro foram umedecidos
nas diferentes concentracGes de T. harzianum e, posteriormente, depositados na extremidade
oposta das placas que foram inoculadas anteriormente com os isolados de C. theobromicola,
exceto a testemunha, que se manteve apenas 0 patdgeno ou 0 antagonista em uma das
extremidades da placa. As placas foram vedadas novamente e transferidas para camara de
incubacdo (B.O.D.), a 25 °C com fotoperiodo de 12 h, permanecendo por 7 dias, contados a
partir da primeira inoculacéo do patdgeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial, com
cinco repeticdes, constituidas por uma placa de Petri, sendo trés isolados de C. theobromicola
e trés concentragdes de T. harzianum.

As avaliacGes foram obtidas a partir da medicdo diéria, do didmetro das coldnias
(isolados de C. theobromicola e T. harzianum) tomadas no verso das placas em duas diregdes
perpendiculares, com o auxilio de uma régua milimetrada, até o sétimo dia. O indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA, 1991) e o calculo da porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC; BASTOS, 1997) foram determinadas de acordo com as

férmulas (1) e (2), respectivamente.

c, C, C
1 veM = -4 24 2
(AR

Onde: C1, C2 e Cy correspondem ao crescimento micelial na primeira, segunda e

ultima avaliacdo; e N1, N2 e N correspondem ao nimero de dias ap6s a inoculacao.

PIC (Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) X 100

Crescimento da testemunha
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A escala proposta por Bell et al. (1982) foi usada para a avaliagcdo do antagonismo, esta,
por sua vez, atribui classes que variam de 1 a 5.

Nota 1 = Quando o antagonista cresce e ocupa toda a placa;

Nota 2 = Quando o antagonista cresce sobre parte do patdgeno (2/3 da placa);

Nota 3 = Quando o antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa (nenhum
domina o outro);

Nota 4 = O patdgeno cresce e ocupa uma parte do antagonista (2/3 da placa);

Nota 5 = O patdgeno cresce e ocupa toda a placa.

2.3. Mecanismo de agdo do micoparasitismo entre isolados de C. theobromicola e
Trichoderma harzianum.

Para observar diretamente a interacdo entre T. harzianum e C. theobromicola, foi
avaliado o mecanismo de acdo do micoparasitismo utilizando-se a técnica de pareamento de
cultura, adaptada por Rufino, 2019.

Laminas de microscopia foram acondicionadas dentro de placas de Petri, contendo papel
filtro e esterilizadas. Posteriormente, adicionou-se sobre a ldmina 30 puL de meio BDA sintético.
Em seguida, sobre o meio de cultura transferiu-se uma pequena quantia de micélio do patdgeno
e outro do antagonista, simultaneamente, em lados opostos do meio de cultura. As laminas
testemunhas continham apenas o antagonista ou o patégeno (Figura 1).

As placas contendo as laminas foram incubadas em cdmara do tipo B.O.D., a 25°C com
fotoperiodo de 12 horas, durante trés dias. Ap6s o periodo de incubacdo, laminulas foram
adicionadas sobre as colbnias e analisadas sob microscopio dptico para a constatacdo do

micoparasitismo.

Figura 1. Teste de micoparasitismo no método de pareamento de cultura T. harzianum vs C. theobromicola
em lamina sobre placas de Petri, contendo o meio BDA. (A) —“A” antagonista e “P” patdégeno em lados
opostos. (B) - Testemunha do patogeno. (C) - Testemunha do antagonista.

o

Fonte: Autora, 2024
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2.4. Acao de metabolitos volateis de Trichoderma harzianum sobre o crescimento micelial
de isolados de Colletotrichum theobromicola

Para avalia¢do do potencial inibidor de metabolitos volateis produzido por T. harzianum
sobre isolados de C. theobromicola foi realizado um teste adaptado da metodologia descrita por
Bomfim et al. (2010). Disco de micélio (5 mm) dos trés isolados de Colletotrichum foram
depositados, separadamente, no centro das placas de Petri (90 mm de didmetro), contendo meio
de cultura BDA sintético. As placas foram vedadas e mantidas por 48 h em B.O.D., a 25 °C,
com fotoperiodo de 12 h. Apds esse periodo inicial de incubacéo foi transferido um disco de
micélio de T. harzianum para o centro de novas placas de Petri, com as mesmas dimensdes e
contendo meio de cultura BDA sintético. As bases das placas contendo o antagonista e o0
patdégeno foram sobrepostas, unidas e vedadas. Para testemunha foram utilizados fundos de
placas de Petri contendo meio de cultura BDA, adicionando-se ao centro da placa um disco de
micélio contendo as estruturas dos patdgenos, separadamente, e no outro fundo apenas disco de
meio BDA sintético sobre o meio de cultura, posteriormente, as placas foram sobrepostas e
vedadas, mantidas em camara de incubacdo sob a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h,
por sete dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, , com cinco repetices,
constituidas por uma placa de Petri, sendo trés isolados de C. theobromicola e o T. harzianum.
As avaliacdes foram obtidas a partir da medicédo diaria, do diametro das col6nias (isolados de
C. theobromicola e T. harzianum), tomadas no verso das placas em duas direcOes
perpendiculares, com o auxilio de uma régua milimetrada, até o sétimo dia.

O célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC; BASTOS, 1997) e
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA, 1991) foram determinadas

de acordo com as formulas descritas no experimento anterior.

3. ANALISE DOS DADOS

Os resultados dos experimentos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
de regressao linear as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, utilizando o programa
estatistico Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2016).
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4. RESULTADOS

4.1. Comparacao do crescimento micelial dos isolados de Colletotrichum theobromicola e
Trichoderma harzianum

Observou-se uma uniformidade no crescimento micelial do antagonista Trichoderma
harzianum (Cepa ESALQ 1306), apds quatro dias, nas trés concentracdes testadas (0,5; 1,0; 1,5
L/ha). No entanto, os isolados de C. theobromicola mostraram um crescimento micelial inferior

quando comparadas ao crescimento de T. harzianum, no mesmo periodo de tempo (Figura 2).

Figura 2: Crescimento micelial dos isolados de Colletotrichum theobromicola (A, B, C) e Trichoderma
harzianum (D, E, F), ao quarto dia.

102 ALA 12 ALP 58 ALG

1.0 L/ha

Fonte: Autora, 2024

Na avaliacdo do indice de crescimento micelial observa-se o comportamento
diferenciado no crescimento micelial de T. harzianum em comparacdo com os isolados de C.
theobromicola sob as mesmas condi¢des experimentais e tempo de incubacdo. O fato de T.
harzianum manter um didmetro constante de coldnia nas trés concentragdes testadas, indica que

sua taxa de crescimento ndo é afetada pelas variagdes na concentracéo do biofungicida dentro
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do intervalo testado. Em contraste, os isolados de Colletotrichum estudados mostraram indices

de crescimento micelial inferiores e poucos variados, ao quarto dia de incubacéo (Figura 3).

Figura 3. Andlise de regressdo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do
Trichoderma harzianum e dos isolados de Colletotrichum theobromicola.
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4.2. Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum sobre isolados de Colletotrichum
theobromicola por pareamento

Observa-se que o isolado 58ALG apresentou a menor porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (P1C), registrando 17,5% na concentragéo de 1,5 L/ha, enquanto o isolado
102 ALA obteve a maior PIC, com 25,35% (Figura 4). Na concentracdo de 1 L/ha, os isolados
102 ALA e 58 ALG exibiram comportamento semelhante, apresentando valores de 21,26% e
20,64%, respectivamente.

De forma geral, embora ndo haja diferenca significativa entre os tratamentos e isolados,
podemos observar que o isolado 102 ALA apresentou uma melhor resposta quando confrontado
com o antagonista, alcancando 25,35% de inibicdo na concentracdo de 1,5 L/ha. Para o isolado
12 ALP, o melhor resultado foi obtido na concentracdo de 1 L/ha, com um valor de 26,57%,

enquanto o isolado 58 ALG registrou 21,45% de inibi¢do na concentragéo de 0,5 L/ha (Figura
4).
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Figura 4: Porcentagem de inibigdo micelial (PIC) dos isolados de Colletotrichum theobromicola
utilizando Trichoderma harzianum, aos 7 dias.
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De acordo com a escala de Bell et al. (1982), os isolados foram classificados como
antagonistas. A figura ilustra o antagonismo das diferentes concentragdes testadas (0,5, 1,0 e
1,5 L/ha) em relagdo aos isolados de C. theobromicola, aos 7 e 10 dias.

Verificou-se que ndo houve diferenca entre os isolados, uma vez que todos eles
receberam a nota 2, indicando que o Trichoderma inibiu o crescimento dos patdgenos (Figura
5).
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Figura 5: Teste de pareamento utilizando Trichoderma harzianum e isolados de Colletotrichum theobromicola
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Fonte: Autora, 2024
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4.3.Mecanismo de acgdo do micoparasitismo entre isolados de Colletotrichum
theobromicola e Trichoderma harzianum

Observou-se que T. harzianum causou enrolamento e/ou estrangulamento das hifas de
C. theobromicola, pois T. harzianum reconheceu as hifas do patdgeno e respondeu com a¢des
diretas que comprometeu o crescimento e a sobrevivéncia do fungo. O enrolamento das hifas
que observamos, € sinal tipico de micoparasitismo, no qual o T. harzianum cresceu ao redor
das hifas do patégeno, o contato entre as hifas eram estruturas semelhantes a uns ganchos, 0s
quais restringiam seu crescimento e, eventualmente, levando a degradagdo celular. Assim, foi
possivel visualizar a granulacdo das hifas e da parede celular em comparacéo a testemunha do

antagonista e patogeno (Figura 6).

Figura 6: Micoparasistimo: interacdo de hifas de T. harzianum versus C. theobromicola. (A,
B) — Enrolamento das hifas. (C) - Degradacdo e enrolamento das hifas. (D) — Testemunha do
patdgeno e (E) — Testemunha do antagonista.

Fonte: Autora, 2024

4.4, Acdo de metabolitos volateis de Trichoderma harzianum sobre o crescimento micelial
de isolados de Colletotrichum theobromicola

Os dados referentes aos experimentos com metabdlitos volateis indicaram que o T.
harzianum reduziu o crescimento dos isolados de C. theobromicola quando comparados com
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suas respectivas testemunhas. Ao término da avaliagdo da acdo dos metabdlitos volateis, no
sétimo dia, foi possivel verificar que o isolado 58 ALG obteve o maior crescimento micelial
(3,48 cm) em comparacao com os isolados 102 ALA e 12 ALP, que exibiram valores de 3,36 e
3,3,7 cm, respetivamente (Tabela 1, Figura 7). Em relacdo a PIC, os isolados 12ALP e 58ALG
diferiram estatisticamente entre si, porém, o isolado 102ALA ndo diferiu de 12ALP e nem de
58ALG. No entanto, observa-se ainda que o isolado 58 ALG apresentou a maior porcentagem

de inibicdo do crescimento micelial (30,80%) (Tabela 1).

Tabela 1: indice de velocidade de crescimento micelial e porcentual de inibigio micelial in vitro de
isolados de Colletotrichum theobromicola no teste de metabdlitos volateis com Trichoderma harzianum.

IVCM (cm) IVCM (cm) PIC (%)
(C. theobromicola) Interacdo I X T Interacdo I X T

102 ALA 3,93 bA 3,36 aB 24,18 ab
12 ALP 3,59 bA 3,37 aA 17,50 b
58 ALG 4,52 aA 3,48 aB 30,80 a
Isolados (1) 11,22 **
Tratamento (T) 45,31 ** 7,91 **
Interacdo (1 x T) 6,99 **
CV (%) 6,72 21,87

Médias seguidas pela mesma letra, minascula na coluna e mailscula na linha néo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey.

(**) Significativo a 1% de probabilidade (p < .01).

(*) significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05).

CV= Coeficiente de variagdo.

Fonte: Autora, 2024
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Figura 7: Teste de metabdlitos volateis utilizando Trichoderma harzianum no controle de isolados de
Colletotrichum theobromicola.

58 ALG 102 ALA

Testemunha

Interacdo I X T

Testemunha

Fonte: Autora, 2024

Interacdo I X T
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5. DISCUSSAO

Considerando a variabilidade nos niveis de agressividade dos isolados de de C.
theobromicola, e a fim de aumentar a eficiéncia do controle de doencas, um manejo integrado
incluindo o uso de fungicidas eficazes e 0 uso de agentes de biocontrole podem ser viaveis para
controlar a disseminagéo da doenca.

Atualmente, os produtos bioldgicos estdo se tornando cada vez mais populares. Entre
eles, os fungos do género Trichoderma, que tém sido amplamente utilizados como agentes de
controle bioldgico em sistemas de manejo de doencas de plantas. Essa pratica tem sido
extensivamente estudada e tem trazido importantes beneficios (TORDIN, 2024).

Diversos autores destacam as vantagens do T. harzianum no controle de fitopatdgenos,
especialmente pela sua capacidade de competi¢do por espacgo e nutrientes, devido ao rapido
crescimento micelial. Medeiros, Silva e Pascholati (2018), Meyer, Mazaro e Silva (2019), e
Quevedo et al. (2022) reforcam que essa competicdo eficaz com outros microrganismos,
incluindo patdgenos, impede que estes se estabelecam na planta hospedeira. Além disso, o T.
harzianum atua por mecanismos como a producdo de enzimas liticas e compostos
antimicrobianos, promovendo um controle biolégico eficiente e sustentavel, o que o torna uma
ferramenta importante no manejo integrado de doencas.

No caso do produto comercial Trichodermil, exerce sua acdo por meio de diferentes
mecanismos: antagonismo, parasitismo e antibiose. No antagonismo, o T. harzianum compete
com outros microrganismos fitopatogénicos por espaco e nutrientes, inibindo seu crescimento
ao ocupar o ambiente antes que os patdgenos se estabelecam. No parasitismo, o T. harzianum
age diretamente sobre os patdgenos, degradando suas estruturas vegetativas, reprodutivas e de
resisténcia, tornando-os inviaveis. J& no mecanismo de antibiose, o fungo produz uma série de
metabolitos como proteases, lipases, glucanases e quitinases, que tém acdo degradativa sobre a
parede celular de fungos fitopatogénicos, contribuindo para sua inativacdo (TRICHODERMIL
SC 1306 - KOPPERT, 2023).

Ao avaliar o produto biolégico, Trichodermil SC 1306/KOPPERT a base de T.
harzianum para o controle dos isolados de C. theobromicola, observou-se que houve
comportamento semelhantes no crescimento micelial dos isolados, nas concentragdes testadas,
apresentando um antagonismo consideravel. Isso indica que T. harzianum mantém um
crescimento eficaz, independente da variagdo dessas concentragdes especificas, 0 que pode ser
um indicativo de sua eficiéncia como agente de controle biolégico em diferentes dosagens.

Além disso, o micoparasitismo desempenha um papel importante, pois o Trichoderma pode
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infectar diretamente o fitopatdégeno por meio de penetracéo e colonizacdo das hifas, além de
degradar enzimaticamente e consumir os nutrientes presentes nas hifas do fungo fitopatogénico
(SUASSUNA et al. 2019).

Os resultados de Quevedo et al. (2022) relatam a acdo antagonista in vitro de
Trichoderma spp., no controle de Fusarium oxysporum, observando uma porcentagem de
inibicdo de 14,24%, valor proximo aos encontrados neste estudo. Satapathy; Beura (2020)
destacam a eficacia do biocontrole in vitro de estirpes de Trichoderma spp. sobre C.
gloeosporioides, obtidos de caju (Anacardium occidentale), no qual encontraram percentuais
de inibigdo do crescimento micelial entre 74,5 a 84,9%, sendo 77,4% para T. harzianum. Da
mesma forma, Majaw; Kayang (2018) ao testarem o controle in vitro de C. gloeosporioides,
isolado de folhas de gengibre (Zingiber officinale), observaram valores de inibicdo
correspondendo a 61,5% para T. harzianum e 58,6% para T. koningiopsis.

Na avaliacdo do crescimento dos isolados de C. theobromicola, quando submetidos aos
metabdlitos volateis, produzidos por T. harzianum mediante a metodologia de placas
sobrepostas, foi possivel verificar uma inibicdo do crescimento micelial do patégeno. O
crescimento médio das colbnias de C. theobromicola foi de 3,40 cm, 0 que representa uma
reducdo de 24% em relacdo ao tratamento testemunha. Os metabdlitos volateis produzidos por
Trichoderma sdo substancias com acdo toxica, que possuem a capacidade de reduzir ou
paralisar o crescimento e a esporulacéo do patégeno (BOMFIM et al., 2010).

Assim, varios estudos corroboram com a eficacia dos metabolitos volateis produzidos
pelo Trichoderma no controle de diferentes fitopatdgenos, incluindo Colletotrichum spp. Tal
efeito também foi relatado por Fantinel et al. (2018) obtendo uma reducdo de 44,2% das
colénias de C. siamense, em funcdo da acdo inibitoria dos metabolitos produzidos por
Trichoderma. Barbosa et al. (2021) demonstraram uma reducao significativa no crescimento
micelial de C. musae, quando exposto aos metabolitos volateis do Trichoderma, com
percentuais de inibicao variando de 47% a 74%.

Suassuna et al. (2019) afirmaram que o efeito inibitorio observado nos metabdlitos
volateis produzidos pelo Trichoderma pode ser atribuido a diversos mecanismos, incluindo a
competicdo por nutrientes e espaco no meio de cultura.

Os resultados obtidos tanto neste experimento como os ja realizados, sugerem que a
eficacia do Trichoderma como agente de controle biologico pode variar dependendo do
patdgeno-alvo e das condicBes especificas do ambiente de cultivo. Embora os resultados

obtidos no presente estudo indiquem um acentuado antagonismo contra isolados de C.
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theobromicola, a eficicia do Trichoderma pode ser mais pronunciada em outros patossistemas,
como em Anacardium occidentale (SATAPATHY; BEURA, 2020) e Vicia faba (YONES;
KAYIM, 2021).

De acordo com os resultados obtidos, ao utilizar o T. harzianum no controle de C.
theobromicola, observamos possiveis mecanismos de interagdo, como a competi¢do de espago,
producdo de volateis, um provavel parasitismo e antibiose, no entanto, é necessério a realizacdo
de mais experimentos para confirmar essa interacédo e a identificacdo dos metabolitos presentes

no T. harzianum.

6. CONCLUSAO

O Trichodermil SC 1306/KOPPERT (Trichoderma harzianum) apresenta acao
antagonista aos isolados de Colletotrichum theobromicola.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Manejo Integrado de Doengas (MID) é uma abordagem sustentavel que combina
métodos de controle para minimizar o impacto ambiental, reduzir a dependéncia de produtos
quimicos e garantir a viabilidade econémica e social do sistema agricola, considerando varios
fatores, desde a interacdo ecoldgica entre organismos e 0s recursos naturais disponiveis,
promovendo a sustentabilidade a longo prazo.

Os principais componentes do MID abrangem uma série de praticas que visam
monitorar, identificar e controlar patdgenos de maneira sustentavel e eficaz. Essas praticas séo
fundamentais para garantir uma abordagem preventiva e minimizar o impacto ambiental. Por
tanto é necessario realizar um monitoramento continuo das condi¢des da lavoura para detectar
a presenca inicial de doencas, permitindo acdes rapidas e preventivas, assim como a
identificacdo precisa dos patdgenos presentes e avaliar o nivel de ameaca das doencas. Por tanto
0s resultados obtidos neste trabalho indicam que os experimentos sdo cruciais para entender a
eficacia dos fungicidas contra diferentes isolados de Colletotrichum, fornecendo orientagdes
importantes para seu uso no campo. Assim também ao identificar a capacidade de quais
espécies e/ou isolados sdo mais ou menos suscetiveis a determinados fungicidas permite uma
aplicagdo mais direcionada e eficaz desses produtos, maximizando seu potencial de controle da
antracnose.

Além do uso do manejo quimico, a busca por solucdes para o controle de doencgas, como
a antracnose, reflete uma crescente conscientizacdo, portanto, o controle biologico, dentro do
manejo integrado de doencas, deve ser usado em associacdo com outras estratégias de controle.
Esses componentes, quando aplicados de forma integrada, ajudam a manter um sistema agricola
produtivo e sustentavel, reduzindo impactos ambientais e fortalecendo a resisténcia natural das

culturas a doencas.
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Anexo 1. Codigos de acesso no GenBank das espécies do Complexo Colleotrichum
gloesporoides utilizados na analise filogenética do presente estudo.

OO0 00000000000000000000000000000000000000O0

Espécies

. aenigma
. aenigma
. aeschynomenes

alatae
alatae
alienum

. alienum

. aotearoa

. aotearoa

. arecicola

. arecicola

. artocarpicola
. asianum

. asianum

. australianum
. avicenniae

. boninense

. camelliae

. changpingense

cigarro
cigarro

. clidemiae

. clidemiae

. cobbittiense

. conoides

. conoides

. cordylinicola

. dracaenigenum
. dracaenigenum
. endophytica

. fructicola

. fructicola

. fructivorum

. gardeniae

. gloeosporioides
. gloeosporioides
. grevilleae

. grossum

. grossum

. hebeiense

. helleniense

. helleniense

Isolados

ICMP18608
ICMP18686
ICMP:17673
CBS30467
C1275.5
ICMP12071
ICMP18621
ICMP17326
ICMP18537

ch7

hb8

MFLUCC 18 1167
ICMP18580
ICMP 18696
BRIP63700
MFLUCC 23-0289
ICMP 17904
LC1364
CGMCC:3.17582
ICMP 18539
CBS 12422
ICMP18658
ICMP 18706
BRIP66219a
CAUG17
JZB330285
ICMP18579
MFLUCC 190131
MFLUCC 190430
LC0324

ICMP 18581
ICMP 18727
CBS133125
GUCC 12049
ICMP 12939
ICMP17821

CBS 132879
CAUGT7
CVvG437

K3

CPC 26844
CPC27108

GAPDH
JX010044
JX009913
JX009930
JX010011
JX009990
JX010028
JX009959
JX010049
JX010005

MW557459
MW557464
MN435568
JX010053
JX009915
MN442118
JX009905
JN936985
MZ664048
JX009966
JX009950
JX009989
JX009909
MH094133
KP890162
OL471146
JX009975

MT215577
KC832854
JX010033
JX010035
MZ664047
OP737963
JX009931
JX010056
KC297010
KP890159
MT292055
KF377495
KY856270
KY856273

Aceso no GenBank

ITS
JX010244
JX010243
JX010176
JX010191
JX010190
JX010251
JX010246
JX010202
JX010205

MW561339
MW557482
NR_171192
NR_119731
JX010192

31X010292
KJ955081
NR_120138
1X010228
3X010265
IX010274
MHO087016
KP890168
OL413450
3X010226
MN921251
MN921250
KC633854
JX010165
3X010179

OP722995
JX010149
JX010152
KC297078
KP890165

KF156863
NR_152310
KY856449

TUB
JX010389
JX010390
JX010392
JX010449
JX010383
JX010411
JX010386
JX010422
JX010420

MWS57477

MW557482
MN435567
JX010406
JX010384

OR886396
JN936976
MZ673952
JX010433
JX010438
JX010439
MH094137
KP890174
OL471170
JX010440

JX010405
JX010394

OP720858
JX010445
KC297102
KP890171
MT292094
KF288975
KY856528
KY856531

APMAT
MG717319
KM360143
KM360145
KC888932
KC888927

KC888930
MW557495
MW557500

FR718814

KJ954497

KC888929

MZ543983

JQ807838

JQ807843
MG826119

KF377562
MW368907



C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C.
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

. henanense
. henanense
. horii

. hystricis
. hystricis

. jlangxiense

. jlangxiense

. kahawae

. kahawae

. ligustri

. makassarense
. musae

. musae

. nupharicola

. nupharicola

. pandanicola

. perseae

. perseae

. proteae

. proteae

. psidii

. queenslandicum
rhexiae

. salsolae

. salsolae

. Siamense

. Siamense

. syzygiicola

. Syzygiicola

. tainanense

. tainanense

. temperatum

. temperatum

. thasutense

. theobromicola
. theobromicola
i

i

. tropicale

. tropicale

. viniferum

. Wuxiense

. Wuxiense

. Xxanthorrhoeae
. xanthorrhoeae
. yulongense

LF25

LF238
C11801

CPC 28154
CPC 28153
LF687
LF488
ICMP 17816
CBS 982.69
GUCC 12111
CPC28612
IMI 52264
CBS116870
CBS 472.96,
ICMP 18187
MFLUCC 17-0571
GA100
GA272

CBS 132882
CBS 134302
CBS14529
ICMP 1778
CBS 133134 *
ICMP 19051
CBS 119296
ICMP 18578
CPC30223
DNCL021
DNCL018
UOM1290T
CPC30245
CBS 133122
JZB330281
MFLU 22-0206
CBS 124945
ICMP 17895
ICMP5285
ICMP4832
GC3

CBS 124949
YG1
JS1A32
PAFQ54
ICMP 17820
BRIP 45094
CFCC 50818

KM610179
KJ954810
GQ329690
KY856275
KY856274
KJ954902
KJ954850
1X010012
1X010040
OP737968
MH728820
JX010015
HQ596299
JX009972
MG646934
KX620242
KX620255
KC297009
KC842380
JX009967
1X009934
MZ664046
JX009916
JX009917
1X009924
MH707458
KF242156
KF242155
MH728819

OL471118
0OP831282
JX010006
JX010051
JX009910
JX009952
MT648519
JX010007
JN412798
KU252045
MG747928
JX010008
JX010448
MK108986

KM610183
KJ955109
GQ329690
KY856451
NR_152311
KJ955201
KJ955149
GU174550
1X010227
OP722988
NR_171184
1X010142
HQ596292
JX010187
MG646967
KX620308
KX620321
NR_160995
KC842386
3X010219
JX010276
NR_144797
NR_120139
3X010241
1X010171
MH707477
KF242094
KF242093

MH728818
MH877532
OL374048
JX010294
JX010162
JX010267
JX010269
MT555315
JX010264
JN412804
KU251591
MG748010
JX010260
JX010261
MH751507

KM610185
KJ955257
1X010450
KY856533
KY856532
KJ955348
0K236389
1X010444
1X010435
OP720864
MH846563
JX010395
HQ596280
JX010398
MG646926
KX620341
KX620354
KC297101
KC842388
1X010443
1X010414

JX010403
JX010404
MH846553
KF254880
KF254879

MHB846558
MZ664045
OL471142
OP831283
JX010447
JX010393
JX010441
JX010442
MT648526
JX010407
JN412813
KU252200
MG748092
JX009927
MK108987

126

KM610175
KJ954524
JQ807840

KJ954607
KJ954561
JQ899282

MH728831

KC888926
JX145320
JX145319

KX620177

KC888931
KC888928
JX145290
KC888925

JQ899289
MH713891
KP743473

MH728836
JX145298

KC790726

KM360146
MT648529
KC790728

KU251722

KC790689
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