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RESUMO GERAL

O maracujazeiro (Passiflora spp.) é uma das principais frutiferas tropicais cultivadas no
Brasil que é o maior produtor mundial. A antracnose, causada por espécies do género
Colletotrichum, é um dos principais fatores que o contribuem para a reducéo da producao.
Conhecendo a importancia desse patdgeno para cultura e a grande diversidade de espécies
deste género fangico é essencial desenvolver técnicas adequadas de controle da doenca.
Diante disso, os objetivos deste estudo foram avaliar in vitro e em mudas de
maracujazeiro os efeitos dos fungicidas Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e
Azoxistrobina + Difenoconazole, e do microrganismo Trichoderma harzianum sobre
Colletotrichum plurivorum, C. brevisporum, C. theobromicola, C. tropicale e C.
fructicola. Na avaliagéo in vitro da sensibilidade de Colletotrichum spp. aos fungicidas,
0s patdgenos foram inoculados em meio de cultura BDA suplementado com as
concentraces estabelecidas para cada fungicida. Nas avaliagdes in vivo, foram utilizadas
mudas sadias de maracuja do cerrado nos tratamentos preventivos e curativos. No
tratamento preventivo, foi pulverizado o fungicida e apos 48 horas os isolados de
Colletotrichum foram inoculados, enquanto no tratamento curativo as mudas foram
inoculadas com o patdgeno e apds o surgimento das lesbes foi pulverizado o fungicida.
Avaliando Trichoderma no teste de pareamento, foram utilizados discos de papel filtro
umedecidos na suspenséo de esporos de Colletotrichum (2x10° conidios/mL) e colocados
na borda de placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA —
Kasvi) sintético. Ap6s 72 horas o mesmo procedimento foi realizado utilizando
Trichodermil SC 1306 ® (T. harzianum), nas concentragdes 0,5; 1,0 e 1,5 L/ha, colocando
o disco de papel umedecido na direcdo oposta aos fitopatdgenos. A testemunha foi
composta apenas da placa com as espécies de Colletotrichum. Para avaliacdo da acao de
metabdlitos, plugs contendo estruturas de cada espécie de Colletotrichum foram
colocados no centro de placas de Petri, separadamente. Apds 48 horas, foram colocados
plugs de Trichoderma harzianum em placas contendo meio BDA sintético. As bases das
placas inoculadas com antagonista e as bases com Colletotrichum spp. fitopatdgenos
foram sobrepostas, unidas e vedadas. Para testemunha, foi sobreposta uma base inoculada
com um disco com as estruturas do patdgeno e a outra contendo apenas um disco de meio
de cultura BDA. Para verificar a diferenca entre os tratamentos testados no controle
quimico e bioldgico, foram estimados o indice de crescimento micelial (IVCM) e a
porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC). De forma geral, o fungicida
piraclostrobina foi o mais eficiente tanto in vitro como in vivo no controle das espécies
de Colletotrichum. Além disso T. harzianum € uma espécie promissora para a reducdo da
antracnose das espécies associadas a antracnose na cultura do maracujazeiro.

Palavras-chave: Biofungicidas; Fitopatdgenos; Fungicidas; Passiflora.



GENERAL SUMMARY

Passion fruit (Passiflora spp.) is one of the main fruit trees cultivated in Brazil, which is
the largest producer in the world. Anthracnose, caused by species of the genus
Colletotrichum, is one of the main factors that point to a reduction in production.
Knowing the importance of this pathogen for culture and the great diversity of species of
this fungal genus is essential to develop specific techniques to control the disease.
Therefore, the objectives of this study were to evaluate in vitro and on passion fruit
seedlings the effects of the fungicides Difenoconazole, Pyraclostrobin, Flutriafol and
Azoxystrobin + Difenoconazole, and the microorganism Trichoderma harzianum on
Colletotrichum plurivorum, C. brevisporum, C. theobromicola, C. tropicale and C.
fructicola. In the in vitro evaluation of the sensitivity of Colletotrichum spp. For
fungicides, the pathogens were inoculated in PDA culture medium supplemented with the
concentrations established for each fungicide. In in vivo evaluations, healthy cerrado
passion fruit seedlings were used in preventive and curative treatments. In the preventive
treatment, the fungicide was sprayed and after 48 hours the Colletotrichum isolates were
inoculated, while in the curative treatment the seedlings were inoculated with the
pathogen and after the lesions appeared, the fungicide was sprayed. Evaluating
Trichoderma in the pairing test, filter paper discs were used moistened with a suspension
of Colletotrichum spores (2x10° conidia/mL) and placed on the edge of Petri dishes
containing synthetic Potato-Dextrose-Agar (BDA — Kasvi) culture medium. After 72
hours, the same procedure was performed using Trichodermil SC 1306 ® (T. harzianum),
at concentrations 0.5; 1.0 and 1.5 L/ha, placing the moistened paper disc in the opposite
direction to the phytopathogens. The control was composed only of the plate with the
Colletotrichum species. To evaluate the action of metabolites, plugs containing structures
from each Colletotrichum species were placed in the center of Petri dishes, separately.
After 48 hours, Trichoderma harzianum plugs were placed in plates containing synthetic
PDA medium. The bases of the plates inoculated with antagonist and the bases with
Colletotrichum spp. phytopathogens were overlapped, joined and sealed. For control, an
inoculated base was superimposed with a disc with the pathogen structures and the other
containing only a disc of PDA culture medium. To verify the difference between the
treatments tested in chemical and biological control, the mycelial growth index (IVCM)
and the percentage of mycelial growth inhibition (PIC) were estimated. In general, the
fungicide pyraclostrobin was the most efficient both in vitro and in vivo in controlling
Colletotrichum species. Furthermore, T. harzianum is a promising species for reducing
anthracnose of species associated with anthracnose in passion fruit crops.

Keywords: Biofungicides; Phytopathogens; Fungicides; Passionflower.



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO
Figura 1: Variedade sol do Cerrado. A) Mudas com 30 dias; B) Transplantio das mudas; C)

MUAAS COM BO GBS, ...ttt 40
Figura 2: Experimento in vivo - A) Mudas inoculadas; B) Escoamento superficial do
fungicida pulverizado (Curativo); C) Mudas em camara amida. ............cceevverveenieennnnnn 41
Figura 3: Teste de patogenicidade das espécies de Colletotrichum..............ccccoveiieennnn, 42

Figura 4: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o
fungicida difen0CONAZOIE. ........c.eev i 44

Figura 5: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o
fungicida pPiraCloStrODING. .........cc.veiiiie i 45-45

Figura 6: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o
fungicida FIULFATOL. .........ooee e 47

Figura 7: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o
fungicida Azoxistrobina + DIfenoCcoNazole. ...........cccveiiiiiiiiiiiie e 48

Figura 8: Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentragdes do fungicida
DIfENOCONAZONE ...ttt 52

Figura 9: Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentragdes do fungicida
PIFACIOSIIODING. ...t 53

Figura 10: Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentragdes do fungicida

FIULFIATOL. ... 54
Figura 11: Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentragdes do fungicida
Azoxistrobina + DifenoCconazole. ...........cooiiiiiiiiiie 55
Figura 12: Sensibilidade in vivo de Colletotrichum spp. ao fungicida piraclostrobina......57

CAPITULO I
Figura 1: Crescimento micelial de Trichoderma harzianum e Colletotrichum spp, ao quarto
01T T TP P PR PURPUPTOURTPPOTN 74

Figura 2: Analise de regressdo do indice de velocidade de crescimento micelial do
Trichoderma harzianum e das espécies de Colletotrichum..............ccccovieiiiiiiiiiiecnn 75

Figura 3: Porcentagem de inibicdo micelial (PIC) das espécies de Colletotrichum utilizando
Trichoderma harzianum, 80S 7 GI8S. ........c.eeruiiiiiiiiieie e 77

Figura 4: Teste de pareamento utilizando Trichoderma harzianum e Colletotrichum spp..
.............................................................................................................................. 79-80

Figura 5: Teste de metabdlitos volateis utilizando Trichoderma harzianum no controle de
LOf0] | 1=] (o) L o1 a0 T 010 o] o PSPPSR 82


file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571074
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571074
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571075
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571075
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571087
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571087
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571098
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571098
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571103
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571103
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571104
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571104
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571105
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571105
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571106
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571106
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571109
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571109
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571144
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571144
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571147
file:///C:/Users/Cecilia/Desktop/16-03TESE%20JACKELINE%20LAURENTINO_VERSÃO%20FINAL.docx%23_Toc161571147

LISTA DE TABELAS

CAPITULOI
Tabela 1: Isolados de Colletotrichum provenientes de maracujazeiro...................... 38
Tabela 2: Fungicidas utilizados nos testes de sensibilidade. ..............cccceeevvviiinnnnnnn. 39

Tabela 3: Meédias da inibicdo de velocidade de crescimento micelial (IVCM) nas
distintas concentracBes dos fungicidas Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e
Azoxistrobina + Difenoconazole no controle de Colletotrichum spp.................... 50

Tabela 4: Severidade da antracnose in vivo de Colletotrichum spp.............vvvvvieennnn. 56
CAPITULO 11
Tabela 1: Isolados de ColletotriChUM. ... ..eeieeeeee e, 700

Tabela 2: Médias da inibicdo de velocidade de crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial nas distintas concentragbes de Trichoderma
harzianum no controle de Colletotrichum SPP. .......cooveeiiiiiiiiiii e 78

Tabela 3: indice de velocidade de crescimento micelial e porcentual de inibicdo micelial
in vitro de Colletotrichum spp. no teste de metabdlitos volateis com Trichoderma
NAFZIANUM. L.t e et e e e et et n e e e e eeaba e e eaeeen 81



SUMARIO

1. INTRODUGAOD .......oooiiieeieeeeeee ettt 12
2. REVISAO DE LITERATURA ....cooiiiiieeeeeeeeeeeeeee et 14
2.1. Cultura do MAraCUJAZEITO .....eciveeiieeiee ettt et aa e sre e 14
2.1.1.  Aspectos botanicos do MaraCujazeir0.......c.ccceveevveieereeseeseerieseeseenenns 14
2.1.2.  Importancia econdmica do MaraCujazeiro ..........ccocevvevvrrerrervnerereeennenns 16
2.1.3. ANntracnose em MaraCUJAZeIT0.......cccccueiiueeieeiireeseesreesee e eseesaeesraesnnes 17
3. MANEJO DA ANTRACNOSE EM MARACUJAZEIRO .......c.cccooviinennnn. 18
3.1. MANEJO QUITMICO ...ttt 18
3.1.1.  DifenoCoNazole .........cccoiiiiiiiiicicieee s 18
3.1.2.  PiIraclosStrobiNa .........ccooiiiiiieiiiisicese s 19
3. 130 FIULIAfol ... 20
3.1.4.  Azoxistrobina +Difenoconazole ... 21
3.2. ManeJo DIOIOGICO .....oouveiiiiiee s 22
321, TrICNOUEIMA SPP: .eeuveureteierierieeie ettt bbbt 22
REFERENCIAS ...ttt 25

Capitulo I: EFEITO invitro E in vivo DE FUNGICIDAS SOBRE AS
ESPECIES DE Colletotrichum ASSOCIADAS A ANTRACNOSE DO

MARACUJIAZEIRO ... 34
RESUMO ...ttt et e et e e e st e e e s rbe e e nnneeaa 35
1. INTRODUGAOD ...ttt 36
2. MATERIAL E METODOS........oooiiiiniineieieiessesissis s ssssssssessssssssessas 38
2.1. Local do experimento, obtengdo das espécies de Colletotrichum.................. 38
2.2. Teste de patogenicidade das espécies de Colletotrichum. .............cccovevivennen. 38

2.3. Efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial de Colletotrichum spp.... 39

2.4. Efeito de fungicidas sobre Colletotrichum spp. em mudas de
MAFACUJAZEINO. ... vttt ettt 40

3. RESULTADOS.......coo ettt 42



3.2. Efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial in vitro de Colletotrichum

] 0] PRSPPSO 43

3.3. Efeito de fungicidas sobre Colletotrichum spp. em mudas de
MAFACUJAZEIN0. .. .eveiieivieiteeiecteesteeeeste e te e s e et e e e s e e steeseesbeesbeessesraesreenaesseenreas 56
4. DISCUSSAD ...ttt 58
5. CONCLUSOES ..ottt 62
REFERENCIAS ...ttt 63

Capitulo 11: AVALIACAO DO POTENCIAL ANTAGONICO DE Trichoderma
harzianum SOBRE AS ESPECIES DE Colletotrichum ASSOCIADAS A

ANTRACNOSE DO MARACUJAZEIRO......ccooiiiieeeee e 66
RESUMO ...tttk e e nbeesnneeree s 67
O [N 210 5] 6 [07:X @ O 68
2. MATERIAL EMETODOS. .. ...ttt 71
2.1. Local do experimento, obtencéo das espécies de Colletotrichum.................. 70

2.2. Comparagcéo do crescimento micelial das espécies de Colletotrichum e
Trichoderma harzianUM...........cocoiiiiiie i e 70

2.3. Antagonismo in vitro de T. harzianum sobre espécies de Colletotrichum por
PAFEAMENTO. ...ouviiiiiiii it 71

2.4. Acdo de metabolitos volateis de Trichoderma harzianum sobre o crescimento

micelial Colletotrichum SPP. ......ooiiiiiiicee e 73
2.5. ANALISE A0S AUOS .....cvveveiieiieiiieie e 73
3. RESULTADOS. ... .ot 74

3.1. Comparagcdo do crescimento micelial das espécies de Colletotrichum e
Trichoderma harzianUm ..........cccooiiiiiiiniee s 74

3.2. Antagonismo in vitro de T. harzianum sobre espécies de Colletotrichum por
PAFEAMENTO. ...eiuivieiiiie ittt ettt e et e e b e e e b e e srbe e e srbeeesraaeennaeeaas 75

3.3. Acdo de metabolitos volateis de Trichoderma harzianum sobre

ColletO i UM . .o 81
B, DISCUSSAOD ..o oot e et e e e e e et e e et e et et e e et e e es e e ee et e e ereeenaeeas 83
5. CONCLUSAOD ..o e et 86

REFERENCIAS ... oo e e e er e e s e eses e e er e s e e e e e e eraeer e 87



12

1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae é composta por doze géneros com ampla diversidade
morfoldgica, sendo o género Passiflora o que apresenta maior importancia comercial, por
possuir frutos altamente rico em nutrientes, que podem ser utilizados desde a polpa até a
casca (MELETTI, 2011; JUNQUEIRA, 2005; SEBRAE, 2016). Além de apresentarem
propriedades sedativas, ainda sdo utilizados nas industrias farmacéuticas e cosméticas
(ZERAIK et al., 2010).

A cultura do maracuja é considerada como uma alternativa agricola promissora
para 0 pequeno produtor, por desempenhar um importante papel socioecondmico,
principalmente no Brasil, que se destaca globalmente como o maior produtor mundial
(EMBRAPA, 2023), além de gerar empregos no campo e na inddstria, movimentando e
enriquecendo o mercado brasileiro no setor da fruticultura (IBGE, 2022; COSTA et al.,
2005; RUGGIERO, 2000). A facilidade no cultivo, o rapido retorno econdémico e a
oportunidade de uma receita distribuida pela maior parte do ano, contribuem para o
sustento familiar de pequenos e médios produtores (MELETTI, 2011).

Ao longo dos anos observa-se um aumento extensivo dos plantios de
maracujazeiro, com o objetivo de elevar a producdo, em decorréncia dos investimentos
em tecnologia em toda a cadeia da cultura. No entanto, toda essa tecnologia ndo impediu
essa frutifera a ser acometida por doengas economicamente importantes (VIANA et al.,
2003; CAVICHIOLI, 2016). Nesse contexto, diversos géneros fungicos ja foram
relatados na literatura como agentes de doencas em potencial para a cultura do
maracujazeiro (OLIVEIRA et al., 2013; CAVICHIOLI, 2016; ROSADO et al., 2019;
MELO et al., 2020; SILVA et al., 2022). Dentre os fungos, destacam-se as espécies do
género Colletotrichum por ser responsavel por ocasionar a antracnose em diversas
culturas de importancia econdmica (CANNON et al.,, 2012; DOYLE et al., 2013;
JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS & BARONCELLI, 2021; LIU et al.,
2022).

Nesse sentido, varios estudos tém sido realizados no intuito de elevar a
produtividade, visando principalmente, 0 manejo fitossanitario que é fundamental para o
sucesso da cultura do maracujazeiro (CAVICHIOLI, 2016). Dentre os diversos manejos

utilizados na cultura para diminuir a incidéncia da antracnose, destaca-se 0 manejo
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quimico que realizado de forma adequada e consciente € um dos mais importantes
métodos de manejo de doencas, considerado eficiente e economicamente viavel,
garantindo alta produtividade e qualidade da producdo (AMORIM et al., 2018). Em
contrapartida, um controle complementar e eficaz é o uso dos fungicidas biolégicos, como
por exemplo, espécies de Trichoderma que tém sido conhecidas ha alguns anos como
potencial agente de controle bioldgico (BAE & KNUDSEN, 2005). Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do controle quimico e bioldgico sobre o

crescimento micelial das espécies de Colletotrichum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do maracujazeiro

As plantas geneticamente conhecidas como maracujazeiro (Passiflora spp.)
pertencem a familia Passifloraceae, composta por 18 géneros, sendo Passiflora o mais
expressivo em numero de espécies, estimando-se em mais de 500, onde 150 séo nativas
do Brasil, um dos maiores centros de diversidade (VANDERPLANK, 1996; LOPES,
1991; CROCHEMORE et al., 2003). Segundo sua classifica¢do taxondmica pertence ao
reino Plantae, filo Tracheophyta, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Malpighiales, familia Passifloraceae, género Passiflora (MILWARD-DE-AEVEDO,
2018).

Dentre as espécies deste género que produzem frutos comestiveis estdo: Passiflora
edulis Sims (maracuja roxo), P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja-amarelo), P.
alata Curtis (maracuja-doce, maracuja-acu), P. maliformis Linn. (maracuja cabaca doce,
maracuja maca, maracuja de 0sso), P. setacea (maracujazeiro-sururuca, maracujazeiro-
do-sono, maracujazeiro-de-veado), P. nitida Kunth (maracuja-suspiro, maracuja-do-
cerrado), P. cincinnata Mast., (maracuja-do-mato), P. gibertii e P. quadrangularis L.
(maracuja-de-quilo, maracuja-gigante, badea), porém, as espécies P. edulis (maracuja
roxo) e P. edulis f. flavicarpa (maracuja-amarelo) séo as mais utilizadas em plantios

comerciais devido a qualidade dos frutos para consumo (ARAUJO, 2009).

2.1.1. Aspectos botanicos do maracujazeiro

O maracujazeiro € uma planta trepadeira herbacea e/ou lenhosa, de crescimento
vigoroso e continuo, perene, de rapido crescimento e frutificacdo precoce, pode atingir 5
a 10 m de comprimento (RUGGIERO et al., 2000). Apresenta gavinha, apéndice
filamentosos, solitarias e axilares que podem ser robustas e ténues. Possuem movimentos
chamado de tigmotropismo, e conseguem se enrolarem a suportes para manterem-se fixas
(BRUCKNER et al., 2005).

O caule é cilindrico, angular e raramente quadrangular de onde surgem as gemas
vegetativas, das quais, cada uma dard origem a uma folha, uma gavinha e uma flor

(MELETTI, 2005). O sistema radicular é superficial do tipo pivotante ou axial, e
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apresenta maior concentracdo na profundidade entre 0 e 45cm do solo. As raizes médias
e a central sdo responsaveis pela sustentacdo da planta, enquanto as pequenas tém a
funcédo de absor¢édo de 4gua e nutrientes (KUDO, 2004).

As folhas séo bastante variaveis em relacdo a forma, variando entre espécies e até
mesmo dentre a mesma espécie ou planta. As folhas sdo alternadas e inicialmente sdo
ovaladas e sem lobos. Dentro desse polimorfismo foliar podemos observar as seguintes
formas: lobada, digitada, eliptica, ovada, serreada, lisa, glandulosa e subcoridcea
(CERVI, 1997). Em sua base, encontram-se brécteas foliaceas que apresentam folhas
modificadas e possuem a funcdo de atrair animais polinizadores. Sob estresse, as folhas
do maracujazeiro tendem a cair e voltam a brotar no inicio do ciclo seguinte da cultura
(LEITAO FILHO & ARANHA, 1974).

As flores do maracujazeiro sdo hermafroditas e vistosas e tem em sua base
bracteas foliares. Crescem isoladamente a partir da quinta axila das folhas dos ramos
novos. Sao diclamideas, apresentando um calice tubuloso, constituido por cinco sépalas
oblongas e esverdeadas e uma corola formada por cinco pétalas oblongas. A corola é
seguida por uma corona, que é constituida por cinco series de filamentos, que ¢ uma
caracteristica deste género, e, na sua base esta localizado o opérculo, que protege a cdmara
nectarifera (BRUCKNER et al., 2005; OLIVEIRA; FALEIRO; JUNQUEIRA, 2020).

No centro da flor observa-se um tubo andrégino, em cuja base se localiza o ovario.
Em sua parte inferior, se inserem cinco filetes terminados por anteras bem desenvolvidas,
em cuja parte superior desenvolvem-se os estigmas (BRUCKNER et al., 2005;
OLIVEIRA; FALEIRO; JUNQUEIRA, 2020).

O polen apresenta coloragdo creme e é pesado, 0 que desfavorece a polinizacao
pelo vento (BRUCKNER et al., 2005; OLIVEIRA; FALEIRO; JUNQUEIRA, 2020).
Além disso, Bruckner et al. (1995) afirmam que a frutificacdo é inteiramente dependente
da polinizacéo cruzada, em virtude da autoincompatibilidade e a eficiéncia desse processo
depende dos agentes polinizadores.

O fruto é classificado como uma baga indeiscente de forma ovoide ou globosa,
com variabilidade na cor, tamanho e no peso. A coloracao da casca quando maduro varia
de acordo com a espécie. A parte externa é formada pelo pericarpo e a interna constitui a
polpa. As sementes sdo de coloragdo pardo-escura, revestidas pelo arilo, de onde é
extraido o suco (MARTINS, 2006).
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2.1.2. Importancia econdbmica do maracujazeiro

O cultivo do maracujazeiro € uma atividade de grande expressdo econémica no
Brasil e pouco explorado nos demais paises. De acordo com os ultimos dados do IBGE
(2022) foram produzidas 697.859 toneladas dos frutos em 45.602 hectares, tendo um
rendimento médio de 15,303 t/ha da fruta. O maracujazeiro é cultivado em todas as
regides, principalmente, na regido Nordeste, que é a maior produtora, responsavel por
cerca de 70% do total da producdo do pais (IBGE, 2022). Alagoas esta em sétimo lugar
na producdo nacional da cultura, com cerca de 13.692 toneladas de frutos em 9.704 kg/ha
(IBGE, 2022).

No Brasil, durante muitos anos, 0 maracuja era considerado apenas como uma
fruta de pomar doméstico, sendo seu valor comercial descoberto no final da década de
60, quando cafeicultores, apds um periodo de baixa comercializacao do café, implantaram
pomares de maracuja visando a possibilidade de rapido retorno financeiro oferecidos pela
cultura. Assim, 0 maracujazeiro apresentou-se Como uma opg¢ao economicamente viavel,
de grande importancia econdémica no Brasil, principalmente ao pequeno produtor da
agricultura familiar, por ser uma atividade de impacto social, devido a alta rentabilidade
do fruto (CAVICHIOLI; MELETTI; NARITA, 2018).

A partir da década de 90 ocorreu significativa ampliacdo da area cultivada do
maracuja no Pais, com crescimento em torno de 75%, em apenas seis anos, 0 que tornou
0 maracuja uma cultura de expressdo econdmica (CRISOSTOMO, 2009; MELETTI,
2011). Segundo Costa et al. (2005), além da importancia econdmica da cultura, possui
um forte apelo social, onde cada hectare implantado, gera em torno de treze empregos,
sendo 4 diretos e 9 indiretos. Deste modo, ajuda a evitar o éxodo rural e garantido ao
pequeno produtor a fonte de renda familiar.

O maracuja é uma das poucas frutiferas que possuem todas as partes da planta
comercializavel. Além de consumido in natura, o fruto também € utilizado na fabricacéo
de polpa, geleia e néctar. Suas sementes, folhas e raizes sdo utilizadas pela inddstria
farmacéutica como antiespasmadicos, anti-helminticos e sedativos. As flores sdo

utilizadas pelo mercado da ornamentacao (FALEIRO et al., 2005).
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2.1.3. Antracnose em maracujazeiro

Na producgédo da cultura do maracujazeiro alguns fatores apresentam-se como
entrave, dentre eles estdo os problemas fitossanitarios causados pelos fitopatdgenos virus,
bactérias e fungos (SAO JOSE, 2015). No entanto, os fungos sdo considerados um dos
principais agentes associados, principalmente, aqueles que causa a doenga antracnose
(DEAN et al., 2012).

A antracnose é uma doencga disseminada em todas as regiGes produtoras de
maracuja no Brasil. Possui grande importancia por atacar a parte aérea das plantas em
qualquer idade, sendo de dificil controle quando as condic¢des climaticas sdo favoraveis
as epidemias (PIO-RIBEIRO & MARIANO, 1997). O género Colletotrichum € o
principal agente causal desta doenca, sendo as espécies Colletotrichum gloeosporioides,
C. boninense, C. brasiliense, C. colombiense, C. karstii, C. torulosum, C. tropicale, C.
fructicola, C. theobromicola, C. brevisporum, C. plurivorum, C. siamense e
Colletotrichum constrictum associadas a antracnose de Passiflora spp. em varios paises
ao redor do mundo, causando grandes prejuizos, sendo as espécies C. plurivorum, C.
brevisporum, C. theobromicola, C. tropicale e C. fructicola relatadas no Brasil (TOZZE
etal., 2010; DAMM et al., 2012; SILVA et al., 2021; SILVA et al., 2022, ZHANG et al.,
2022; WANG et al., 2021).

Os sintomas nas folhas apresentam-se na forma de manchas com aparéncia
aguosa, que evoluem para necrose podendo ocorrer uma intensa queda de folhas, morte
dos ponteiros e secamento parcial da planta. Nos frutos jovens, apresentam-se em forma
de lesdes circulares ou irregulares de coloracdo pardo-clara que aumentam de tamanho
de acordo com a maturacdo do fruto e torna-se pardo-escuras, de aparéncia oleosa,
deprimido e murcho que afetam a polpa, muitas vezes apresentando-se na forma de
podriddo mole, provocando queda dos frutos (SAO JOSE et al., 2000; KIMATI et al.,
2011).

A sobrevivéncia do patdgeno se da em restos de cultura e em tecidos afetados na
prépria planta, fazendo com que a doenca seja mais frequente e severa em uma
determinada &rea a partir do segundo ano de cultivo. A ocorréncia da doenca é favorecida
por alta umidade, especialmente com chuvas frequentes, abundantes e temperatura média

entre 26° e 28°C. Nestas condi¢es, ocorre intenso desfolhamento, morte dos ponteiros e
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podridao de frutos. A disseminacdo do patdgeno ocorre através de sementes, respingos

de chuva, insetos e implementos agricolas (KIMATI et al., 2011).

3. MANEJO DA ANTRACNOSE EM MARACUJAZEIRO

O controle de doencas de plantas € um principio fundamental para minimizar as
perdas e garantir o maximo na produtividade (FRANCHINI et al., 2011). Pois sem
controle, doencas de plantas podem ocasionar enormes prejuizos, de consequéncias
sociais e econdmica (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 2018).

Conceituagdes econdmicas e bioldgicas estdo intimamente relacionadas, pois a
prevencdo da doenca leva a diminuicéo dos danos (reducdes na quantidade e/ou qualidade
da producdo) e, eventualmente, das perdas (redugdes do retorno financeiro por unidade
de éarea cultivada) (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 2018).

3.1.  Manejo quimico

O manejo quimico € recomendado para controle de doencas da parte area na
cultura do maracujazeiro, dentre elas, destaca-se a antracnose, cujo agente causal é C.
gloeosporioides. Os fungicidas recomendados para esse patossistema sdo:
Difenoconazol, Tebuconazol, Clorotalonil, Alquilenobis + Piraclostrobina), Tiofanato
metilico, Piraclostrobina, Flutriafol, Mancozebe, Tiabendazol, Tebuconazol +
Trifluxostrobina, Fluxapiroxade + Piraclostrobina, Azoxistrobina + Mancozebe,
Tiabendazole, Hidroxido de cobre e Oxido cuproso (AGROFIT, 2023).

Embora exista um nimero consideravel de espécies de Colletotrichum associadas
a antracnose em maracujazeiro no mundo, apenas C. gloeosporioides s.s. foi utilizado nos

estudos de controle da doenca dos fungicidas liberados para uso na cultura.

3.1.1. Difenoconazole

Fungicidas inibidores de biossintese de Esterdis constituem o maior e mais
importante grupo desenvolvido para controle de doencas fangicas como as causadas por
ascomicetos, basidiomicetos e fungos anamérficos. Este grupo possui grande vantagem

em relacdo a dificuldade de patdgenos adquirirem resisténcia sem afetar sua
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adaptabilidade. Dentre os diversos compostos quimicos, os triazGis sdo 0s mais
importantes (KIMATI, 2011).

O difenoconazol (cis-trans-3-chloro-4-[4-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)
-1,3-dioxolan-2-ylphenyl 4-chlorophenyl ether) é um fungicida sistémico de amplo
espectro do grupo quimico do triazol, amplamente utilizados no controle de doencas
fangicas em culturas agricolas (DONG et al., 2013; QUANGLIANG et al., 2014). Esses
fungicidas foram sintetizados como inibidores da desmetilizacdo (DMI) direcionada ao
esterol 14a-desmetilase, uma importante enzima que regula a biossintese do ergosterol,
inibindo o crescimento flngico, apresentando efeito protetivo e curativo (WANG et al.,
2008; DONG et al., 2013; PRICE et al., 2015; HE et al., 2019).

O difenoconazol, com nome comercial Score® € indicado para o controle de
fungos fitopatogénicos nas seguintes familias boténicas: Anacardiaceae (C.
gloeosporioides), Fabaceae (C. dematium), Gentiaminiaceae (C. gloeosporioides),
Lauraceae (C. gloeosporioides), Rutaceae (C. gloeosporioides; Elsinoe australis),
Salicaceae (Melampsora medusae), Solanaceae (C. capsici), Violaceae (C.
gloeosporioides) (SCORE, 2022). Além da efetividade descrita pelo fabricante sobre C.
gloeosporioides e C. dematium, ha relatos na literatura da efetividade do difenoconazol
sobre outras espécies do género, como C. acutatum (BAGGIO et al., 2018; GAMA et al.,
2020), C fructicola, C. siamense, C. nymphaeae e C. fioriniae — subgrupos 1 e 2 (CHEN
et al., 2016), incluindo a espécie C. gloeosporioides que causa a antracnose em
Passifloraceae (SCORE, 2023).

De acordo com Liang et al. (2020) o uso de difenoconazol em diferentes isolados
de C. fructicola apresentou alta atividade inibitdria sob o crescimento micelial e baixa
germinacao dos conidios. Shi et al. (2021) mostram em seu trabalho que as espécies C.
scovillei, C. truncatum, C. fructicola e C. aenigma provenientes da doenca antracnose em
pimenta, sdo sensiveis ao uso deste fungicida, reduzindo significativamente o crescimento

micelial em relacéo a testemunha.

3.1.2. Piraclostrobina

Os fungicidas que agem como inibidores da respiragdo constituem uma das

principais classes. As estrobilurinas sdo derivadas de um metabdlito secundario do fungo
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Strobilus tenacellus. Tem amplo espectro e boa a¢ao sobre basidiomicetos, ascomicetos,
fungos anamorficos e alguns oomicetos (KIMATI, 2011).

A piraclostrobina (Methyl N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-yloxymethyl]
phenyl} (N-methoxy) carbamate) é um fungicida sistémico do grupo quimico das
estrobilurinas. Apresenta mecanismo de acdo dos inibidores do complexo Ill: citocromo
bcl (ubiquinol oxidase) no sitio Qo, pertencente ao Grupo C3. Atua como inibidor do
transporte de elétrons nas mitocéndrias das células dos fungos, inibindo a formacéo de
ATP, essencial nos processos metabdlicos dos fungos. Apresenta excelente acdo
protetiva, devido a sua atuacdo na inibicdo da germinacao dos esporos, desenvolvimento
e penetracdo dos tubos germinativos e proporciona maior atividade metabdlica da planta,
aumento da atividade da enzima nitrato redutase, resultando em melhor sanidade da
planta. Sendo empregado no controle de Colletotrichum spp. de plantas das familias:
Bromeliaceae (C. gloeosporioides), Malvaceae (C. gloeosporioides), Anonaceae (C.
gloeosporioides), Dioscoreaceae (C. gloeosporioides), Fabaceae (C. gloeosporioides; C.
capsici), Sapindaceae (C. gloeosporioides), Actidiaceae (C. gloeosporioides),
Euphorbiaceae (C. gloeosporioides), Rosaceae (C. gloeosporioides), Anacardiaceae (C.
gloeosporioides), Caricaceae (C. gloeosporioides), Passifloraceae (C. gloeosporioides),
Punicaceae (C. gloeosporioides) (COMET, 2023).

No estudo de Vasic et al. (2019) mostram que o crescimento micelial dos
fungicidas inibidores externos de quinona (Qol) foram os que mais reduziram o

crescimento micelial in vitro de 24 isolados de Colletotrichum destructivum.

3.1.3. Flutriafol

O flutriafol ((RS)-2,4"-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl) benzhydryl
alcohol) é um fungicida sistémico do grupo quimico do triazol. Apresenta mecanismo de
acdo de desmetilase na biossintese de esterol, pertencente ao Grupo G1, indicado para o
tratamento de doencas da parte aérea causadas por Colletotrichum ssp. nas familias:
Punicaceae (C. gloeosporioides), Solanaceae (Colletotrichum sp.; C. gloeosporioides)
curcubitaceae (C. gloeosporioides; C. gloeosporioides f. sp. cucurbitae), Passifloraceae
(C. gloeosporioides), Anacardiaceae (Glomerella cingulata), Apiaceae (C.
gloeosporioides), Euphorbiaceae (C. gloeosporioides), Caricaceae (C. gloeosporioides),

Fabaceae (C. lini; C. truncatum), Dioscoreaceae (C. gloeosporioides), Sapindaceae (C.
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guaranicola), Malvaceae (C. gloeosporioides), Liliaceae (C. gloeosporioides f.sp. cepae;
C. dematium f.sp. circinans) e Lauraceae (Colletotrichum sp.) (FLUTRIAFOL, 2023).
Vasic et al. (2019) afirmam que os fungicidas inibidores de desmetilacdo (DMI),
como por exemplo o flutriafol séo eficazes no controle da espécie C. destructivum. Os
resultados de Adriano et al. (2022) corroboram com as informacdes de Vasic et al. (2019)

que afirmam a reducdo da taxa de crescimento micelial da colonia.

3.1.4. Azoxistrobina +Difenoconazole

A juncdo desses dois principios ativos € sistémicos e pertence aos grupos quimicos
estrobilurinas e triazol, respectivamente. A marca comercial amistar top tem atividade
predominantemente preventiva, mas também com acao curativa e anti-esporulante, usado
em pulverizacdo para controle das doencas da parte aérea. Este fungicida composto
apresenta dois diferentes modos de acéo, o primeiro pertencente ao grupo C3 (Inibidores
de extracelulares de Quinona - Qols) e o segundo pertencente ao grupo dos G1 (inibidores
de desmetilacdo - DMIs). O uso do fungicida é liberado para o controle da antracnose em
diversas culturas como abacate (C. gloeosporioides), acerola (C. gloeosporioides) amora
(C. gloeosporioides), anonaceas (C. acutatum), azeitona (C. gloeosporioides), cacau ( C.
gloeosporioides), caju (C. gloeosporioides), carambola (C. gloeosporioides), citros (C.
gloeosporioides), cupuacu (C. gloeosporioides), feijéo (C. lindemuthianum), framboesa
(C. gloeosporioides), guarana (C. gloeosporioides), jilo (C. gloeosporioides), kiwi (C.
acutatum), lichia (C. gloeosporioides), macadamia (C. gloeosporioides), grdo-de-bico (C.
capsici), lentilha (C. -capsici), mamédo (C. gloeosporioides), mandioca (C.
gloeosporioides), manga (C. gloeosporioides), mangaba (C. gloeosporioides), mirtilo (C.
gloeosporioides), pimenta (C. gloeosporioides), pimentdo (C. gloeosporioides), plantas
ornamentais (C. gloeosporioides), pitanga (C. gloeosporioides), roma (C.
gloeosporioides) e seriguela (C. gloeosporioides) (AMISTAR TOP, 2023).

Apesar de ndo haver recomendacdes do uso do Amistar top para o controle de
antracnose no maracujazeiro, com o agente causal Colletotrichum, pode-se observar
alguns estudos utilizando este fungicida para o controle da doenga. Shanthini et al. (2021)
afirmam que Amistar Top obteve um percentual de inibi¢do do crescimento micelial de
94,43%, quando utilizaram a espécie C. truncatum proveniente da cultura da pimenta.

Testado em condic¢des de campo, Amistar top também mostrou grande eficiéncia sob o
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controle da antracnose em capim preto com severidade minima de 6%, enquanto o
tratamento controle foi de 78,51% (KUMAR et al., 2020).

3.2.  Manejo bioldgico

O controle bioldgico consiste na regulacdo natural do nimero de seres vivo por
seus inimigos naturais. E um fendmeno que ocorre em todas as cadeias e estagios de vida
na natureza. Dentre esses inimigos naturais hd um namero bastante diversificado, que vai
desde mamiferos até microrganismos como virus, bactérias e fungos (PARRA et al.,
2002).

Quando o foco é o uso do controle biologico de doencas de plantas, de modo geral,
observa-se uma intima interacdo do patdgeno, hospedeiro e o antagonista como
componentes do controle (BETTIOL, 1991). Esse controle ocorre de um organismo por
outro organismo, ou ainda o controle de um agente causal de uma doenca de planta por
um microrganismo antagonista (BETTIOL; SILVA; CASTRO et al., 2019).

Por definicdo, o controle biologico é um fendmeno dindmico que sofre influéncia
de fatores climaticos, disponibilidade de alimentos e competicdo, além da diversidade
(VAN DEN BOSCH et al., 1982). A definicdo mais aceita é a que foi proposta por Cook
& Baker (1983) onde definem o controle bioldgico como a “Reducéo da soma de indculo
ou das atividades determinantes da doenca provocada por um patogeno, realizada por ou
através de um ou mais organismos que nao o homem”.

O crescimento expressivo do uso de fungicidas no Brasil mostra a importancia do
controle quimico de fitopatogenos, além de estudos que levem a introducdo de
alternativas de manejo e o controle bioldgico destaca-se nesse sentido por ndo haver
impacto ambiental (MORANDI et al., 2009).

Bettiol (2011) define os fungicidas biol6gicos como organismos vivos (fungos,
bactérias, protozoarios, straminipila e virus), animais microscopicos (nematoides) e
macrorganismos (predadores e parasitoides, insetos e &caros) ou produtos naturais

derivados desses organismos usados na protecédo das plantas.

3.2.1. Trichoderma spp.
O Trichoderma pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomicetes, ordem

Hipocreales, familia Hipocreaceas. Este género é classificado como fungo anamorfo,
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descrito como decompositor de madeira, onde produzia massas de esporos de coloragdo
verde. Tem como espécie tipo T. viride. Apds 70 anos foi comprovado que esta espécie
era a forma assexual do ascomiceto Hypocrea rufa (MONTE; BETTIOL; HERMOSA,
2019).

O género Trichoderma potencializou o cenario de controle bioldgico de doencas
de plantas no Brasil tendo seu primeiro produto disponibilizado em 1987. A legislacdo
tem sido fundamental para o crescimento no mercado (BETTIOL; SILVA; CASTRO et
al., 2019). Atualmente, h& 56 produtos fungicidas microbioldgicos a base de Trichoderma
ou compostos de Trichoderma spp + Bacillus. Dentre as espécies utilizadas estdo
Trichoderma harzianum, Trichoderma afroharzianum, Trichoderma viride, Trichoderma
asperellum, Trichoderma amyloliquefaciens, Trichoderma koningiopsis e Trichoderma
reesei. (AGROFIT, 2023).

Uma das principais caracteristicas deste género ¢é a capacidade de parasitar fungos
e controlar, principalmente, fungos habitantes do solo (MORANDI et al., 2009).
Quitinases e glucanases sdo enzimas expressas na interacdo de espécies de Trichoderma
com fungos fitopatogénicos que degradam a parede celular.

A producédo de metabdlitos secundarios também apresenta grande potencial, pois
possuem grande ndmero de compostos contribuindo com diversidade metabdlica do
Reino Fungi (HERMOSA et al., 2014). Compostos como 0s peptaiboles, pequenos
peptideos ndo ribossémicos (NRP), poliquetidios (PK), terpenos e pironas como a 6-
pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) sdo os mais estudados e responsavel pela cor amarela e
cheiro de coco de muitos cultivos. A atividade antifingica in vitro de muitos dos
metabdlitos secundarios produzidos por Trichoderma sdo reconhecidos em géneros como
Botrytis, Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotrys, Colletrotrichum, Penicillium,
Aspergillus, Gaeumannomyces, Phytophthora e Pythium (HERMOSA et al., 2014;
MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019).

A espécie Trichoderma harzianum Rifai (cepa ESALQ-1306) é uma das mais
estudadas e utilizadas para o controle. O fungicida microbioldgico Trichodermil SC 1306
® (T. harzianum) é um microparasita necrotréficos de ocorréncia natural em solos, eficaz
no controle de inimeros fungos fitopatogénicos. O conhecimento sobre 0 modo de acao
do agente de biocontrole é essencial para o sucesso (BULA — TRICHODERMIL SC
1306, 2023).
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O Trichoderma pode atuar por diferentes mecanismos, como € o caso do produto
comercial Trichodermil, que tem acdo antagonica, parasita e antibiose. O antagonismo
age inibindo a ocupacéo do espaco por outros microrganismos fitopatogenos que também
se desenvolvem em determinado ambiente. Também agem de forma direta com o
microparasitismo inviabilizando as estruturas vegetativas, reprodutivas e de resisténcia
de fungos fitopatogénicos. Além disso, ocorre a interacdo entre 0s organismos pela
antibiose, na qual os metabolitos produzidos pelo fungo (protease, lipase, glucanase e
quitinases) promovem a degradacdo da parede celular de fungos (BULA -
TRICHODERMIL SC 1306, 2023).

Costa et al. (2021) mostram em seu trabalho um grande potencial de T. piluliferum
como biocontrole em banana na pos-colheita, onde os metabdlitos reduziram os danos
causados por C. musae quando comparadas com o fungicida imazali, ficando com aspecto
de hifas inchadas e vacuolizadas.

A efetividade de diferentes espécies de Trichoderma foi avaliada no controle
deAlternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides e Penicillium digitatum e obteve
uma reducdo em torno de 80% nas infec¢Oes de laranjas quando 0s agentes causais eram
resistentes ao fungicida pirimetanil (FERREIRA et al., 2020).
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EFEITO in vitro E in vivo DE FUNGICIDAS SOBRE AS ESPECIES DE
Colletotrichum ASSOCIADAS A ANTRACNOSE DO MARACUJAZEIRO
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RESUMO

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja (Passiflora spp.), sendo o Nordeste
responsavel por 70% da produtividade nacional. Doengas fungicas como a antracnose,
causada por espécies do género Colletotrichum, é um dos principais fatores que reduzem
a producéo e interfere na qualidade dos frutos. Diante disso, 0s objetivos deste estudo
foram avaliar in vitro os efeitos dos fungicidas difenoconazole, piraclostrobina, flutriafol
e azoxistrobina + difenoconazole e em mudas de maracujazeiro o efeito de piraclostobina
sobre as espécies fungicas de Colletotrichum plurivorum, C. brevisporum, C.
theobromicola, C. tropicale e C. fructicola. Na avaliagdo in vitro da sensibilidade de
Colletotrichum spp. aos fungicidas, um disco (5 mm) de meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA — Kasvi) sintético, contendo as estruturas fungicas foi adicionado ao meio de
cultura BDA suplementado com os fungicidas nas concentracdes estabelecidas para cada
produto. As placas foram incubadas a 25 £+ 1°C no escuro, mensuradas diariamente, no
periodo de sete dias. Para verificar a diferenca entre os tratamentos foram estimados o
indice de crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo de crescimento
micelial (PIC). Na avaliacdo in vivo foram utilizadas mudas assintomaticas da variedade
maracuja do cerrado. Foi utilizado o fungicida piraclostrobrina na concentracdo de 100
ug L. Para o tratamento preventivo foi pulverizado o fungicida e apds 48 horas as mudas
foram inoculadas discos contendo as estruturas das espécies de Colletotrichum. Para o
tratamento curativo, as mudas foram inoculadas primeiramente com o patdgeno e ap6s
quatro dias foi pulverizado o fungicida. A testemunha consistiu da inoculacdo apenas de
Colletotrichum spp. Ambos os tratamentos foram avaliados ao décimo dia medindo o
diametro das lesdes. Nos testes in vitro, as dosagens recomendadas pelos fabricantes dos
fungicidas flutriafol, piraclostrobina e amistar top foram as mais eficientes, no entanto,
para o fungicida difenoconazole o melhor resultado foi obtido quando utilizou a maior
dosagem. O tratamento preventivo obteve as menores médias de tamanho de lesdes para
todas as espécies, exceto C. plurivorum, que foi menos agressivo no tratamento curativo.
De forma geral, o fungicida piraclostrobina foi o mais eficiente tanto in vitro como in vivo
para Colletotrichum spp.

Palavras-chave: Fungitoxico; Passiflora; Sensibilidade.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro (Passiflora) é uma planta trepadeira da familia Passifloraceae
com grande expressdo econdmica principalmente no Brasil, que é responsavel pela maior
producdo mundial com 697.859 toneladas em uma area de 45.602 hectares, distribuidos
em 34.674 estabelecimentos, com rendimento médio de 15.303 kg/ha (IBGE, 2022).

Dentre os diversos problemas fitossanitarios que acometem a cultura do
maracujazeiro, a antracnose causada por espécies do género Colletotrichum, é uma das
principais doencas encontradas em todas as regides produtora de maracuja. (SAO JOSE,
2015).

Os sintomas de antracnose nas folhas apresentam-se na forma de manchas com
aspecto aquoso, que evoluem em tamanho, adquirindo uma cor parda com bordos pardo-
escuros. Com a coalescéncia de lesbes, formam-se grandes areas de tecidos necrosados,
apresentando rachaduras e intensa queda de folhas, reduzindo a taxa fotossintética da
planta. Nos frutos apresentam lesdes de coloracdo pardo escura, borda circular ou
irregular, centro deprimido e aspecto oleoso e sobre condigdes favoraveis, ou seja, alta
umidade e temperaturas entre 25 — 27°C pode acorrer a morte dos ponteiros, seca parcial
ou total da planta, queda intensa das folhas e frutos imaturo e podridao de pds colheita
nos frutos maduros, prejudicando a qualidade da polpa do fruto. (AMORIM; REZENDE,
2016).

O manejo sanitario tornou-se de suma importancia quando a finalidade é o
aumento da producdo do maracujazeiro (CAVICHIOLI, 2016). O controle quimico
atualmente € o mais utilizado para reduzir os danos causados pelos fitopatdgenos na
producdo do maracujazeiro (AMORIM et al., 2018). No entanto, a indicagdo dos
fungicidas liberados para o controle da antracnose do maracujazeiro é para a espécie C.
gloeosporioides (AGROFIT, 2023).

Lima et al. (2015) relatam que as espécies de Colletotrichum apresentam
comportamento diferenciado frente aos diferentes fungicidas e que este dado pode
direcionar a escolha dos ingredientes ativos mais adequados no controle da doenca.
Portanto, estudos comparativos do efeito dos diferentes fungicidas sobre as diferentes
espécies que ocorrem em maracujazeiro precisam ser desenvolvidos com o objetivo de

evitar a resisténcia dos patogenos pelo uso indiscriminado desses produtos.
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Diante da escassez de estudos relacionados ao uso dessas moléculas para o
controle da antracnose no maracujazeiro, causada por diferentes espécies de
Colletotrichum, o objetivo deste estudo é avaliar in vitro os efeitos dos fungicidas
difenoconazole, piraclostrobina, flutriafol e azoxistrobina + difenoconazole sobre
Colletotrichum spp., bem como modo de acdo de piraclostrobina em mudas de

maracujazeiro inoculadas com Colletotrichum spp.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento, obtencao das espécies de Colletotrichum.

O trabalho foi realizado no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA),
da Universidade Federal de Alagoas - Rio Largo/AL. Os experimentos foram conduzidos
na clinica fitossanitaria e em casa-de-vegetacéo.

Isolados representativos de cinco espécies de Colletotrichum, provenientes de
plantas de maracujazeiro exibindo sintomas de antracnose, foram obtidos da Colegéo de
Fitopatdgenos da Universidade Federal de Alagoas - COUFAL. Os isolados foram
caracterizados por Inferéncia Bayseana baseados em andlises multi-locus utilizando os
genes gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), quitina sintetase (CHS-1), B-
tubulina (TUB2) e regido do espaco interno transcrito (ITS) por Silva et al., 2022 e suas
sequéncias parciais foram depositadas no GenBank, com os cddigos descritos na Tabela
1.

Tabela 1: Isolados de Colletotrichum provenientes de maracujazeiro.
NuUmeros de acesso do GenBank

ESPECIES CODIGOS
GAPDH ITS TUB2 CHS-1
C. brevisporum *COUFALO0271  MT299329 MT334686 MT310545 MT314425
C. plurivorum COUFALO0275  MT299333 MT334689 MT310548 -
C. fructicola COUFALO0279  MT299337 MT334692 MT310551 -
C. theobromicola COUFAL0280 MT299338 MT334693 MT310552 -
C. tropicale COUFAL0282  MT299340 MT334695 MT310554 -

* COUFAL.: Colecéo de fitopatdgenos da Universidade Federal de Alagoas.

Para recuperar os isolados, fitas de papel filtro com o crescimento das espécies de

Colletotrichum foram colocadas em placas de petri contendo meio BDA.
2.2. Teste de patogenicidade das espécies de Colletotrichum.
Todos os isolados recuperados foram testados quanto a patogenicidade em

Passiflora. A inoculagéo foi realizada em folhas assintomaticas obtidas de maracujazeiro

lavadas e secas em papel toalha. O indculo consistiu de discos contendo as estruturas das
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espécies de Colletotrichum com 7 dias. Em seguida, o indculo foi depositado sobre a
superficie adaxial das folhas feridas com auxilio de uma agulha estéril, com trés
repeticdes. A testemunha consistiu apenas de discos de meio de cultura BDA. As folhas
foram acondicionadas em gerbox com papel filtro esterilizado umedecido com ADE e
incubadas em temperatura ambiente. Aos 7 dias ap6s a inoculacdo foram observados 0s

sintomas das lesdes nas folhas.

2.3. Efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial de Colletotrichum spp.

A sensibilidade das espécies de Colletotrichum foi avaliada observando o
crescimento micelial em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) sintético

enriquecido com fungicidas, utilizando as formulagdes comerciais (Tabela 2).

Tabela 2: Fungicidas utilizados nos testes de sensibilidade.

Ingrediente Ativo Nome comercial Grupo quimico Tipo CIAl
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?

!Concentragéo do ingrediente ativo

Os fungicidas foram dissolvidos diretamente em agua destilada esterilizada e, em
seguida, foi completado seu volume até 100 mL, para obtencdo de uma solucdo estoque
de 10.000 mg L™ do ingrediente ativo. A partir da solugdo estoque, foi feita uma diluigio
em série, de tal maneira que cada mL dessa solu¢do, quando adicionada a 99 mL de meio
BDA fundente, produziu a concentragdo desejada.

O meio de cultura com o fungicida foi agitado para homogeneizagdo dos mesmos
e, posteriormente, foram vertidos em placas de Petri. Discos de 5mm de diametro
contendo as estruturas fangicas, com 7 dias de crescimento, das cinco espécies de
Colletotrichum 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 adigéo de fungicidas. As placas foram
mantidas em camara B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), a temperatura de 25°C + 1

No escuro.
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As concentragdes dos fungicidas foram estabelecidas utilizando uma dosagem
maior e uma menor, referente aquela recomendada pelo fabricante para o controle da
antracnose. Logo, para o fungicida difenoconazole foram estabelecidas as seguintes
concentragdes: 25, 50 e 75 pg de i.a. ml™. Para Piraclostrobina foram: 75, 100 e 125 ug
de i.a. mIt. O Flutriafol as concentragdes foram: 200, 375 e 550 pg de i.a. ml™ e Amistar
Top: 100, 163 e 226 pg de i.a. ml™,

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto por 5
espécies de Colletotrichum x 4 fungicidas x 3 concentragdes, sendo cinco repetigdes por
tratamento. As avaliagBes foram realizadas através da mensuragdo do crescimento
micelial, perpendicularmente, durante 7 dias. Com o resultado das medidas, foi calculado
o0 indice de velocidade crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo do

crescimento micelial (PIC), de acordo com as férmulas descritas a seguir:

G, G G
IVCM = —+ —+—
Ny N Ny
Onde: Cy, C2 e Cn correspondem ao crescimento micelial na primeira, segunda

e ultima avaliacdo; e N1, N2 e Nn correspondem ao nimero de dias apds a inoculagéo.

(Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) X 100

PIC =
Crescimento da testemunha

2.4. Efeito de fungicidas sobre Colletotrichum spp. em mudas de maracujazeiro

Para 0 experimento in vivo, mudas de maracujazeiro da variedade Sol do Cerrado
foram adquiridas em viveiro comercial no municipio de Arapiraca — AL. As mudas
foram levadas para 0 CECA, onde foram transplantadas para sacos de polietileno (10x20
cm), contendo substrato. As mudas foram regadas diariamente e aos 60 dias foi feito o desbaste

deixando apenas trés folhas por muda (Figura 1).
T e T

¢ | s AP o

Figura 1: Variedade sol do Cerrado. A) Mudas com 30 dias; B) Transplantio das mudas; C) Mudas com 60 dias.
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As mudas assintomaticas com 60 dias foram utilizadas para testar a capacidade do
fungicida em controlar a doenga, no efeito preventivo e curativo. Para esse teste foi
preparada a diluicdo do fungicida piraclostrobina na concentragio de 100 pgL™. A
escolha desse fungicida foi determinada por apresentar os melhores resultados no teste in
vitro do controle de Colletotrichum spp.

Para determinar o efeito preventivo foram realizadas pulverizac@es do fungicida
nas folhas das mudas de maracujazeiro e, apds 48 horas foram inoculadas com disco de
micelio provenientes das col6nias de espécies de Colletotrichum, cultivadas durante 7
dias em meio de cultura BDA. No efeito curativo foi realizada a inoculagdo dos discos de
BDA contendo as estruturas do patégeno em folhas de maracujazeiro e, apds o surgimento
das lesdes foi pulverizado o fungicida. A testemunha consistiu na inoculacdo de discos
contendo as estruturas do patdgeno no mesmo periodo da aplicagdo do fungicida. As
inoculacdes foram realizadas em trés folhas, feridas com auxilio de uma agulha estéril,
contendo trés repeticoes.

As mudas foram pulverizadas com auxilio de um pulverizador até o escoamento
total do fungicida, com aproximadamente 10 mL/Planta. Posteriormente, 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 patdgeno. O experimento foi mantido por um periodo de 10 dias
(Figura 2).

L ol
4

Figura 2: Experimento in vivo - A) Mudas inoculadas; B) Escoamento superficial do fungicida pulverizado
(Curativo); C) Mudas em camara Umida.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto por 5
espécies de Colletotrichum x 1 fungicida x 1 concentracao, sendo trés folhas por planta e
trés ferimentos por folha. As avaliagdes foram realizadas por meio da mensuracdo do
crescimento micelial, perpendicularmente, ao décimo dia. Foi observado a severidade da
doenca (SEV) e o periodo de incubagédo (PI). O patdgeno foi reisolado para comprovar a
patogenicidade das espécies conforme os postulados de Koch (1882). Com o resultado

das medidas, foi calculado o indice de velocidade crescimento micelial (IVCM).

G, G G
IVCM = —+ —+—=
NN, TN,

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

e Ultima avaliacdo; e N1, N2 e N correspondem ao nimero de dias ap6s a inoculagéo.

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

PIC =

3. RESULTADOS

3.1.  Teste de patogenicidade das espécies de Colletotrichum.

As espécies C. plurivorum, C. brevisporum, C. theobromicola, C. tropicale e C.
fructicola induziram lesBes necroticas nas folhas de maracujazeiro (Figura 3).

C. plurivorum C. brevisporum C. theobromicola C. tropicale C. fructicola

Figura 3: Teste de patogenicidade das espécies de Colletotrichum.
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3.2.Efeito de fungicidas sobre o crescimento micelial in vitro de Colletotrichum

SPP.

As cinco especies de Colletotrichum apresentaram diferentes porcentagens no
crescimento micelial (PIC) quando submetidas as concentracbes dos fungicidas

Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e Azoxistrobina + Difenoconazole.

A maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial das espécies de
Colletotrichum foi obtida na concentracdo de 75 pgL™ quando utilizou o fungicida
Difenoconazole. Observa-se que a resposta de sensibilidade das espécies de
Colletotrichum variou de acordo com as concentrages. Por exemplo, Colletotrichum
brevisporum apresentou a maior inibicdo micelial (72,30 %), enquanto que C. tropicale
obteve a menor porcentagem de inibicdo (48 %), quando comparadas com as demais

espécies na maior concentragdo (75 pugL™) (Figura 4).

A interacdo entre o fungicida difenoconazole e as concentracdes estabelecidas (25, 50
e 75 pgL™) evidenciou uma relagdo proporcional entre os valores da PIC, ou seja, a
medida que a concentracdo aumentava, também aumentava os valores para a PIC, com
excecdo da espécie C. theobromicola, que apresentou comportamento diferenciado em
relacdo as demais espécies na concentragdo de 50 pugL? (recomendada pelo fabricante).
De forma geral, a concentracéo mais eficiente foi a de 75 pgL™ do ingrediente ativo para

todas as espécies de Colletotrichum (Figura 4).
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C. fructicola

Figura 4: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o fungicida

difenoconazole.

Os resultados mostram que & medida que aumentavam as concentrac¢des (75, 100

e 125 ugL™?) do fungicida Piraclostrobina, também aumentava a porcentagem de inibig&o

do crescimento micelial para a espécie C. plurivorum, no entanto, a PIC ndo ultrapassou
0s 5,6%. Na dose recomendada pelo fabricante (100 pgL™) foi constatada um controle de

apenas 2,3%. As espécies C. fructicola e C. theobromicola apresentaram comportamento

semelhantes quando submetidas as diferentes concentrag¢6es, onde houve um aumento da
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PIC nas menores concentragdes (75 e 100 pugL™ — dose recomendada pelo fabricante) e

uma reducdo micelial na maior dosagem (125 pugL™). A espécie C. tropicale mostrou um

comportamento semelhante quando submetida as trés concentragfes do fungicida,

variando entre 67,90 e 69,10 %. Para espécie C. brevisporum ocorreu uma variagao

quando submetida as diferentes concentragdes do fungicida. Na dose recomendada pelo

fabricante (100 pgL™) houve a menor reducdo da PIC (64,30%) em relacdo as demais
(68,10 % - 75 pgLte 79,80 - 125 pgL?) (Figura 5).
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Figura 5: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o fungicida piraclostrobina.

Para o fungicida Flutriafol, as maiores porcentagens de inibi¢do do crescimento
micelial foram observadas quando utilizou a dosagem recomendada pelo fabricante para
0 controle da antracnose na cultura do maracujazeiro (375 pgL™?). Reduzindo o
crescimento micelial em 48,40% para a espécie C. theobromicola, seguidos por C.
fructicola (44,0%), C. brevisporum (44%) C. tropicale (43%), e C. plurivorum (28,6%).
Na maior concentragdo testada (550 pgL™?) observa-se que houve uma reducgdo da PIC
para todas as especies de Colletotrichum, no entanto, quando submetidas a menor
concentragéo (200 pgL™) induziu uma porcentagem de inibicdo micelial mais eficiente,
comparada a maior concentracdo (550 pgL™), com excecdo da espécie C. tropicale

(Figura 6).
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Figura 6: Porcentagem de inibicdo micelial das espécies de Colletotrichum utilizando o fungicida
flutriafol.
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Quando utilizou a combinacdo do fungicida azoxistrobina + difenoconazole nas
concentracdes de 100, 163 e 226 pgL™ para o controle das espécies de Colletotrichum

observou uma variacao de 32,1% a 71,3%, em relacdo a porcentagem de inibicdo micelial.

As espécies C. plurivorum, C. theobromicola e C. brevisporum apresentaram as maiores

fructicola (64,50%) esse fato ocorreu na maior dosagem (226 pgL™) (Figura 7).

reducdes da PIC com 50,40; 68,30 e 71,30 %, respectivamente, quando utilizou a dose
recomendada pelo fabricante (163 pgL™). Para as espécies C. tropicale (47,40 %) e C.
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Difenoconazole.
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Os resultados do Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) mostram
que houve uma variagdo de acordo com o fungicida, as concentracdes e as espécies do
fungo indicando uma diferenca significativa, principalmente, quando comparadas as suas
respectivas testemunhas, induzindo diferentes niveis de controle (valores para cada
espécie/testemunha), exceto a espécie C. plurivorum quando submetida ao fungicida

piraclostrobina (Tabela 3).

Na concentracdo mais efetiva do ingrediente ativo (75 pg L-1) para o fungicida
difenoconazole, observa-se que todas as espécies de Colletotrichum apresentaram
reducdo no indice de velocidade de crescimento micelial, diferindo das demais
concentracOes. A espécie C. brevisporum, na maior concentragdo, apresentou o menor
IVCM com 1,24 cm, evidenciando uma maior sensibilidade ao fungicida. Observa-se
ainda que algumas espécies dentro das concentracbes testadas apresentaram
comportamento semelhantes, por exemplo, as espécies C. plurivorum, C. tropicale e C.
brevisporum na concentragéo de 25 pg L, ja C. plurivorum e C. theobromicola a 50 pg

L n&o diferiram estatisticamente entre si (Tabela 3A; Figura 8).

No fungicida Piraclostobina observa-se uma reducdo acentuada no IVCM na
concentracdo 75 e 100 pg L-1, quando comparada com a testemunha, e um posterior
aumento ou estabilidade no IVCM na maior concentragéo (125 pg L), exceto na espécie
C. brevisporum, que continuou reduzindo seu crescimento, sendo esta a espécie mais
suscetivel. Contudo, a espécie C. plurivorum manteve um IVCM constante, sem muita
oscilacdo em todas as concentragdes testadas (0; 75; 100 e 125 pg L), apresentando
assim, a espécie menos suscetivel ao fungicida piraclostobina (Tabela 3B; Figura 9).

Todas as concentracdes testadas do fungicida Flutriafol diferiram estatisticamente
das testemunhas, além disso, emtodas as espécies de Colletotrichum tiveram uma maior
reducéo do IVCM na concentragdo indicada para a cultura (375 pg L™). Embora néo haja
diferenca significativa, as espécies C. fructicola (2,30 cm) e C. brevisporum (2,33 cm)
apresentaram o menor indice de velocidade de crescimento micelial, seguido das espécies
C. theobromicola (2,42 cm) e C. tropicale (2,62 cm). Sendo a espécie C. plurivorum (3,14
cm) a que apresentou a maior resisténcia na concentracdo 375 pg L. Na concentracéo
550 pg L? verificou-se um aumento no IVCM de todas as espécies quando comparados

com as demais concentragdes (200 e 375 pg L), exceto a espécie C. tropicale quando
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comparado a concentracdo de 200 pg L na concentracdo, porém todos os valores ficando
abaixo das respectivas testemunhas (Tabela 3C; Figura 10).
Tabela 3: Médias da inibi¢cdo de velocidade de crescimento micelial (IVCM) nas distintas concentragdes

dos fungicidas Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e Azoxistrobina + Difenoconazole no controle
de Colletotrichum spp.

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

ESPECIES Médias
Testemunha 25 50 75
C. plurivorum 4,43 bA 4,16 aB 3,48 abC 2,18 abD
C. theobromicola 4,72 aA 3,42 bB 3,54 abB 2,14 bC
C. tropicale 4,61 abA 4,19 aB 3,41 bC 2,39 aD
C. fructicola 4,06 cA 3,53 bB 2,17 cC 1,67 cD
C. brevisporum 4,52 abA 4,15 aB 3,72aC 1,24 dD
Espécies (E) 103.3927 **
Concentracdes (C) 1597.4797 **
Interacdo E x C 38.1674 **
CV% 4,03

(B) FUNGICIDA PIRACLOSTROBINA
CONCENTRAGCOES (ug de i.a.mg L-Y)

ESPECIES MEDIAS
Testemunha 75 100 125
C. plurivorum 4,43 aA 4,68 aA 4,52 aA 4,16 aB
C. theobromicola 4,72 aA 1,06 cC 1,07 dC 2,40 bB
C. tropicale 4,61 aA 1,42 bB 1,48 bcB 1,48 dB
C. fructicola 4,06 bA 1,22 beC 1,24 cdC 2,0cB
C. brevisporum 4,52 aA 1,43 bB 1,60 bB 0,91eC
Espécies (E) 753.0938 **
Concentracoes (C) 1368.4328 **
Interagdo E x C 118.2010 **
CV% 6,20

(C) FUNGICIDA FLUTRIAFOL
CONCENTRAGCOES (ug de i.a.mg L-Y)

ESPECIES MEDIAS
Testemunha 200 375 550
C. plurivorum 4,43 aA 3,57 aB 3,14 aC 3,68 aB
C. theobromicola 4,72 aA 3,36 abC 2,42 bD 3,72 aB
C. tropicale 4,61 aA 3,56 aB 2,62 bC 2,90 bC
C. fructicola 4,06 bA 2,89 cB 2,30 bC 3,14 bB

C. brevisporum 4,52 aA 3,06 bcB 2,33bC 3,21 bB
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Espécies (E) 31.7120 **
Concentracbes (C) 441.0857 **
Interagdo E x C 8.4657 **

CV% 5,50

(D) FUNGICIDA AZOXISTROBINA + DIFENOCONAZOLE
CONCENTRAGCOES (ug de i.a.mg L-Y)

ESPECIES MEDIAS
Testemunha 100 163 226
C. plurivorum 4,43 bA 2,53 bB 2,18 bC 2,61 aB
C. theobromicola 4,72 aA 1,95 cB 1,73cC 1,89 cBC
C. tropicale 4,61 abA 3,12 aB 2,75aC 2,42 bD
C. fructicola 4,06 cA 1,79 cdB 1,68 cB 1,46 dC
C. brevisporum 4,52 bA 1,65dC 1,29dD 1,89 cB
Espécies (E) 326.7603 **
Concentracoes (C) 3505.4154 **
Interagdo E x C 45,3794 **
CV% 3,83

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula 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)

O fungicida Azoxistrobina + Difenoconazole obteve maior velocidade de
crescimento micelial na concentragdo 100 pug L™ em todas as espécies de Colletotrichum,
exceto a espécie C. brevisporum que seu maior IVCM foi na concentragio 226 pg L. As
maiores reducdes no IVCM oscilaram entre as concentragdes 163 e 226 pg L7,
evidenciando o comportamento distinto das diferentes espécies frente ao fungicida. As
espécies C. plurivorum, C. brevisporum e C. theobromicola apresentaram as maiores
reducbes na concentragio 163 pg L, com 2,18; 1,29; e 1,73 cm, respectivamente.
Podemos observar que na concentragdo 226 pg L teve uma pequena reducdo na
velocidade de crescimento micelial para estas espécies. C. fructicola (1,46 cm) e C.

tropicale (2,42 cm) reduzindo o IVCM na maior concentracdo (Tabela 3D; Figura 11).
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Figura 11: Sensibilidade de Colletotrichum spp. nas diferentes concentra¢des do fungicida Azoxistrobina + Difenoconazole.
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3.3. Efeito de fungicidas sobre Colletotrichum spp. em mudas de maracujazeiro

Quando avaliado o efeito do fungicida piraclostrobina, as espécies C. plurivorum, C.
brevisporum, C. tropicale, C. theobromicola e C. fructicola induziram lesdes necroticas de
coloragdo marrom e bordas irregulares ou circular em mudas de maracujazeiro. As testemunhas
diferiram estatisticamente dos tratamentos curativo e preventivos para todas as espécies (Tabela

4; Figura 12).

No tratamento curativo, as lesoes variaram de 0,24 a 0,67 cm, sendo C. tropicale a

espécie menos agressiva, enquanto C. brevisporum apresentou lesdes de maior tamanho (Tabela

4; Figura 12).

O tratamento preventivo mostrou-se mais eficiente na redugdo no tamanho das lesoes
comparadas com a testemunha para todas as espécies de Colletotrichum, exceto C. plurivorum,
que obteve lesdes maiores do que as apresentadas no teste curativo, no entanto, ndo houve
diferenca entre os dois tratamentos. Pode-se observar também que a espécie C. brevisporum,
responsavel pela maior agressividade, obteve a maior redugao no tamanho da lesdo em relagdo

a testemunha (Tabela 4; Figura 12).

Tabela 4: Severidade da antracnose in vivo de Colletotrichum spp.

FUNGICIDA PIRACLOSTROBINA (100 pg de i.a.mg L-")

ESPECIES (MEDIAS) (cm)

TRATAMENTOS
C. plurivorum C. brevisporum C. tropicale C. theobromicola C. fructicola
Testemunha 1,15a 1,50 a 0,36 a 0,52 a 0,52 a
Curativo 0,45b 0,67 b 0,24 b 0,38 b 0,38 b
Preventivo 0,60b 0,17 ¢ 0,13 ¢ 0,14 ¢ 0,14 ¢
Periodo de Incubagao (Dias) 2 2 4 4 4
CV% 24,51 21,15 13,05 15,44 15,44

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.
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4. DISCUSSAO

Buscam-se estratégias de manejo eficazes com fungicidas utilizando diferentes modos
de acdo, devido a falta de cultivares resistentes. Com isso, os fungicidas do grupo da
estrobilurina, inibidores externos de quinina (Piraclostrobina) e os inibidores de desmetilacdo
(Difenoconazole, Flutriafol) tém sido usados para controlar a antracnose em diversas culturas
de importancia econdémica (XU et al., 2014 ), além das misturas que tem mais de um modo de
acao para controle de fungos, como é o caso da associacao da azoxistrobina (Qols) juntamente
com difenoconazole (DMIs) (AMISTAR TOP, 2023). Portanto, testamos quatro fungicidas
(Difenoconazole, Piraclostrobina, Flutriafol e Azoxistrobina + Difenoconazole) no controle de
C. theobromicola, C. tropicale, C. fructicola, C. brevisporum e C. plurivorum, patégenos que
causam a doenca antracnose do maracujazeiro (SILVA et al., 2022), com a finalidade de
contribuir com o melhor entendimento da sensibilidade dessas espécies aos fungicidas, visto
que sdo liberados unicamente para o controle da antracnose causada por C. gloeosporiodes s.s.

Os resultados obtidos demonstram que as cinco espécies de Colletotrichum
apresentam comportamentos diferenciados quando submetidas as diferentes concentracdes do
mesmo fungicida. Por exemplo, Colletotrichum spp. submetidas a uma dosagem maior do que
a recomendada para a antracnose de maracujazeiro evidenciou uma resposta inversa ao
esperado, apresentando um aumento no IVCM para C. theobromicola, e C. fructicola com o
fungicida piraclostrobina; C. plurivorum, C. theobromicola e C. brevisporum com o fungicida
combinado Azoxistrobina + Difenoconazole e, para todas as espécies quando utilizou flutriafol.
Quando o fungicida foi difenoconazole, as espécies C. plurivorum, C. brevisporum, C.
theobromicola, C. tropicale e C. fructicola continuaram a reduzir seu IVCM.

Diferencas nas sensibilidades entre complexos de espécies e até mesmo entre espécies
dentro do mesmo complexo, como ¢ o caso de C. theobromicola, C. fructicola e C. tropicale
que pertencem ao complexo C. gloeosporioides, também foram observadas neste estudo,
principalmente, quando utilizamos a dosagem recomendada pelo fabricante de cada fungicida
para a antracnose. Resultados semelhantes foram observados por Munir et al. (2016) onde
puderam constatar que os isolados do complexo C. magnhum eram menos sensiveis aos
fungicidas, em comparacdo com os isolados do complexo de espécies C. gloeosporioides.
Ademais, no mesmo estudo, espécies dentro do complexo C. gloeosporioides mostraram-se
mais sensiveis que outras, como por exemplo, C. siamense foi mais sensivel aos fungicidas

testados em comparacao com C. fructicola e C. theobromicola (MUNIR et al. 2016). No estudo
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de Rebello et al. (2022) observaram que C. nymphaeae e C. fioriniae, agentes causais da
antracnose do morangueiro, apresentaram diferentes niveis de sensibilidade ao mesmo
fungicida, ambas as espécies pertencem ao complexo C. acutatum. Nossos estudos ressaltam a
importancia de compreender a sensibilidade in vitro dessas espécies aos diferentes fungicidas,
que posteriormente ajudard no manejo da doenca no campo. Pois, vale ressaltar que, cada
patdgeno apresenta comportamento diferenciado quando submetidos ao mesmo fungicida.
Observa-se ainda que apesar dos fungicidas difenoconazole e o flutriafol serem do
mesmo grupo quimico, apresentaram resultados distintos frente as cinco espécies de
Colletotrichum estudadas. Apesar da indicagdo de uma maior dosagem do fungicida flutriafol
pelo fabricante, em relacdo aos demais fungicidas usados no estudo, para o controle da
antracnose, constatou-se que houve baixa inibi¢cdo do crescimento micelial quando comparado
com difenoconazole, além disso, o fungicida apresentou uma resposta inesperada com o
aumento da concentracdo do produto. Schoeneberg e Hu. (2022) testaram a eficacia de
diferentes fungicidas inibidores da desmetilizacdo (DMIs) e misturas combinadas para o
controle da antracnose em morangueiro (Fragaria L.) causadas por C. fioriniae, C. siamense e
C. nymphaeae, os autores afirmam que difenoconzole é uma alternativa para o controle dessas
espeécies, enquanto flutriafol ndo apresentou eficacia. No trabalho de Chen et al. (2016)
verificaram que a espécie C. nymphaeae foi resistente a flutriafol e sensivel a difenoconazole,
enguanto as espécies C. fructicola e C. siamense foram sensiveis a ambos. Apesar das espécies
C. gloeosporioides, C. boninense, C. brasiliense, C. colombiense, C. karstii, C. torulosum, C.
tropicale, C. fructicola, C. theobromicola, C. brevisporum, C. plurivorum, C. siamense e C.
constrictum serem relatadas associadas a antracnose em maracujazeiro em diversas regides ao
redor do mundo (DAMM et al., 2012; DAMM et al., 2019; SILVA et al., 2021; SILVA et al.,
2022; TOZZE et al., 2010; ZHANG et al., 2022; WANG et al., 2021), o uso dos fungicidas
liberados para controle da antracnose no maracujazeiro € recomendado apenas para C.
gloeosporioides s.s. (SCORE, 2022; COMET, 2023; FLUTRIAFOL, 2023; AMISTAR TOP,
2023). Em contrapartida, Lima et al. (2015) demostraram que Colletotrichum spp. apresentam
comportamento distintos sobre diferentes fungicidas e que este conhecimento pode ser utilizado
para auxiliar e direcionar a escolha dos ingredientes ativos mais adequados no controle da
doenca.
A diversidade de respostas das espécies de Colletotrichum em relacéo aos fungicidas e
0s mecanismos de acdo desses produtos € um ponto importante a ser considerado. Ghini e

Kimati (2002) e Amorim et al. (2011) afirmam que os triazdis apresentam baixo risco de falhas
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no controle dos fungos fitopatogénicos. Os fungicidas inibidores de desmetilacdo (DMI) estéo
entre as poucas classes quimicas como modo de acdo em local Unico, bloqueando o processo
bioquimico para producdo de esterois metilizados nos fungos fitopatogénicos, eficazes no
controle da doenca antracnose (CHEN et al., 2018). No entanto, dentre os fungicidas utilizados
no estudo, difenoconazole e flutriafol foram os que apresentaram as menores porcentagens de
inibicdes para a maioria das espécies de Colletotrichum associadas a antracnose do
maracujazeiro. De forma geral, observamos que as espécies de Colletotrichum quando
submetidas aos fungicidas difenoconazole e flutriafol foram menos sensiveis em relacdo ao
demais fungicidas utilizados, principalmente, quando analisamos a dose recomendada pelo
fabricante na PIC. Os dados obtidos divergem do que foi observado em diversos trabalhos
disponiveis na literatura como Chen et al. (2016), onde C. fioriniae e C. nymphaeae,
provenientes de pességo (Prunus persica), foram sensiveis a diversos fungicidas inibidores de
demetilizacdo. Shi et al. (2021) relatam alta sensibilidade das espécies C. enigma, C. scovillei,
C. truncatum e C. fructicola quando o fungicida foi difenoconaole. O fungicida flutriafol, de
forma geral, obteve as menores porcentagens de inibicdo. Os resultados obtidos no trabalho de
Chen et al. (2016) divergem dos estudos de Adriano et al. (2022), onde observaram que ao usar
o fungicida flutriafol sobre os géneros fungico Neofusicoccum, Colletotrichum e Pestalotiopsis,
provenientes de folha e frutos de cajueiro, mostrou-se eficiente no controle da antracnose.

Autores relatam a resisténcia de algumas espécies de Colletotrichum aos fungicidas
DMI, como por exemplo, um isolado C. truncatum que mostrou resistente ao flutriafol e
obtendo baixa sensibilidade ao difenoconazole (CHEN et al., 2018). Ao analisarem o genoma
foi identificado quatro variagGes de aminoécidos L208Y, H238R, S302A e 1366L em CYP51A,
reduzindo a afinidade azdlica, e as variagcbes H373 N, M376L em CYP51B que estavam
correlacionados com a resisténcia do DMI alterando a conformacdo no sitio de ligacdo dos
fungicidas desta classe (CHEN et al., 2018).

Em relacdo a juncdo dos principios ativos de difenoconazole (DIF - DMIs) e
azoxistrobina (AZO - Qols), misturas que vem tendo cada dia mais aceitacdo no mercado de
produtos quimicos, tornando-se uma propensao por serem fungicidas de amplo espectro,
englobando o controle dos maiores e mais importantes grupos de fitopatégenos (MACIEL &
CHAVES, 2007). Neste trabalho, obteve-se 6timos resultado na inibicdo do crescimento
micelial para todas as espécies de Colletotrichum quando utilizamos Azoxistrobina +
Difenoconazole. Carraro et al. (2023) relatam resultados satisfatérios no controle da antracnose

em frutos maduros e imaturos de caqui (Diospyros kaki), causada pelas espécies C. nymphaeae,
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C. melonis, C. hortii e C. chrysophilum, com uso de formula¢Ges mistas com Qol e DMI, e,
dentre eles, a mistura de AZO+DIF. Alguns autores relatam a eficiéncia dessa combinacgéo
(Azoxistrobina + Difenoconazole) e afirmam que o0 sucesso para o controle das espécies de
Colletotrichum deve-se ao fato desses compostos apresentarem modos de acao diferentes como
os fungicidas inibidores de extracelulares de Quinona — Qols e os inibidores de desmetilacéo -
DMIs (SHANTHINI et al., 2021; KUMAR et al., 2020).

O fungicida piraclostrobina reduziu significativamente o IVCM in vitro para todas as
espécies de Colletotrichum, exceto para C. plurivorum, na dosagem recomendada para controle
da antracnose e mostrou-se eficaz no manejo preventivo e curativo. Pesquisas realizadas por
Shi et al. (2021) apontam bons resultados no controle das espécies C. aenigma, C. scovillei, C.
truncatum e C. fructicola, tanto in vitro, como em casa de vegetacdo, quando utilizaram
piraclostrobina. Gao et al. (2017) mostraram que piraclostrobina foi inibitoria tanto para o
crescimento micelial quanto para a germinacao de esporos de C. acutatum. Os autores também
observaram uma atividade protetora por até 96 h antes da inoculagdo, bem como atividade
curativa até 72 h apds a inoculacao do patdégeno. Os dados obtidos por estes autores corroboram
com as informacdes do nosso trabalho.

De forma geral, as pesquisas mostram que os fungicidas sisttmicos agem de maneira
especifica inibindo um ou poucos processos metabdlicos vitais ao fungo evitando fitotoxidade,
enguanto os fungicidas protetores sdo inibidores inespecificos que afetam inimeras vias. A
especificidade dos fungicidas sisttmicos faz com que haja um controle limitado de grupos
taxonémicos e essa forma de acdo seletiva faz com que eles percam a resisténcia com mais
facilidade (GHINI & KIMATI, 2002; AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

Os resultados desse estudo mostram que o fungicida piraclostrobina apresenta-se
promissor para a reducdo da maioria das espécies de Colletotrichum, tanto in vitro quanto in
vivo, associadas a antracnose na cultura do maracujazeiro, visto que é uma doenca de grande
importancia e vem causando perdas expressivas na producdo em diversas areas de plantio no

nordeste do Brasil.
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5. CONCLUSOES

e Os fungicidas piraclostrobina e amistar top foram os mais eficientes no controle in vitro
das espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em maracujazeiro.

e Asensibilidade micelial in vitro de Colletotrichum spp. difere em relacdo ao ingrediente
ativo e suas concentragoes.

e Apenas o fungicida flutriafol apresentou inibicdo micelial para todas as espécies de
Colletotrichum na dose recomendada pelo fabricante.

e O controle preventivo in vivo, utilizando o fungicida piraclostrobina, foi o mais eficaz

para as espécies C. brevisporum, C. theobromicola, C. tropicale e C. fructicola.
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Capitulo 1l

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTAGONICO DE Trichoderma harzianum SOBRE
AS ESPECIES DE Colletotrichum ASSOCIADAS A ANTRACNOSE DO
MARACUJAZEIRO
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RESUMO

O género Passiflora é um dos mais expressivo em nimero de espécies tropicais, onde 150 sdo
nativas do Brasil. Todas as regides do pais sdo produtoras de maracuja, no entanto, a regido
nordeste destaca-se pela alta produtividade nacional. Entretanto, um dos principais entraves que
contribuem para a redugdo da producdo sdo problemas fitossanitarios como a antracnose,
causada por espécies do género Colletotrichum. O objetivo do trabalho foi avaliar in vitro os
efeitos de Trichoderma harzianum sobre as espécies de C. plurivorum, C. brevisporum, C.
tropicale, C. theobromicola e C. fructicola. Para o teste de pareamento, discos de papel filtro
foram umedecidos na suspensio de esporos de Colletotrichum (2x10° conidios/mL) e colocados
na borda de placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA — Kasvi)
sintético. Apds 72 horas 0 mesmo procedimento foi realizado utilizando o antagonista T.
harzianum, nas concentragdes 0,5; 1,0 e 1,5 L/ha, colocando o disco de papel umedecido na
direcdo oposta aos fitopatdgenos. A testemunha foi composta apenas da placa com o0s
fitopatogenos. Para avaliacdo da agdo de metabdlitos, plugs contendo estruturas de cada espécie
de Colletotrichum foram colocados no centro de placas de Petri, separadamente. Apds 48 horas,
foram colocados plugs de T. harzianum em placas contendo meio BDA sintético. As bases das
placas contendo antagonista e os fitopatdgeno foram sobrepostas, unidas e vedadas. Para
testemunha, foi sobreposta uma base contendo um disco de micélio contendo as estruturas dos
fitopatdgeno e a outra contendo apenas um disco de meio de cultura BDA. As placas foram
incubadas durante sete dias a 25 + 1°C, com fotoperiodo de 12 horas e mensuradas diariamente
durante sete dias. Para verificar a diferenca entre os tratamentos foram estimados o indice de
crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC). Ao
avaliar o antagonismo de T. harzianum sobre Colletotrichum spp. no teste de pareamento e
metabolitos volateis, observou-se que todas as espécies de Colletotrichum apresentaram PIC
abaixo de 31%, em ambos os testes. No IVCM para o teste de pareamento, observa-se que C.
tropicale foi a espécie mais sensivel (1,87 cm) nas concentracdes de 1 e 1,5 L/ha, enquanto no
teste de metabolitos volateis foi C. plurivorum (3,21 cm). T. harzianum é uma espécie
promissora para a reducdo de Colletotrichum spp., associadas a antracnose na cultura do
maracujazeiro.

Palavras-chave: Biocontrole; Fungicidas bioldgicos; Passiflora.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos principais paises produtores de alimentos no mundo. Devido a adog¢ao
de tecnologias, a produtividade vem aumentando e 0 manejo da terra agricultavel esta sendo
otimizado (IBGE, 2022). Dentre as culturas de importancia econémica destaca-se 0
maracujazeiro, principalmente por ter grande retorno econdmico, além de desempenhar um
papel socioecondmico de grande relevancia para pequeno e médio produtor (MELETTI, 2011;
EMBRAPA, 2023).

A producdo nacional da cultura do maracujazeiro apresenta alguns entraves, como 0S
problemas fitossanitarios causados por fitopatdgenos (SAO JOSE, 2015), sendo os fungos
considerados um dos principais agentes associados, principalmente, aqueles que causam a
doenca antracnose (DEAN et al., 2012). Nos Ultimos anos, observa-se uma busca pela
diversificacdo de ferramentas no manejo integrado de doencas e produtos de qualidade
(MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018; MEYER; MAZARO; SILVA, 2019).

A constante preocupacdo da sociedade com a contaminagdo alimentar e problemas
ambientais, além de diversas barreiras no mercado de exportacdo pelo uso de moléculas
quimicas abriu segmentos no mercado para o uso de novas formas de controle, como por
exemplo, 0 manejo biolégico (MORANDI; BETTIOL; PAULO JUNIOR, 2014). Segundo a
ABCBIo0 (2021) a industria de biocontrole esta crescendo 5,3 vezes mais rapido do que a
industria de defensivos quimicos. O MAPA (2021) registrou um recorde de 95 defensivos de
baixo impacto. Desses, quinze defensivos sdo compostos por espécies do género Trichoderma.
Um levantamento realizado por Bettiol et al. (2012), de produtos recomendados para 0 uso no
controle bioldgico, foi possivel observar que mais de 40 espécies antagonistas eram utilizadas

para o controle de doencas, sendo este género responsavel por quase 50%.

Vérios produtos a base de Trichoderma sdo liberados, no entanto, a espécie T.
harzianum é a mais comercializada, com cerca de 38,8% dos produtos sem mistura, chegando
a 50% dos produtos disponiveis no mercado. Quando ha mistura de espécies de Trichoderma,
juntamente com outros géneros de fungos, bactérias e micorrizas essa porcentagem aumenta,
chegando a 60% dos produtos para controle bioldgico liberados mundialmente (BETTIOL et
al., 2019).
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O uso do Trichoderma para controle de doencas tem sido estudado ha anos e vem
obtendo sucesso na pesquisa e na indudstria. Ferreira et al. (2020) avaliaram o potencial de cinco
isolados de Trichoderma nativos nas arvores de citros e constatou-se que o isolado identificado
como T. harzianum (IC-30) reduziu, in vitro, o percentual de podridGes causados por
Penicillium digitatum, Alternaria alternata e Colletotrichum gloeosporioides na cultura do
citros. Es-Soufi et al. (2020) avaliaram a atividade antagdnica in vitro de T. harzianum sobre
diversos isolados de C. acutatum, agente causal da antracnose em morangueiro, observaram
que houve inibicdo do crescimento micelial dos isolados quando utilizou o método de

pareamento e compostos volateis.

Tendo em vista os resultados satisfatorios no controle de diversos fitopatdgenos que
causam doencas em culturas de importancia econdémica, o objetivo deste estudo foi avaliar in
vitro o efeito antagonico de Trichoderma harzianum como biocontrole de Colletotrichum spp.

associadas a antracnose do maracujazeiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento, obtencdo das espécies de Colletotrichum

O trabalho foi realizado no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA), da
Universidade Federal de Alagoas — Rio Largo/AL. Os experimentos foram conduzidos na
clinica fitossanitaria.

Isolados representativos de cinco espécies de Colletotrichum, provenientes da doenca
antracnose na cultura do maracujazeiro, foram obtidos da Colecdo de Fitopatdégenos da
Universidade Federal de Alagoas — COUFAL. Os isolados foram caracterizados por Inferéncia
Bayseana baseados em analises multi-locus utilizando os genes 70 liceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GAPDH), quitina sintetase (CHS-1), p — tubulina (TUB2) e regido do espaco
interno transcrito (ITS) por Silva et al., 2022 e suas sequéncias parciais foram depositadas no

GenBank, com os cddigos descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Isolados de Colletotrichum.

NUmeros de acesso do GenBank

ESPECIES CODIGOS
GAPDH ITS TUB2 CHS-1
C. brevisporum *COUFAL0271  MT299329 MT334686 MT310545 MT314425
C. plurivorum COUFAL0275 MT299333 MT334689 MT310548 -
C. fructicola COUFALO0279  MT299337 MT334692 MT310551 -
C. theobromicola COUFAL0280 MT299338 MT334693 MT310552 -
C. tropicale COUFAL0282 MT299340 MT334695 MT310554 -

* COUFAL: Colecéo de fitopatdgenos da Universidade Federal de Alagoas.

2.2. Comparacao do crescimento micelial das espécies de Colletotrichum e Trichoderma

harzianum

Foram avaliados o crescimento micelial das espécies de Colletotrichum e do T.
harzianum, obtido da dilui¢cdo do produto comercial Trichodermil SC 1306/KOPPERT, nas
concentracdes 0,5; 1,0; e 1,5 L/ha, recomendadas pelo fabricante para a podriddo da haster da
soja (Sclerotinia sclerotiorum) e Podriddo-abacaxi (Thielaviopsis paradoxa). Para as espécies
de Colletotrichum, foram feitas suspensdes de esporos, onde as mesmas foram calibradas com

0 auxilio da cAmera de Neubauer para a concentragdo de 2 x 10 conidios/mL. Para isto, discos
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de papel filtro (@ 5 mm) esterilizados foram mergulhados, por 30 segundos, nas suspensdes de
esporos 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 camara 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 cinco espécies de Colletotrichume o T.
harzianum, cinco repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por uma placa de Petri.

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

régua milimetrada.

2.3. Antagonismo in vitro de T. harzianum sobre espécies de Colletotrichum por

pareamento.

As avaliagOes da atividade antagbnica de T. harzianum sobre o crescimento in vitro de
espécies de Colletotrichum foram realizadas de acordo com a metodologia de pareamento de
culturas proposta por Dennis & Webster (1971), utilizando as concentragdes 0,5; 1,0; 1,5 L/ha
e a testemunha. Inicialmente, foram cultivadas espécies de Colletotrichum e o T. harzianum,
separadamente, em placas de Petri contendo meio de cultura BDA sintético e incubados em
B.O.D., a temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de 12 h, por sete dias, para obtencdo das
suspensdes de conidios. As suspensdes de conidios das espécies de Colletotrichum foram
coletadas raspando a superficie das colénias com bisturi estéril em 10 ml de ADE e filtradas

em camadas de gaze, para remover quaisquer detritos miceliais.

Os esporos foram contados em hemocitdbmetro e a contagem de esporos ajustada para
2x10 ® conidios/mL. Posteriormente, discos de papel filtro (@ 5 mm) esterilizados foram
umedecidos em suspensao de conidios das espécies de Colletotrichum, por 30 segundos, secos
em papel filtro e transferidos para a extremidade de placas de Petri, contendo meio BDA
sintético e incubadas em B.0O.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 concentragdes
de T. harzianum e, posteriormente, depositados na extremidade oposta das placas que foram

inoculadas anteriormente com as espécies de Colletotrichum, exceto a testemunha, que se
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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, onde permaneceram por 7 dias, contados a partir da primeira inoculacao

do patdgeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial, com
cinco repeti¢des, constituidas por uma placa de Petri, sendo cinco espécies de Colletotrichum e
as concentragdes de T. harzianum.

As avaliacbes foram obtidas a partir da medicdo diaria, do didmetro das col6nias
(Colletotrichum spp. e T. harzianum) tomadas no verso das placas em duas direcGes
perpendiculares, com o auxilio de uma régua milimetrada, até o sétimo dia. O indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA, 1991) e o célculo da porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC; BASTOS, 1997) foram determinadas de acordo com as

formulas (1) e (2), respectivamente.

c, C C
1 IVeM = —+ 24+ 2
AR

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

Gltima avaliagdo; e N1, N2 e N correspondem ao nimero de dias apds a inoculagéo.

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

Crescimento da testemunha

A escala proposta por Bell et al. (1982) foi usada para a avaliacdo, 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
0 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); e nota 5 = O patdgeno cresce

e ocupa toda a placa.
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2.4. Acdo de metabdlitos volateis de Trichoderma harzianum sobre o crescimento

micelial Colletotrichum spp.

Para avaliacdo do potencial inibidor de metabdlitos volateis produzido por T. harzianum
sobre Colletotrichum spp. foi realizado um teste adaptado da metodologia descrita por Bomfim
et al. (2010). Foram depositados disco de micélio (5 mm) dos fitopatdgenos C. brevisporum, C.
plurivorum, C. tropicale, C. theobromicola e C. fructicola, separadamente, no centro das placas
de Petri (90 mm de diametro), 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. Ap6s esse periodo
inicial de incubag&o foi transferido um disco de micélio de T. harzianum no centro de novas
placas de Petri, com as mesmas dimensdes e contendo meio de cultura BDA sintético.
Posteriormente, as bases das placas contendo o antagonista e o patdgeno foram sobrepostas,
unidas e vedadas. Para testemunha foram utilizados fundos de placas de Petri contendo meio
de cultura BDA, onde foi adicionado 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 0 meio de cultura, posteriormente, as placas foram sobrepostas e vedadas, mantidas em
camara de incubagéo sob a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h, por sete dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial, com
cinco repeti¢des, constituidas por uma placa de Petri, sendo cinco espécies de Colletotrichum e
o T. harzianum. As avaliacGes foram obtidas a partir da medicdo diaria, do diametro das
colénias (Colletotrichum spp. e T. harzianum), tomadas no verso das placas em duas direcdes
perpendiculares, com o auxilio de uma régua milimetrada, até o sétimo dia.

O célculo da porcentagem de inibi¢do 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.

2.5. Analise dos dados

Os resultados dos experimentos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas pelo Teste de Tukey, utilizando o programa estatistico Assistat (SILVA;
AZEVEDO, 2016).
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3. RESULTADOS
3.1. Comparacao do crescimento micelial das espécies de Colletotrichum e

Trichoderma harzianum

Observou-se que houve uniformidade no crescimento micelial do antagonista (T.
harzianum — Cepa ESALQ 1306), em diferentes concentracées (0,5; 1,0; 1,5 L/ha), enquanto,
as espécies de Colletotrichum (C. plurivorum, C. brevisporum, C. tropicale, C. theobromicola
e C. fructicola) apresentaram crescimento micelial inferior, quando analisados ao quarto dia,
tempo necessario para o antagonista crescer totalmente sobre a superficie do meio de cultura
BDA (Figura 1).

C. brevisporum C. fructicola C. plurivorum C. tropicale C. theobromicola

Jaaiﬁ-\x\

Trichoderma harzianum

0,5 L/ha 1,0 L/ha 1,5 L/ha

Figura 1: Crescimento micelial de Trichoderma harzianum e Colletotrichum spp, ao quarto dia.
Na avaliacdo do indice de crescimento micelial, ao quarto dia de incubag&o, constatou-

se que o antagonista, T. harzianum apresentou diametro da col6nia de 8,5 cm, nas trés

concentracfes. No mesmo periodo de avaliacéo, as espécies de Colletotrichum apresentaram
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comportamento diferenciado, onde o IVCM para C. plurivorum foi de 5,0 cm, C. theobromicola

(4,6 cm), C. brevisporum (4,5 cm), C. tropicale (4,0 cm) e C. fructicola de 3,6 cm (Figura 2).
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Figura 2: Andlise de regressao do indice de velocidade de crescimento micelial do Trichoderma harzianum e
das espécies de Colletotrichum.

3.2. Antagonismo in vitro de T. harzianum sobre espécies de Colletotrichum por

pareamento.

Analisando o Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) das cinco espécies
de Colletotrichum, aos sete dias, sem a presenca do antagonista, observou-se que nao houve
diferenca significativa entre as espécies C. plurivorum (2,0 cm), C. fructicola (1,93 cm), C.
tropicale (2,02 cm) e C. brevisporum (2,16 cm), exceto, C. theobromicola que apresentou 2,49
cm, quando os discos de papel contendo as suspensdes dos patogenos foram adicionados nas
extremidade de placas de Petri, contendo meio BDA sintético (Tabela 2).

As espécies C. plurivorum, C. brevisporum, C. fructicola e C. tropicale se comportaram
de forma similar em relagdo ao IVCM, néo deferindo significativamente nas trés concentragdes
do antagonista (0,5; 1,0; 1,5 L/ha) e testemunhas. No entanto, apenas C. theobromicola

apresentou comportamento diferenciado em relagdo as demais, em todas as concentracoes,
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tendo seu maior indice de velocidade de crescimento micelial (2,67 cm), na concentracdo 1,5
L/ha (Tabela 2).

Na porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC), as espécies de
Colletotrichum apresentaram valores distintas frente ao T. harzianum nas concentragdes 0,5;
1,0; e 1,5 L/ha, exceto a espécie C. fructicola, que apresentou a maior PIC nas concentragdes
de 0,5 L/ha (28,47%) e 1,0 L/ha (28,31%), quando comparada as demais espécies, nao diferindo
estatisticamente entre elas. No entanto, as espécies C. plurivorum e C. brevisporum
apresentaram comportamento semelhantes estatisticamente, quando submetidas as
concentragBes 1,0 e 1,5 L/ha e as espécies C. tropicale e C. theobromicola quando utilizou as
doses 0,5 e 1,0 L/ha. Observa-se ainda que a espécie C. brevisporum apresentou a menor PIC
(14,64 %) e C. fructicola a maior PIC (28,47 %), entre as espécies e concentracdes testadas
(Tabela 2).

O grafico mostra que a medida que aumentavam as concentracdes de T. harzianum,
também aumentava a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial para a espécie C.
tropicale. As espécies C. theobromicola e C. brevisporum apresentaram comportamento
semelhante em todas as concentracdes testada, no entanto, a maior porcentagem de inibicéo foi
obtida na concentracgdo de 1,0 L/ha com valores de 23,17 e 23,43 %, respectivamente. De forma
geral, C. fructicola foi a espécie mais sensivel quando submetida ao confronto com o
antagonista, apresentando uma melhor resposta na concentracdo 0,5 L/ha, com 28,47 % de
inibicdo. A espécie menos sensivel ao antagonista foi C. brevisporum (14,64 L/ha) na
concentracdo 0,5 L/ha. No entanto, todas as espécies de Colletrotrichum apresentaram PIC
inferior a 30 % (Figura 3; Tabela 2).
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Figura 3: Porcentagem de inibicdo micelial (PIC) das espécies de Colletotrichum utilizando Trichoderma
harzianum, aos 7 dias.

Verificou-se que ndo houve diferenca entre as espécies C. plurivorum, C. fructicola, C.
tropicale e C. brevisporum quando avaliadas com a escala de notas proposta por Bell et al.
(1982), sendo atribuida nota 2 (2/3 da placa ocupado pelo antagonista), tanto no sétimo quanto
no décimo dia. J& a espécie C. theobromicola recebeu nota 3, aos 7 e 10 dias, indicando que
tanto o antagonista como o patdgeno cresceram 50% da placa cada e um ndo parece dominar o
outro, nas concentracdes 0,5; 1,0 e 1,5 L/ha (Tabela 2; Figura 4).
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Tabela 2: Médias da inibi¢do de velocidade de crescimento micelial e porcentagem de inibi¢do do crescimento
micelial nas distintas concentra¢@es de Trichoderma harzianum no controle de Colletotrichum spp.
Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maiGscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.

CONCENTRACOES (L/ha)

Esp(;egles IVCM (cm) PIC (%) Escala de Bell
Colletotrichum (Interacdo E x C) (Interacdo E x C) . -
Testemunha 0,5 1 1,5 0,5 1 1,5 7 (dias) 10 (dias)
C. plurivorum 2,00bA  2,01bA 212bA 2,19bA 27,83aA 20,68 bcB 23,07 abB 2 2
C. fructicola 1,93 bA 199bA 1,98bA 2,16 bA 28,47aA 28,3laA 26,77 aA 2 2
C. tropicale 2,02 bA 2,03bA 187bA 187cA 15,59 dB 18,03cB 24,28 abA 2 2
C. brevisporum 2,16 bA 1,95bA 2,02bA 2,01 bcA 14,64cB  23,43bA 20,37 bcA 2 2
C. theobromicola 2,49 aA 2,45aA 2,62aA 2,67 aA 21,91 bA 23,17bA 17,90cB 3 3
Espécies (E) 61.8924 ** 31.9559 **
Concentragdes (C) 1.8821 ns 1.1993 ns
Interacdo E x C 2.3971* 12.3670 **
CV (%) 6,60 11,07

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

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

CV= Coeficiente de variagao.
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3.3. A¢ao de metabdlitos volateis de Trichoderma harzianum sobre Colletotrichum

Avaliando o IVCM observou-se que a producao de metabolitos volateis do antagonista,
T. harzianum, mostrou-se significativamente eficiente, no controle de Colletotrichum spp.,
quando comparado com as suas respectivas testemunhas. A espécie C. theobromicola obteve o
maior crescimento micelial (4,03 cm) em relacdo as demais espécies, enquanto, C. plurivorum
foi mais sensivel com 3,21 cm (Tabela 3; Figura 5).

Na avaliacdo da PIC, a espécie C. tropicale obteve a maior porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (30,59%), diferindo estatisticamente das demais, sendo estd a mais
sensivel a acdo de metabdlitos produzidas por T. harzianum, seguidas por C. plurivorum
(23,56%) e C. brevisporum (23,14%) que tiveram comportamento semelhante. As espécies C.
theobromicola e C. fructicola obtiveram as menores PICs como 22,41 e 19,02%,

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: indice de velocidade de crescimento micelial e porcentual de inibi¢do micelial in vitro de
Colletotrichum spp. no teste de metab6litos volateis com Trichoderma harzianum.

Espécies de IVCM (cm) IVCM (cm) PIC (%)
Colletotrichum (Colletotrichum spp.) (Interacdo E x T) (Interacdo E x T)

C. plurivorum 3,73 bA 3,21¢cB 23,56 ab
C. fructicola 3,91 bA 3,56 bcB 19,02 b
C. tropicale 4,72 aA 3,61 bB 30,59 a
C. brevisporum 4,58 aA 3,92 abB 23,14 ab
C. theobromicola 4,69 aA 4,03 aB 22,41 b
Espécies (E) 32.0301 **
Tratamento (T) 120.8450 ** 5.1740 **
Interacio E X T 4.5004 **
CV (%) 5,28 17,49

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiudscula na linha ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey.

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

CV= Coeficiente de variacéo.



C. brevisporum C. plurivorum

Testemunha

InteracBo EX T

Testemunha

InteracO EX T

Testemunha

InteracO EX T

Figura 5: Teste de metabdlitos volateis utilizando Trichoderma harzianum no controle de Colletotrichum spp.
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4. DISCUSSAO

A busca por estratégias de manejo eficazes vem crescendo ativamente nos Ultimos
anos, tendo como exemplo o controle biologico. Acredita-se que esse resultado seja reflexo da
procura do agricultor por tecnologias para melhorar a produtividade, principalmente, no
controle de fitopatogenos (BETTIOL; SILVA; CASTRO, 2019). Dentro do controle biolégico
destacam-se as especies do género Trichoderma, que vem alavancando o manejo de doencas de
plantas no Brasil (MORANDI et al., 2009; HERMOSA et al., 2014; MONTE; BETTIOL;
HERMOSA, 2019). Alguns autores relatam as vantagens do T. harzianum, quanto a competi¢ao
por espago e nutrientes, devido ao seu rapido crescimento micelial, no controle de fitopatégenos
(MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018; MEYER; MAZARO; SILVA, 2019;
QUEVEDO et al., 2022).

Neste estudo, foi observada a atividade antifungica do produto comercial Trichodermil
SC 1306/KOPPERT (Trichoderma harzianum) contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum
spp., provenientes da doenca antracnose na cultura do maracujazeiro. Observou-se que 0
crescimento micelial das espécies de Colletotrichum e do antagonista T. harzianum é o mesmo
com base no tempo inicial, mas ndo ¢ o mesmo no final da observagdo quando cultivado em
meio de cultura BDA. Isso mostrou que o antagonista apresenta uma vantagem no crescimento
em relacdo as espécies de Colletotrichum; acredita-se que esse fato ocorreu devido a alta
capacidade do Trichoderma em colonizar substratos com diferentes caracteristicas (MONTE;
BETTIOL; HERMOSA, 2019). Além disso, cepas de Trichoderma isoladas com potencial de
biocontrole de fitopatdgenos tem sido obtida de ambientes que apresentam altas temperaturas,
solos salinos ou alcalinos e sob condicdes de baixa umidade, com isso, favorece a sobrevivéncia
em ambientes com diferentes condi¢cdes (MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019). Quevedo et
al. (2022) afirma que uma caracteristica desejavel é o antagonista apresentar crescimento
micelial mais rapido que o patdgeno, pois se ambos competirem por espaco e nutrientes a
tendéncia é do microrganismo que apresenta desenvolvimento mais rapido ter vantagem sobre
o0 de crescimento mais lento.

No teste de pareamento observa-se macroscopicamente um evidente antagonismo do T.
harzianum contra as espécies de Colletotrichum. Esse mecanismo deve-se, possivelmente, a
competi¢éo por nutrientes e espago presentes no meio de cultura, bem como o micoparasitismo,
que apresenta uma acdo direta sobre o fitopatdgeno, por meio da infec¢do (penetracdo e

colonizacao), degradacgdo enzimatica e o consumo dos nutrientes presentes nas hifas dos fungos
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(SUASSUNA; SILVA; BETTIOL, 2019). De acordo com Bell et al. (1982), espécies do género
Trichoderma conseguem localizar hifas de fungos suscetiveis, crescendo em sua dire¢do, isto
pode ocorrer devido a estimulos quimicos produzidos pelo micélio do hospedeiro.

Nossos estudos sdo anadlogos com varias pesquisas do controle biolégico de agentes
patogénicos de plantas que apresentam resultados promissores para eficacia do antagonista
Trichoderma spp. como meio de controlar fitopatdgenos utilizando a técnica de confronto,
como por exemplo, no trabalho de Quevedo et al., (2022), onde utilizaram a técnica de
pareamento de culturas, para avaliar a agdo antagonista in vitro de Trichoderma spp. no controle
de Fusarium oxysporum, verificando que a espécie T. harzianum apresentou uma porcentagem
de inibicdo de 14,24%, ficando préximo dos resultados encontrados neste trabalho.

Os resultados obtidos por Grano-Malldonado et al. (2021) mostraram que as espéecies
de C. ti e C. queenslandicum apresentaram um percentual de inibi¢cdo micelial em torno de 70%.
Resultado semelhante foram observados por Sutarman et al. (2020) ao testar o antagonismo de
T. harzianum em relacdo a C. gloeosporioides (65%) e C. capsicum (64,2%), patdgenos
associados a antracnose do pimentdo (Capsicum annuum). Teja et al. (2020) também testaram o
potencial de Trichoderma spp. em relacdo ao C. graminicola, agente causal da antracnose do
sorgo (Sorghum bicolor L.) e observaram que o maior percentual de inibicdo foi obtido pela
espécie T. harzianum, com 50,8%. Ahmed e EI-Fiki, (2017) relataram a capacidade de espécies
de Trichoderma spp. em micoparasitar hifas de Colletotrichum spp., isolados de morangueiro,
in vitro. Segundo Druzhinina et al. (2011) a eficacia na porcentagem de inibicdo micelial da
acao do Trichoderma sobre os fitopatogenos depende de uma série de fatores que agem
coordenadamente, dentre eles destacam-se as espécies de Trichoderma e o fungo
fitopatogeénico.

Adicionalmente ao teste de pareamento foi utilizada a escala de notas proposta por Bell
etal. (1982), onde nossos resultados corroboram com os encontrados por Quevedo et al. (2022),
Morales-Mora et al., (2020) e Costa et al. (2019). Diante das respostas obtidas usando a escala
de notas, o produto comercial Trichodermil SC 1306/KOPPERT apresenta potencial de
biocontrole para pelo menos quatro espécies de Colletotrichum. De acordo com o fabricante o
produto apresenta modo de acdo por meio da competicdo, parasitismo e metabolitos produzidos
pelo T. harzianum 1306 (protease, lipase, glucanase e quitinase) que promovem degradacao da
parede celular de fungos (KOPPERT, 2023). Tijerino et al. (2011) afirmam que os metabdlitos
produzidos por espécies de Trichoderma contribuem com as enzimas degradadoras da parede

celular no potencial de controle.


https://www.bing.com/search?q=Capsicum%20annuum%20wikipedia&form=WIKIRE
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Estudos in vitro visando os metabolitos secundarios das espécies de Trichoderma tém

sido alvo de diversas pesquisas, principalmente, no controle de fungos fitopatogénicos de
importancia econémica (RAMADA; LOPES; ULHOA, 2019). A metodologia utilizada em
nossas pesquisas assemelha-se aos trabalhos de alguns autores que mostram espécies de
Trichoderma atuando diretamente na inibicdo do crescimento micelial do agente patogénico
por acdo de metabdlitos, como por exemplo, Barbosa et al. (2021) que obtiveram reducéo no
crescimento micelial de C. musae, por meio dos metabolitos volateis liberados por
Trichoderma, com percentuais de inibicdo que variaram de 47% a 74%. Lohmann et al. (2022)
testaram diferentes espécies de Trichoderma no controle de C. gloeosporioides, isolado da
planta ornamental (Cassia fistula L.), por meio de metabdlitos volateis e observaram que a
espécie T. harzianum destacou-se na inibicdo do crescimento micelial deste fitopatdgeno e
atribuem o resultado a antibiose, pois por meio dela o antagonista pode controlar a acdo do
patégeno, mesmo ndo estando em contato direto com 0 mesmo.
Carvalho et al. (2014) afirmam que existe uma variabilidade de resposta na inibicdo dos
fitopatdgenos, devido aos diferentes metabolitos ativos, podendo variar entre uma mesma
espécie ou géneros fungicos. As pesquisas mostram que, em maior ou menor escala, todas as
espécies de Trichoderma sdo eficazes parasitas de fungos fitopatogénicos como uma estratégia
de nutricdo biotrofica (DRUZHININA et al., 2011; BARBOSA et al., 2021; GRANO-
MALLDONADO et al., 2021; SUTARMAN et al., 2020).

Estudos do controle bioldgico de agentes patogénicos de plantas apresentam resultados
promissores para eficacia do antagonista como meio de controlar fitopatdgenos, sendo as

pesquisas in vitro importantes para auxiliar na selecdo de agentes de biocontrole.
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5. CONCLUSAO

O Trichodermil SC 1306/KOPPERT (Trichoderma harzianum) apresenta acao
antagonista as espécies C. brevisporum, C. plurivorum, C. tropicale, C. theobromicola e C.

fructicola agentes causais da antracnose do maracujazeiro.
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