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RESUMO

Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum, agente causal da podridao floral
dos citros, em plantas daninhas

O Brasil € o maior produtor de laranja do mundo e, embora o cultivo ocorra em
todos os estados brasileiros, o Estado de S&o Paulo é o maior produtor, responsével
por 80% da producdo nacional. Dentre as doencas que podem limitar a producédo dos
citros encontra-se a podridao floral do citros (PFC), causada pelo fungo Colletotrichum
acutatum J. H. Simmonds. Os sintomas desta doenca séo caracterizados pela presenca
de lesdes necrdticas marrons ou alaranjadas nas pétalas e queda dos frutos recém
formados, os calices e os pedunculos permanecem retidos nos ramos. Em citros, C.
acutatum pode sobreviver aderido a superficie das folhas, na forma de apressorio
quiescente, por pelo menos um més. As plantas daninhas podem atuar como
hospedeiras alternativas de diversos patdgenos, servindo como fontes de inéculo e
desempenhando um importante papel na epidemiologia das doencas. O objetivo deste
trabalho foi verificar se plantas daninhas, comuns em pomares de citros no Estado de
Sao Paulo, podem servir como fonte de indculo de C. acutatum para esta cultura. Sete
espécies de plantas daninhas foram inoculadas com uma suspensédo de conidios de C.
acutatum, calibrada a 10° conidios/mL. Ap6s a inoculacdo, estas foram mantidas em
camara umida por 36 horas e, em seguida, amostras de todas as plantas foram
coletadas e observadas em microscopio Optico para verificar a germinacdo dos
conidios. Trinta, sessenta e noventa dias apos as inoculagdes realizou-se o isolamento
de C. acutatum das folhas inoculadas. Para isso, amostras de folhas de cada espécie
de planta daninha foram coletadas, desinfestadas superficialmente e transferidas para
placas de Petri, onde receberam 70 pL de extrato floral de citros sobre o local da
inoculacdo, para estimular a germinagdo dos apressorios ali presentes. As folhas
permaneceram incubadas por 24 horas a 23°C, com fotoperiodo de 12 h. ApoOs esse
periodo, as areas inoculadas das folhas foram cortadas e transferidas para placas de
poliestireno contendo meio de Martin. Apds o surgimento das primeiras colonias de C.
acutatum, discos de quatro milimetros de diametro foram transferidos para meio BDA,
para a obtencdo de colbnias puras. Em seguida foi realizado um teste de
patogenicidade em flores de laranja doce de trés anos de idade. Os dados de
porcentagem de isolamento foram analisados analise de variancia e testes nao
parameétricos. Foram observadas a germinacdo e a formacdo de apressérios de C.
acutatum na superficie de todas as folhas inoculadas, apds 36 horas de camara umida.
N&o houve diferenga estatistica na sobrevivéncia de C. acutatum ao longo dos 30, 60 e
90 dias e nao foi observado nenhum tipo de sintoma nas folhas inoculadas. C. acutatum
foi isolado de todas as plantas daninhas analisadas, embora o tempo de sobrevivéncia
tenha variado em funcao da espécie de daninha. Todos os isolados obtidos das plantas
daninhas apresentaram sintomas tipicos de PFC em todas as flores inoculadas. Os
resultados obtidos demonstraram que as plantas daninhas avaliadas podem servir
como hospedeiras alternativas de C. acutatum, resultando em fonte de in6culo primario
e secundario deste patdégeno para a cultura do citros.

Palavras-chave: Hospedeiros alternativos; Fungo; Citros; Isolamento
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ABSTRACT

Survival of Colletotrichum acutatum, the causal agent of postbloom fruit drop,
on weeds

Brazil is the major orange producer in the world, and although the cropping occurs
all over the Brazilian States, the Sdo Paulo State is the major producer, responsible for
80% of the national production. Postbloom fruit drop (PFD), caused by the fungus
Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds is an important disease that can cause yield
reduction. The symptoms of this disease are characterized by the presence of brown or
orange necrotic lesions in the petals and the drop of young fruits; the calyces and
peduncles remain in the branches after fruit drop. In citrus, C. acutatum can adhered to
the surface of the leaves, in the form of quiescent appressoria, for at least one month.
The weeds can act as alternative hosts of diverse pathogens, serving as inoculum
sources and playing an important role in the disease epidemiology. The purpose of this
research was to verify if weeds, commons in citrus orchards in Sdo Paulo State, may
serve as inoculum source of C. acutatum for this crop. Seven weed species were
inoculated with a conidial suspension of C. acutatum, calibrated with 10° conidia/mL.
After the inoculation, the weeds were kept in humidity chamber for 36 hours. Samples of
all weeds were collected and observed in optical microscope to verify the conidia
germination. Thirty, sixty and ninety days after inoculation, C. acutatum was isolated
from the inoculated leaves. For this purpose, leaves of each weed species were
collected, superficially disinfested and transferred to Petri dishes. The leaves received
70 pL of citrus flower extract over the inoculation area to stimulate the appressoria
germination. The leaves were incubated for 24 hours at 23°C, with 12 hours of
photoperiod. After this period, the inoculated areas were cut and transferred to
polystyrene dishes with Martin medium. After the appearance of the first colonies of C.
acutatum, discs of four millimeters of diameter were transferred to PDA medium to
obtain pure colonies. A pathogenicity test was carried out in three years old sweet
orange flowers. The percentage of pathogen isolation was analyzed by variance
analysis or non-parametric analysis. Conidia germination and appressoria formation of
C. acutatum in all inoculated leaves were observed, after 36 hours of humidity chamber.
There was no statistical difference in the C. acutatum survival during 30, 60 e 90 days
and no type of symptom was observed in the inoculated leaves. C. acutatum was
isolated from every weed analyzed, although the survival period varied among the weed
species. Every isolated obtained from the weeds presented typical PFD symptoms in
every inoculated flowers. The results showed that weeds can serve as alternative hosts
of C. acutatum, contributing in primary and secondary inoculum source of this pathogen
to the citrus crop.

Keywords: Alternative host; Fungus; Citrus; Isolation
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de laranja do mundo e grande parte da sua producao
destina-se a industria de suco concentrado. Em 2009 o Brasil exportou
aproximadamente 2,9 milhées de toneladas de suco de laranja concentrado, com um
faturamento de 14,6 bilhdes de délares (NEVES et al., 2010). Embora o cultivo ocorra
em todos os estados brasileiros, o Estado de S&o Paulo é responséavel por 80% da
producdo nacional (FNP, 2011). As regides Norte e Nordeste do Estado contribuem
com aproximadamente 65% da producéo de laranja.

Nos ultimos anos a citricultura paulista sofreu intensa migracdo dessas regides
produtoras para novas areas ao sudoeste do estado. Esse deslocamento foi motivado
nao so pelas condicdes climaticas favoraveis, que dispensam a irrigagcdo, como também
pelo baixo valor das terras e menor incidéncia de doencgas que interferem na citricultura,
tais como a morte subita dos citros, a clorose variegada dos citros e 0 “huanglongbing”
(NEVES et al.,, 2010). Entretanto, as chuvas periddicas, associadas a alta umidade
relativa do ar que se estende durante a florada da cultura na regido Sudoeste,
favorecem a ocorréncia da podriddo floral dos citros (PFC). Esta doenca € de
ocorréncia esporadica nas demais regifes produtoras de citros do Estado de Séo
Paulo, mas quando as chuvas coincidem com o periodo de floracdo, os danos podem
chegar a 70% (TIMMER; ZITKO, 1993).

A PFC foi observada pela primeira vez em Belize, em 1956/1957, porém os
sintomas e a etiologia da doenca s6 foram descritos na década de 1970 por Fagan
(1979), que relatou o fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc como
seu agente causal. No Brasil, a doenca foi observada na década de 70, causando
significativas perdas nos pomares do Rio Grande do Sul (PORTO; ROSSETTI;
DORNELLES, 1979) e no Estado de Sao Paulo, onde causou sério prejuizo na safra de
1977/1978 (FEICHTENBERGER, 1991). Na década de 1990 Brown, Sreenivasaprasad
e Timmer (1996) reclassificaram o0 agente causal da PFC e atribuiram a causa da
doenca ao fungo Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds.

A doenca ocorre nas flores dos citros e os sintomas se caracterizam pela
presenca de lesBes necréticas marrons ou alaranjadas nas pétalas, formacao de

acérvulos contendo conidios envolvidos por mucilagem em condi¢cdes favoraveis e
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gueda dos frutos recém formados, deixando os célices e os pedunculos retidos nos
ramos (AGOSTINI; TIMMER; MITCHELL, 1992). As folhas ao redor das flores
infectadas s&o, eventualmente, pequenas e deformadas (FUTCH; HEBB; SONODA,
1989; TIMMER et al., 1994).

Colletotrichum acutatum pode sobreviver entre as floradas aderido a superficie
das folhas de citros na forma de apressério (AGOSTINI; TIMMER; MITCHELL, 1992 e
ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996). Na presenca de extrato floral, o apressorio
germina, produzindo hifas e conidios sem a formacdo de acérvulo (TIMMER et al.,
1994). O tempo de sobrevivéncia de C. acutatum na forma de apressério e os
processos de formacdo dos conidios secundarios ainda ndo sdo bem compreendidos.
Agostini e Timmer (1994) e Zulfigar, Brlansky e Timmer (1996), em condi¢des
controladas, observaram a sobrevivéncia do patégeno na forma de apressorios
aderidos as folhas de citros por até 30 dias. Em morango, Leandro et al. (2003)
relataram com detalhes a sobrevivéncia de C. acutatum na forma de apressoérios
aderidos as folhas e o processo de conidiacdo secundéria, o qual foi responsavel pelo
aumento do numero de conidios na superficie das folhas. Também foi relatada a
sobrevivéncia C. acutatum, agente causal da antracnose do morango, em outras
espécies vegetais como tomate, pimenta, berinjela e até em plantas daninhas do
género Vicia e Conyza (FREEMAN; HOROWITZ; SHARON, 2001).

Diversos trabalhos ja relataram a sobrevivéncia de espécies de Colletotrichum,
agente causal de antracnoses, em plantas daninhas (HARTMAN; MANANDHAR,;
SINCLAIR, 1986; RAID; PENNYPACKER, 1987; BERRIE; BURGESS, 2003; MILEO et
al., 2007; PARIKKA; LEMMETTY, 2009;) porém, ainda ndo se sabe a importancia das
plantas daninhas como fonte de in6culo de C. acutatum para a cultura dos citros. O
presente trabalho teve como objetivo verificar se plantas daninhas, que sdo comuns em
pomares de citros no Estado de Sdo Paulo, podem ser fonte de in6culo de C. acutatum

para esta cultura.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 A citricultura no Brasil

2.1.1 Histoérico

Provavelmente a laranja é origindria da China. Seu cultivo foi expandido
principalmente devido a comercializacao entre as nac¢des, chegando a Europa na Idade
Média (NEVES et al., 2010).

No ano de 1501 chegavam ao Brasil as primeiras plantas citricas. Trazidas da
Espanha pelos portugueses, com o objetivo de se combater o escorbuto, que dizimava
grande parte das tripulacdes naquela época, as plantas se adaptaram tdo bem que
foram confundidas com arvores nativas (NEVES et al., 2007).

Em 1889 a citricultura se estabeleceu na regido Centro-Sul do Pais,
principalmente devido as condi¢cdes edafocliméaticas e a proximidade do mercado
consumidor. Em 1932 a area citricola do Rio de Janeiro ja era responsavel pela
exportacdo de 1,3 milhdes de caixas de laranja, superando a de Sdo Paulo, que nesta
época exportava apenas 700 mil caixas. Porém, devido a baixa resisténcia da fruta
carioca ao transporte, as empresas exportadoras, que atuavam no Rio de Janeiro, se
transferiram para a cidade de Limeira, no Estado de S&o Paulo (NEVES et al., 2007).

No ano de 1937 foram identificados os primeiros casos de “tristeza”, doenca que
seria responsavel pela eliminacdo de todas as plantas enxertadas em laranja-azeda no
Estado de S&o Paulo - cerca de 10 milhdes de arvores. Em 1957 outra doenga surgiu
para ameacar a citricultura paulista: o cancro citrico (NEVES et al., 2007). Sanados ou
minimizados os problemas decorrentes da tristeza, através da mudanca de porta-
enxerto, e do cancro citrico, com a erradicacdo das arvores afetadas, a citricultura
voltou a expandir-se.

Em 1963, com a expansdo da citricultura para a regido de Araraquara, foi
instalada a primeira fabrica de suco concentrado e congelado do pais. Esta fabrica
exportou, jA em seu primeiro ano de funcionamento, seis mil toneladas de suco (NEVES
et al., 2007).
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Em 1977 e 1978 a doenca conhecida como podridao floral dos citros (PFC),
causada pelo fungo Colletotrichum acutatum, causou Sérios prejuizos
(FEICHTENBERGER, 1991), porém, dez anos depois, 0s produtores paulistas
comemoraram a producao de mais de 200 milhdes de caixas e em 1997 alcancaram
outro recorde, a producéo de 428 milhdes de caixas (NEVES et al., 2007).

Atualmente, apesar das novas doencas que atingiram a citricultura no Estado de
Sdo Paulo como a clorose variegada dos citros, a morte subita dos citros e o
huanglongbing, a producdo paulista manteve-se elevada, ao redor de 350 milhdes de

caixas.

2.1.2 Importancia

No Brasil a citricultura é considerada um dos setores mais competitivos e com
potencial de crescimento do agronegoécio (NEVES et al.,, 2007). Desde quando
comecaram as primeiras exportacdes, a citricultura tem contribuido de forma
significativa para o desenvolvimento do Pais (NEVES et al., 2010), porém, no Estado de
Sdo Paulo, a area plantada com laranja vem sofrendo reducfes consecutivas e
perdendo espaco para o cultivo da cana-de-acucar (CONAB, 2011). Na década
passada foram erradicadas 40 milhdes de arvores devido a presenca de pragas e
doencas, responsaveis por perdas de quase 80 milhdes de caixas por ano (NEVES et
al., 2010).

O Brasil é responsavel por 50% da producdo mundial de suco de laranja e
exporta 98% do que produz (NEVES et al., 2010). O Estado de Sao Paulo, maior
produtor nacional, possui uma area de 580.574 ha ocupada com pomares de laranja
(535.011 ha em producédo), com um total de 219.088.794 de arvores e uma
produtividade média de 705 caixas/ha, segundo estimativas da Conab (2011). Para a
safra 2011/2012 espera-se uma producdo de 377.064.567 caixas de 40,8 kg, destas,
324.275.527 serdo destinadas a industria e 52.789.039 serdo destinadas a mesa
(CONAB, 2011).

Devido a erradicacao de pomares improdutivos, houve uma diminuicao de 6,38%

na éarea plantada com citros no Estado de Sdo Paulo em relagdo a safra anterior,
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porém, a produtividade média por arvore teve um aumento de 12,94%, com previsao de
passar de 1,7 caixa de 40,8 kg/arvore na safra 2010/2011 para 1,92 caixa/arvore na
safra 2011/2012. Este aumento de produtividade foi o resultado do clima favoravel para
o florescimento e inadequado para o desenvolvimento de doengas (CONAB, 2011).

Embora o aumento de produtividade por arvore nesta safra esteja estimado em
12,94%, espera-se um aumento de producdo de 18,38%, principalmente devido a
reducao nas perdas (CONAB, 2011).

2.2 Colletotrichum acutatum e a Podridao Floral dos Citros

2.2.1 Historico

Os primeiros sintomas de PFC foram observados em Belize, em 1956/1957, mas
s6 foram relatados no final da década de 1970 por Fagan (1979), quando o0 mesmo
descreveu sobre a presenca de flores com pequenas manchas marrons nas pétalas e
um grande numero de célices sem frutos. A doenca também foi relatada na Argentina
(SCHWARZ; KLEIN; MONSTED, 1978), na Republica Dominicana, na Coldmbia, no
Panama (DENHAM, 1979), em Trindade (FAGAN, 1984), no México (OROZCO
SANTOS; GONZALEZ GARZA, 1986), nos Estados Unidos (MCMILLAN; TIMMER,
1989), na Costa Rica e na Jamaica, sendo restrita ao continente americano (TIMMER et
al., 1994). No Brasil, a doenca foi relatada no Rio Grande do Sul, na década de 70 por
Porto, Rossetti e Dornelles (1979). No Estado de S&o Paulo, a doenca causou seérios
prejuizos nas safras de 1977/1978, 1990/1991 (FEICHTENBERGER, 1991), 1996 e
1998 (PERES; SOUZA; TIMMER, 2000) e 2009 (SILVA JUNIOR, 2011) devido a

ocorréncia de chuvas prolongadas coincidindo com o periodo de floracao das plantas.

2.2.2 Etiologia

A causa da PFC foi originalmente atribuida ao fungo Colletotrichum

gloeosporioides (FAGAN, 1979), porém, em estudos comparativos com isolados de C.
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gloeosporioides que causavam antracnose em plantas citricas, observou-se entdo a
existéncia de isolados patogénicos e ndo patogénicos. Foram identificadas trés estirpes
de C. gloeosporioides diferentes em relagcdo a morfologia, coloracdo da coldnia,
velocidade de crescimento em meio de cultura e patogenicidade (AGOSTINI; TIMMER,;
MITCHELL, 1992).

A primeira estirpe foi a FGG (“fast-growing gray”), que possui rapido crescimento
micelial em meio de cultura, forma colonia de coloragéo acinzentada, com temperatura
Otima de crescimento a 31°C, apresenta conidios largos, arredondados no apice e na
base, apressorios lobulados e abundante producdo de setas, além de ser comumente
encontrada na forma saprofitica, causando doencas de poés-colheita e incapaz de
causar PFC. A segunda foi a SGO (“slow-growing orange”), de crescimento lento em
meio de cultura, com colénia de coloracdo branca e massa de conidios com coloragcédo
alaranjada, com temperatura Otima de crescimento entre 23-27°C, com conidios
pequenos com apice fusiforme, distintos daqueles da estirpe FGG e capaz de causar a
podriddo floral dos citros. A terceira foi a KLA (*key lime anthracnose”), de
caracteristicas semelhantes as da estirpe SGO, também capaz de causar PFC e ainda
responsavel pela antracnose do liméo galego (AGOSTINI; TIMMER; MITCHELL, 1992).

Com o intuito de isolar o patégeno causador da PFC e diferencia-lo da estirpe
FGG, Agostini e Timmer (1992) desenvolveram um meio de cultura semi-seletivo,
acrescentando streptomicina e hidroxido de cobre ao meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) e utilizando um periodo de incubacéo de 4 dias a 18°C e mais um dia a
27°C. Com essas temperaturas foi observada uma maior producdo de conidios de
coloragdo alaranjada da estirpe SGO, facilitando a separacdo das estirpes. Na década
de 90, com os avancos da engenharia genética, Brown, Sreenivasaprasad e Timmer
(1996) amplificaram as regides ITS1 do DNA ribossomal das estirpes FGG, SGO e KLA.
Através da PCR, com os primers especificos Calnt2 para Colletotrichum acutatum e
Cglnt para Colletotrichum gloeosporioides, as estirpes SGO e KLA foram reclassificadas
como C. acutatum e a estirpe FGG como C. gloeosporioides. Recentemente, Peres et
al. (2008), atraves da utilizacdo de marcadores moleculares, verificaram que as
populacdes de C. acutatum isoladas de limdo galego e de flores de laranja doce com

sintoma de PFC sao filogeneticamentes distintas.
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Um levantamento da incidéncia de PFC no Estado de S&o Paulo identificou o
patdogeno C. gloeosporioides causando os mesmos sintomas de PFC. Utilizando
primers especificos, Lima et al. (2011) detectou o fungo em 17,3% das 139 amostras
coletadas. Todos os isolados de C. gloeosporioides foram patogénicos e causaram
sintomas de PFC em flores de laranja Valéncia. A partir desses resultados os autores

descreveram o C. gloeosporioides como novo agente causal da PFC.

2.2.3 Sintomatologia

No Brasil todas as variedades de laranjas doces sao afetadas pela doenca,
sendo as variedades Péra, Natal e Valéncia as mais suscetiveis (FEICHTENBERGER,
1991). O sintoma da doenca caracteriza-se pela presenca de lesdes necroticas nas
pétalas, sobre as quais o fungo produz acérvulos de coloracdo alaranjada. Em
condicOes favoraveis essas lesdes se desenvolvem rapidamente, comprometendo todo
o tecido da pétala (FAGAN, 1979; TIMMER et al., 1994; FEICHTENBERGER et al.,
2005). Em condicdes controladas, flores de tangor Temple Orange (Citrus reticulata x C.
sinensis), quando inoculadas com C. acutatum, além de mostrar lesdes necroticas nas
pétalas também apresentam necrose no pistilo (LIN et al., 2001).

Outro sintoma tipico da doenca é a queda dos frutos recém formados, deixando
os calices e os pedunculos retidos nos ramos, formando estruturas que recebem o
nome de “estrelinhas” (TIMMER et al., 1994; FEICHTENBERGER, 1991). Os calices
podem permanecer fixados aos ramos por até 18 meses (FUTCH; HEBB; SONODA,
1989; TIMMER et al., 1994). Frequentemente o sintoma de calice retido € utilizado para
confirmar a presenca da doenca e até quantifica-la, embora ndo esteja claro se esse
sintoma € exclusivo de PFC (LIMA et al., 2011).

As folhas ao redor da inflorescéncia doente as vezes sdo pequenas e
deformadas, com nervuras grossas, dando aos ramos aparéncia de roseta (FUTCH;
HEBB; SONODA, 1989; AGOSTINI; TIMMER; MITCHELL, 1992; TIMMER et al., 1994).
A queda prematura dos frutos, a producdo de calices persistentes e as folhas
distorcidas tém sido atribuidas a um desequilibrio hormonal devido a acentuada

expressdo dos genes responsaveis pela regulacdo e biossintese de horménios na
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planta (CHUNG et al., 2002; LAHEY et al., 2004). Os genes que codificam o etileno, a
biossintese de acido jasménico e o acido indolacético (AlIA) sédo altamente expressos
nas flores infectadas, ocorrendo acumulo dos horménios AIA e etileno nas mesmas
(CHUNG et al., 2002; LAHEY et al., 2004).

2.2.4 Ciclo das relagdes patdgeno-hospedeiro

Em citros, C. acutatum sobrevive entre as floradas na superficie das folhas, na
forma de apressorio quiescente (AGOSTINI; TIMMER, 1994; ZULFIQAR; BRLANSKY;
TIMMER, 1996). Entretanto, o tempo de sobrevivéncia do apressoério € desconhecido.
Em condi¢Ges controladas, Agostini e Timmer (1994) inocularam folhas de citros com C.
acutatum e, apos utilizar uma técnica de clareamento foliar, observaram 30% de
conidios formando apressoérios ap0s um més da inoculacdo. A sobrevivéncia desses
apressorios foi investigada, em meio de cultura semi-seletivo, através da assepsia e
plagueameneto de pedacos de folhas de citros inoculados. Como resultado os autores
obtiveram 20% de colGnias isoladas e estabeleceram que o fungo pode sobreviver pelo
menos um més na forma de apressoério. Resultado semelhante foi obtido por Zulfigar,
Brlansky e Timmer (1996), que obtiveram uma taxa sobrevivéncia de 30% dos
apressorios apoés um més da inoculacdo. Porém, ainda ndo estéd esclarecido se essa
forma de sobrevivéncia € eficiente para manter o patégeno viavel no periodo entre as
floradas.

Em experimento conduzido em pomares naturalmente infectados, Agostini e
Timmer (1994) relataram que, mesmo na época da florada, quando o patdgeno esta
presente nas flores, a populacdo do fungo nas folhas e célices persistentes € baixa e
tende a declinar apos a florada. Esses autores ainda relataram que, na presenca de
extrato floral, os apressérios aderidos as folhas sédo estimulados a produzir novos
conidios, que sao denominados conidios secundarios. Timmer e Brown (2000)
consideram que esses conidios secundarios sao responsaveis pelo indculo inicial da
PFC. A sobrevivéncia de C. acutatum na forma de apressorio também foi relatada por
Leandro et al., (2001) em folhas de morango. Neste trabalho os autores descreveram

gue o fungo foi capaz de formar apressoério apos nove horas da inoculacdo e que o
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processo de conidiacdo secundéaria foi responsavel pelo aumento do numero de
conidios apods sete dias da inoculacéo.

Além das folhas, o solo também tem importancia como fonte de inéculo de C.
acutatum. Eastburn e Gubler (1990) coletaram amostras de solos de viveiros e de
plantacdes de morangos com historico de antracnose e, por isolamento em meio de
cultura semi-seletivo, detectaram o patdégeno por um periodo de até oito meses.
Freeman, Shalev e Katan (2002), trabalhando com inoculag¢des artificiais de C.
acutatum, concluiram que frutos de morango mumificados também podem servir como
fonte de in6culo. Os autores relataram que propagulos do patégeno podem permanecer
viaveis, por até cinco meses, em frutos mumificados e enterrados em solo a 10 ou 20
cm de profundidade. Esses resultados sao importantes uma vez que, na cultura do
morango, os diferentes 6rgaos da cultura estdo bem préximos do solo.

Dentre os fatores ambientais, a umidade € a mais importante para germinagao
dos conidios e formacdo de apressorios. Testes “in vitro” realizados com C. acutatum
causador da PFC revelaram que no intervalo de 6 a 72 horas de molhamento maior a
germinacao dos conidios e formacgéo de apressorios. O intervalo de temperatura étima
para a germinagdo e formacdo de apressorio € de 22 a 24 °C (LIMA et al., 2011).
Estudos realizados com o patossistema Colletotrichum-morango verificaram que as
temperaturas 6timas para a germinacdo dos conidios estavam no intervalo de 23 a
27°C; para a formacdo de apressorio de 17,6 a 26,5°C e para a producdo de conidios
secundarios de 21,3 a 32,7°C, com um periodo de molhamento superior a quatro horas
(LEANDRO et al., 2003).

Em condi¢cdes de molhamento prolongado e presenca de nutrientes encontrados
em pétalas, o apressorio que se encontra na superficie da folha germina e emite uma
hifa sobre a cuticula, dando origem aos conidios secundarios sem a formacdo de
acérvulo. Com o surgimento de novas flores, esses conidios sdo dispersos por
respingos de agua e atingem as pétalas, onde penetram diretamente sem a formagéo
de apressoério, formando lesGes alaranjadas apods trés a quatro dias. Em seguida, 0s
conidios de C. acutatum sdo produzidos em abundancia nos aceérvulos, onde séo
disseminados principalmente por chuvas associadas com ventos (TIMMER et al., 1994;
ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996).



30

A disseminacdo da doenca é fortemente dependente do regime de chuvas, pois
guanto mais distribuidas durante a floracdo, maior sera a incidéncia da doenca
(FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 1997). A dispersdo de C. acutatum em
citros foi estudada por Agostini, Gottwald e Timmer (1993) em pequenas parcelas de
25, 49, 81 e 72 plantas, onde a arvore central foi inoculada e a incidéncia e disperséo
da doenca foram avaliadas através do tempo nas demais arvores. Estes autores
observaram que houve um aumento na incidéncia da doenca nas arvores ao redor do
foco principal, ap6s periodos de chuvas; que a dispersao ocorreu na direcdo do vento
prevalente e que houve o surgimento de foco secundario. Para esses autores, a
formacdo de foco secundario indica que fatores como vento ou insetos podem estar
contribuindo para a disseminagdo de C. acutatum. Silva Junior (2011) estudou, em
condicbes de campo, a dinamica temporal e espacial de C. acutatum em parcelas de
500 plantas no interior de pomares comerciais e demonstrou um padrédo aleatério de
distribuicdo da PFC no inicio da epidemia, sugerindo a participacdo de outros agentes

além da chuva na dispersao do patdgeno.

2.2.5 Controle

Como a PFC somente é severa quando o florescimento das plantas coincide com
periodos de chuvas prolongados (FEICHTENBERGER, 1994; GOES et al., 2008), todas
as praticas que contribuem para antecipar o florescimento para os periodos mais secos
do ano como irrigacdo e utilizacdo de porta-enxertos que induzem o florescimento
precoce, devem ser adotadas (FEICHTENBERGER, 1994). O controle quimico tem sido
a opcao mais utilizada para o controle da doenca (GALLI et al., 2002; GOES et al.,
2008). As pulverizagcdes com fungicidas devem visar a protecdo das flores durante o
periodo em que sdo suscetiveis, ou seja, antes dos botdes florais em expansao
atingirem o estadio fenoldgico denominado de "cotonete". O numero de aplicacdes pode
variar em funcéo das condicfes climaticas e da uniformidade e duracdo do periodo de
florescimento (FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 1997).

Os primeiros produtos utilizados com eficiéncia no controle da doenca foram o
benomyl, o thiabendazole e o captafol (DENHAM; WALLER, 1981). Roberto e Borges
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(2001) avaliaram o efeito do fungicida benomyl em flores de laranja “Pera” e “Natal” em
diferentes estagios de desenvolvimento, e relataram sua eficiéncia no controle da PFC
em doses de 0,5-0,75 g.L™! nos estadios de botdes redondos brancos até “cotonetes”.
Com a proibicdo do uso desses fungicidas, houve a necessidade de se encontrar outros
produtos que apresentassem resultados satisfatorios (PORTO, 1993). Goes et al.
(2008) avaliaram o efeito de fungicidas puros ou em mistura em diferentes estadios de
florescimento e verificaram que o carbendazim e o folpet apresentaram os melhores
resultados quanto a reducgéo de flores sintométicas e aumento no nimero de frutos
fixados. O difenoconazole e o mancozeb nédo foram tdo eficientes na reducdo da
doenca, mas quando o mancozeb foi combinado com carbendazim ou folpet verificou-
se um aumento no controle da PFC. Também foi observado que uma Unica aplicacdo
em flor aberta ndo controla a doenca, indicando que o fungicida deve ser aplicado
antes, nas fases “cabeca-de-fosforo” e “cotonete”.

Atualmente os fungicidas registrados para o controle de C. acutatum no Brasil
sdo carbendazim (benzimidazol) e sulfato tribasico de cobre e as misturas tebuconazol
(triazol) + trifloxstrobina (estrobilurina) e famoxadona (oxazolidinadiona) + mancozebe
(ditiocarbamato) (BRASIL, 2011). O manejo da doenca por meio de aplicacdo de
fungicidas ndo é facil, pois em anos secos, as aplicacfes de fungicidas podem ser
desnecessarias e em anos muito chuvosos, as aplicacdes tém que ser realizadas em

curto espaco de tempo.

2.3 Plantas daninhas como hospedeiras de Colletotrichum spp.

Pitelli (1985) conceitua as plantas daninhas como aquelas que,
espontaneamente, emergem nos ecossistemas agricolas podendo interferir ndo s6 na
produtividade das plantas cultivadas, mas também na operacionalizacdo do sistema de
producdo empregado. Essas plantas tém algumas caracteristicas peculiares como a
capacidade de produzir grande numero de sementes, apresentarem dorméncia e

germinacao desuniforme.
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As principais plantas daninhas encontradas nos pomares de citros segundo
Durigan (1988) e Victoria Filho (1998) sdo, dentre as monocotileddneas: capim-
marmelada (Brachiaria plantaginea (Link) Hitch), capim-colch&o (Digitaria horizontalis
Wild), capim-carrapicho (Cenchrus echinatus L.), capim-pé-de-galinha (Eleusine indica
(L.) Gaertn.), grama-seda (Cynodon dactylon (L.) Pres.), capim-colonidao (Panicum
maximum Jacq.), capim-favorito (Rhychelytrum repens (Wild.) C.E. Hubb), capim-
amargoso (Digitaria insularis (L.), grama-batatais (Paspalun notatum Flugge.), capim-
braquiéria (Brachiaria decumbens Stapt.), capim rabo-de-raposa (Setaria geniculata P.
Beauv), braquiaria humidicola (Brachiaria humidicola (Rend.) Schweich), braquiaria
brizantha (Brachiaria brizantha (Hochst. Ex. A. Rich) Stapf), tiririca (Cyperus rotundus
L.), trapoeraba (Commelina benghalensis L.). J& dentre as dicotiledéneas, destacam-
se: picao-preto (Bidens pilosa L.), carrapicho-de-carneiro (Acanthospermum hispidum
DC.), guanxumas (Sida spp.), caruru (Amaranthus spp.), falsa-serralha (Emilia
sonchifolia DC.), mentrasto (Ageratum conyzoides L.), picdo-branco (Galinsoga
parviflora Cav.), corda-de-viola (Ipomea spp.), beldroega (Portulaca oleracea L.), buva
(Conyza bonariensis L. Cronquist), poaia-branca (Richardia brasiliensis L.) e serralha
(Sonchus oleraceae L.).

A competicdo €, sem davida, a forma mais conhecida de interferéncia direta das
plantas daninhas nas culturas agricolas, porém, estas também servem como
hospedeiras de algumas pragas e doencas (CHIAVEGATO, 1986). Segundo Chaves
et al. (2003), as plantas daninhas podem atuar como hospedeiras secundarias de
fitopatdgenos, servindo com fontes de inéculo e desempenhando um importante papel
na epidemiologia das doencas.

Vérios trabalhos demonstram a importancia das plantas daninhas como
hospedeiras alternativas e fonte de inoculo de Colletotrichum spp.. Raid e
Pennypacker (1987), trabalhando com Colletotrichum coccodes causador da
antracnose em tomateiro, concluiram que algumas espécies de plantas daninhas
servem como fonte de in6culo secundario durante o cultivo e como fonte de indculo
primario entre cultivos de tomate. Os autores constataram que o fungo infectou plantas

daninhas de diferentes familias e que a eficiéncia na infeccdo aumentou com a
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senescéncia das plantas. Observaram também gue a maioria das plantas infectadas
nao apresenta sintomas.

Miléo et al. (2007), também observaram a importancia das plantas daninhas
como fontes de in6culo fungico. Nas seis areas cultivadas com guaranazeiro
analisadas pelos autores, foram identificadas 47 espécies de plantas daninhas e
realizado o isolamento de 1009 isolados fungicos. Dentre os isolados estava o fungo
Colletotrichum guaranicola, agente causal da antracnose do guaranazeiro, presente
em 11 espécies de plantas daninhas.

Berrie e Burgess (2003) e Parikka e Lemmetty (2009) inocularam diversas
espécies de plantas daninhas comumente encontradas em plantacées de morangos
com C. acutatum e concluiram que todas atuavam como hospedeiras e, além disso,
serviam como fonte de indculo primério para o surgimento da antracnose em morango.
Freeman, Horowitz e Sharon (2001) isolaram C. acutatum de plantas daninhas
assintomaticas e estes isolados causaram sintomas de antrachose em plantas de
morango. Os resultados obtidos por esses autores sugerem que as plantas daninhas
hospedeiras de C. acutatum podem servir como fontes de inéculo e permitir a
sobrevivéncia do fungo entre as safras de morango.

Hartman, Manandhar e Sinclair (1986) relatam a ocorréncia de Colletotrichum
spp. em plantas daninhas coletadas de campos de produc¢ao de soja e milho. Alguns
isolados de C. truncatum obtidos de plantas daninhas foram tdo patogénicos em
plantulas de soja quanto os isolados obtidos da soja. Os autores concluiram que a alta
incidéncia de Colletotrichum spp. nas folhas de soja e plantas daninhas sugere que o
patégeno esta presente desde cedo no campo de producdo. Assim como Raid e
Pennypacker (1987), Parikka e Lemmetty (2009), Berrie e Burgess (2003) e Hartman,
Manandhar e Sinclair (1986) relataram a maior facilidade do fungo em colonizar folhas
senescentes e sua presenca em plantas daninhas sem sintomas da doenca.

Para a cultura do citros, ainda ndo ha trabalhos demonstrando o papel das
plantas daninhas como hospedeiras de C. acutatum.
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2.4 Material e métodos

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Epidemiologia e em casas de
vegetacdo dos Departamentos de Fitopatologia e Nematologia e de Produgéo Vegetal
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP.

2.4.1 Obtencéo e cultivo de plantas daninhas

Sementes das espécies de plantas daninhas Digitaria insularis (capim-
amargoso), Bidens pilosa (picdo-preto), Brachiaria plantaginea (capim marmelada),
Commelina benghalensis (trapoeraba), Cenchrus echinatus (capim carrapicho),
Brachiaria decumbens (braquiaria) e Panicum maximum (capim colonido) foram obtidas
na empresa Sementes AgroCosmos. Em seguida, para a obtencdo de 25 plantas
germinadas, foram pesadas 0,10 gramas de sementes de Digitaria insularis, 0,18
gramas de Panicum maximum, 0,32 gramas de Bidens pilosa, 0,50 gramas de
Brachiaria plantaginea, 2,84 gramas de Brachiaria decumbens, 4,00 gramas de
Cenchrus echinatus e 5,00 gramas de Commelina benghalensis. As sementes foram
semeadas em vasos de 5 L contendo uma mistura de terra argilosa, matéria organica e
areia, na proporcéo de 2:2:1. Esta mistura foi previamente esterilizada em autoclave a
120°C por 20 minutos a 1 atm. Os vasos foram mantidos em camaras de crescimento
Conviron®, com fotoperiodo de 12 h a temperatura constante de 27°C, e irrigadas

diariamente com 100 mL de agua por vaso (Figura 1).
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Figura 1 — Plantas daninhas em fase de germinacdo, mantidas em camaras de crescimento Conviron®
sob ambiente controlado, com temperatura constante de 27°C e fotoperiodo de 12 h

Trinta dias ap6s a germinacdo das sementes as plantas foram transplantadas
individualmente para vasos de cinco litros, contendo a mesma mistura de terra e
substrato (2:2:1) descrita anteriormente, e mantidas a céu aberto até o momento da
inoculacgao.

Os experimentos foram realizados duas vezes, a primeira de janeiro a junho de

2011 e repetido de maio a novembro de 2011.

2.4.2 Inoculagéo de Colletotrichum acutatum em folhas de plantas daninhas

Um isolado de C. acutatum foi obtido, a partir de flores com sintomas de
Podridao Floral dos Citros, de um pomar comercial localizado no municipio de Santa
Cruz do Rio Pardo (S 22°49.726’/ WO 49° 20.346’). Apos caracterizacdo molecular, o
isolado foi repicado para meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), contendo discos
de papel de filtro estéril na superficie do meio. Apds o fungo crescer sobre os discos de
papel de filtro, estes foram retirados do meio de cultura e preservados em tubos tipo

Eppendorf® contendo silica, sendo entdo mantidos a 4°C (Figura 2).
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Figura 2 — Isolado de Colletotrichum acutatum repicado em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
contendo discos de papel de filtro estéril (A); meio de cultura BDA apds a remogdo dos
discos (B); tubos tipo Eppendorf® contendo os discos de papel de filtro com C. acutatum e
silica, para preservacao (C)

Para o preparo da suspenséao de conidios o isolado, preservado em papel de filtro,
foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e as placas foram
incubadas a 23°C com fotoperiodo de 12 h, por oito dias. ApOs esse periodo
acrescentou-se agua destilada esterilizada nas placas contendo as colbnias, na razao
de 20 mL por placa e, com o auxilio da alca de Drigalsky, raspou-se a superficie da
cultura para remogdo dos conidios. A suspensdo de inoculo foi filtrada em gaze e
calibrada, com o uso da Camara de Neubauer, para a concentracdo de 10°
conidios/mL.

No primeiro experimento foram utilizadas oito plantas de D. insularis, C. echinatus,
e P. maximum, sete de B. plantaginea, B. decumbens e C. benghalensis e cinco plantas
de B. pilosa. No segundo foram utilizadas oito plantas de D. insularis, C. echinatus, P.
maximum, B. plantaginea, B. decumbens e C. benghalensis e cinco plantas de B.
pilosa. Para algumas espécies de plantas daninhas, 20 a 30 folhas foram fixadas em
placas de poliestireno expandido (isopor) (Figura 3A) e tiveram a superficie superior
desinfestada, primeiramente com &lcool 70% e posteriormente com hipoclorito de sédio
a 0,5% (3 partes de agua para 1 parte de hipoclorito de sodio 2%) (Figura 3B). Em
seguida o local de inoculacdo de cada folha, na superficie superior do limbo foliar, foi
delimitado com marcador permanente da marca Sharpie®. Foram feitos de quatro a seis
circulos de aproximadamente um centimetro de didametro em 24 folhas de cada espécie
de planta daninha nos quais foram depositados 70 pL da suspenséo de conidios (Figura
3C). Como testemunha seis folhas de cada espécie receberam 70 pL de agua destilada
esterilizada nos locais marcados do limbo foliar. As plantas de B. pilosa e de C.
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benghalensis ndo foram fixadas em isopor em virtude da arquitetura do dossel destas
espécies, procedendo-se apenas a assepsia e a marcacao das folhas (Figura 3D). Apos
a inoculagéo, as plantas foram mantidas em camara umida por 36 horas (Figura 3E)
para permitir a germinacéo dos conidios e formagdo dos apressorios.

Ao término da camara umida amostras de todas as plantas foram coletadas e
observadas em microscopia Optica para se confirmar a germinacédo dos conidios. Para
isso foi utilizada a técnica da “impressao da superficie de folhas” modificada, descrito
por Dhingra e Sinclair (1995). Uma gota de cola Super Bonder® foi depositada sobre
uma lamina e, em seguida, pressionada contra a superficie marcada da folha inoculada.
Apos a solidificacdo da cola, em média um minuto, a folha foi cuidadosamente removida
da lamina, a qual foi entdo corada com safranina para observacdo em microscépio
Optico na magnificacdo de 400 x. Na sequéncia, as plantas foram transferidas para casa
de vegetacédo, onde foram mantidas até a sua senescéncia (Figura 3F).

Para confirmar a viabilidade da suspensdo de conidios, no momento da
inoculagdo das plantas, uma placa de poliestireno foi introduzida dentro da camara
Uumida com 70 pL da suspensao usada para a inoculacdo. Apés 36 h depositou-se uma
gota de lactoglicerol na area demarcada e, com o auxilio do microscopio Optico na
magnitude de 400 x, foi feita a contagem de conidios germinados e ndo germinados.
Também foi estimada, em uma amostra de 100 conidios por placa, a porcentagem de

formacgé&o de apressorios.
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Figura 3 — Inoculacdo de Colletotrichum acutatum em plantas daninhas: (A) parte aérea das plantas de
Brachiaria decumbens fixadas em isopor; (B) desinfestacdo superficial das folhas de Panicum
maximum com alcool 70% e hipoclorito de sddio a 0,5%; (C) areas do limbo foliar de Panicum
maximum marcadas e inoculadas com 70 pL da suspensdo de conidios; (D) folhas de
Commelina benghalensis marcadas e inoculadas, sem a necessidade de fixagdo em isopor;
(E) cAmara umida aplicada as folhas inoculadas e (F) plantas daninhas mantidas em casa de
vegetagdo apoés a inoculagdo

2.4.3 Preparo da solucéao de extrato floral

Para se obter o extrato floral destinado a inducdo da germinacdo dos
apressorios, amostras frescas de botbes florais de plantas de laranjas doce
assintomaticas foram utilizadas. As flores foram fracionadas em 1,23 g de pétalas, 0,12
g de pdlen e 0,97 g de tecido do gineceu, sendo cada fracdo adicionada em 10 mL de
agua destilada autoclavada e agitada por dez minutos (SPOSITO, informacg&o pessoal).
Em seguida, as suspensodes resultantes foram misturadas em um unico Becker e filtrada
em membrana milipore 0,22 pum. Logo apds esse procedimento, a suspensdo foi

armazenada em tubos tipo Epperdorf® e preservada a -20°C até o momento do uso.
2.4.4 Isolamento de Colletotrichum acutatum das folhas inoculadas

Os isolamentos de C. acutatum das folhas inoculadas iniciaram-se 30 dias apos
as inoculacdes. Para isso, uma folha por planta, de cada espécie de planta daninha, foi
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coletada e desinfestada superficialmente pela imersdo em alcool 70% por um minuto,
seguido por hipoclorito de sodio (0,5%) por um minuto e finalmente por agua destilada
por 30 segundos (Figura 4a). Apds a secagem das folhas em papel de filtro, estas
foram transferidas para placas de Petri, onde receberam 70 pL de extrato floral de citros
sobre as marcacbes, para estimular a germinacdo dos apressorios que ali
permaneceram aderidos (Figura 4b), sendo entdo incubadas por 24 horas a 23°C, com
fotoperiodo de 12 h. ApOs esse periodo, com o auxilio de um bisturi, as areas
demarcadas das folhas foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? e
transferidos para placas de poliestireno (de quatro a oito fragmentos/placa) contendo
meio de Martin (Figura 4c). Apds o surgimento das primeiras colonias de C. acutatum
(Figura 4d), discos de quatro milimetros de diametro foram transferidos para meio BDA
(Figura 4e) para a obtencédo de colonias puras (Figura 4f). Na sequéncia, o fungo foi
preservado em papel de filtro (como descrito anteriormente), para posterior utilizacao

nos testes de patogenicidade.

2.4.5 Testes de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado em plantas de laranja doce de trés anos
de idade, mantidas em vasos de cinco litros. Um isolado de C. acutatum obtido de cada
espécie de planta daninha em cada amostragem foi repicado para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA. Sete dias ap0s a repicagem, quando a colbénia
apresentava esporos em abundancia, foi preparada uma suspensao de conidios, como
descrita anteriormente. Em seguida cada suspensado de conidios foi aplicada, com o
auxilio de um atomizador nas flores de citros. As plantas foram mantidas em camara
umida por 24 horas a 23°C, de maneira semelhante a inoculacao das plantas daninhas.
Apoés esse periodo as flores foram avaliadas diariamente até o aparecimento dos

primeiros sintomas.
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Figura 4 — Metodologia para isolamento de Colletotrichum acutatum de plantas daninhas: (A)
desinfestacdo superficial das folhas; (B) adicdo de 70 puL de extrato floral de citros sobre as
areas demarcadas onde realizou-se a inoculagéo; (C) fragmentos de folha transferidas para
meio de cultura semi-seletivo; (D) colonia de C. acutatum em meio de Martin; (E)
transferéncia das col6nias para meio de cultura Batata-Dextrose-Agar e (F) colbnias puras

2.4.6 Anéalise estatistica

Os dados de porcentagem de isolamento de Colletotrichum acutatum em meio
de cultura (numero de fragcBes de folhas que originaram isolados de C. acutatum
dividido pelo namero total de fracdes de folha colocado em meio de Martin de cada
planta daninha em cada periodo de incubacdo) no primeiro experimento foram
comparados por analise ndo paramétrica, pelo teste de Kruskal-Wallis com 5% de
significancia, em razdo da falta de homogeneidade das variancias. J& no segundo
experimento, com a transformacdo 1/(proporcdo de isolamento)?, houve normalidade
dos dados e homogeneidade de variancias. Dessa forma realizou-se a comparacgao das
meédias de porcentagem de isolamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Em
ambos os casos utilizou-se o programa SAS 9.5°. Os dados foram analisados seguindo
tratamento fatorial, com 2 fatores: espécie daninha e tempo (meses a partir da

inoculacao).
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2.5 Resultados

2.5.1 Germinacdo de conidios de Colletotrichum acutatum em folhas de plantas

daninhas

Nos dois experimentos observou-se germinacdo de conidios e formacdo de
apressorios de C. acutatum na superficie de todas as folhas inoculadas, ap6s 36 horas

de camara umida (Figura 5).

Figura 5 — Formacao de apressorios (Ap) de Colletotrichum acutatum na superficie das folhas de plantas
daninhas: (A) Digitaria insularis, (B) Brachiaria plantaginea, (C) Cenchrus echinatus, (D)
Brachiaria decumbens, (E) Panicum maximum, (F) Bidens pilosa e (G) Commelina
benghalensis. Imagens obtidas de microscépio 6ptico no aumento de 400 x, apds coloracado
das folhas inoculadas com safranina

No primeiro experimento, as maiores porcentagens de germinacdo de conidios
(78% e 72%) foram observadas em folhas de B. plantaginea e P. maximum,

respectivamente, e as menores (3% e 26%) em folhas de B. pilosa e C. benghalensis.
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No segundo experimento, as maiores porcentagens de germinacédo de conidios (75%)
foram obtidas em folhas de P. maximum e B. decumbens e as menores (23% e 26%),
em folhas de C. echinatus e C. benghalensis (Tabela 1).

No primeiro experimento as maiores porcentagens de formacao de apressoérios
foram observadas em folhas de P. maximum (66%) e B. plantaginea (34%) e as
menores, em folhas de B. pilosa (2%) e C. echinatus (17%); no segundo experimento as
maiores porcentagens de formacdo de apressorios foram obtidas em folhas de B.
decumbens (61 %) e P. maximum (47%) e as menores em folhas de C. echinatus (7 %)
e C. benghalensis (21%) (Tabela 2).

Comparando-se as porcentagens de germinacdo de conidios e formacédo de
apressorio obtidas em folhas de P. maximum (72% e 66%, respectivamente) com as
obtidas em placas de poliestireno (2%), no experimento um, foi possivel observar uma
reducao de 97,2% na germinacao de conidios e 96,9% na formacao de apressorio. No
experimento dois, essa reducdo foi de 84% na germinacdo de conidios e 74,4% na

formacao de apressorio (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Germinacdo de conidios (%) de Colletotrichum acutatum em placas de poliestireno e na
superficie das folhas de diferentes plantas daninhas, 36 h apds a inoculagdo, observada nos
dois experimentos e calculo da porcentagem de reducdo da germinacdo nas placas em
relacdo as folhas inoculadas

(continua)
. Experimento 1 Experimento 2
Espécie
Placa % Placa %
vegetal o Folha . o Folha .
poliestireno Reducao poliestireno Reducao
Panicum
_ 2 72 97,2 12 75 84,0
maximum
Digitaria
_ _ 6 28 78,5 8 55 85,4
insularis
Cenchrus
. 16 65 75,3 8 23 65,2
echinatus
Commelina
6 26 76,9 6 26 76,9

benghalensis
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Tabela 1 — Germinacao de conidios (%) de Colletotrichum acutatum em placas de poliestireno e na
superficie das folhas de diferentes plantas daninhas, 36 h apés a inoculagdo, observada nos
dois experimentos e célculo da porcentagem de reducdo da germinacdo nas placas em
relacdo as folhas inoculadas

(concluséo)

. Experimento 1 Experimento 2
Espécie
Placa % Placa %
vegetal o Folha . o Folha .
poliestireno Reducao poliestireno Reducao
Brachiaria
. 20 78 75,0 2 34 94,1
plantaginea
Brachiaria
8 48 83,3 - 75 -
decumbens
Bidens
. - 3 - - 70 -
pilosa

Tabela 2 — Formacdo de apressorios (%) de Colletotrichum acutatum em placas de poliestireno e na
superficie das folhas de diferentes plantas daninhas, 36 h apés a inoculagdo, observada nos
dois experimentos e célculo da porcentagem de reducdo da germinacdo nas placas em
relagdo as folhas inoculadas

(continua)
. Experimento 1 Experimento 2
Espécie
Placa % Placa %
vegetal o Folha . o Folha .
poliestireno Reducao poliestireno Reducao
Panicum
. 2 66 96,9 12 a7 74,4
maximum
Digitaria
_ _ 6 20 70,0 6 42 85,7
insularis
Cenchrus
_ 8 17 52,9 4 7 42,0
echinatus
Commelina
. 4 21 80,9 4 21 80,9
benghalensis
Brachiaria
10 34 70,5 1 26 96,1

plantaginea
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Tabela 2 — Formacdo de apressorios (%) de Colletotrichum acutatum em placas de poliestireno e na
superficie das folhas de diferentes plantas daninhas, 36 h apds a inoculagdo, observada nos
dois experimentos e célculo da porcentagem de redugcdo da germinacdo nas placas em
relacdo as folhas inoculadas

(concluséo)

o Experimento 1 Experimento 2
Espécie
Placa % Placa %
vegetal o Folha . o Folha .
poliestireno Reducao poliestireno Reducao
Brachiaria
4 22 81,8 - 61 -
decumbens
Bidens
_ - 2 - - 37 -
pilosa

2.5.2 Isolamento de Colletotrichum acutatum das folhas inoculadas

N&o foram observados sintomas de qualquer natureza ou estruturas visiveis do
patdogeno na superficie das folhas inoculadas das plantas daninhas. No primeiro
experimento, 30 dias ap0ds a inoculacéo, C. acutatum foi isolado de 100% das amostras
de folhas de P. maximum, de 57% das amostras de B. decumbens e C. benghalensis,
de 50% das amostras de D. insularis e C. echinatus, de 42,8% das amostras de B.
plantaginea e de 40% das amostras de B. pilosa. Aos 60 dias a porcentagem de
recuperacao do patogeno foi de 100% para folhas de C. echinatus, de 87,5% para P.
maximum, de 85,7% para B. decumbens, de 71,4% para C. benghalensis e de 50%
para B. plantaginea. Noventa dias apds a inoculagdo, C. acutatum foi isolado de 100%
das amostras de folhas de P. maximum, de 83,3% de B. decumbens e de 60% de C.
benghalensis. No segundo experimento, as porcentagens de isolamento do fungo nas
plantas daninhas foram de 100% para folhas de B. pilosa e C. echinatus, de 87,5% para
B. decumbens, D. insularis e P. maximum, de 66,6% para B. plantaginea e de 62,5%
para C. benghalensis, 30 dias ap0s a inoculacdo. Apés 60 dias, as porcentagens foram
de 100% para folhas de P. maximum, D. insularis e C. benghalensis, de 87,5% para C.

echinatus, de 75% para B. decumbens e de 66,6% para B. plantaginea e B. pilosa. Aos
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noventa dias C. acutatum foi recuperado de 100% das amostras de B. decumbens
(Tabela 3).

Tabela 3 - Isolamento de Colletotrichum acutatum de folhas de plantas daninhas aos um, dois e trés
meses apos a inoculacdo

Espécie vegetal Experimento 1 Experimento 2
P 9 1°més 2°més 3°més 1° més 2°més 3°més
Panicum maximum 8/8* 7/8 2/2 7/8 6/6 -
Digitaria insularis 6/8 - - 718 4/4 -
Cenchrus echinatus 4/8 3/3 - 8/8 7/8 -
Commelina
_ a/7 517 2/5 5/8 Y -

benghalensis
Brachiaria

_ 3/7 3/7 - 4/6 2/3 -
plantaginea
Brachiaria

417 a/7 5/6 718 6/8 6/6

decumbens
Bidens pilosa 2/5 - - 5/5 2/3 -

*total de plantas que apresentaram colbnias de Colletotrichum acutatum em meio de cultura sobre o total
de plantas utilizadas nos experimentos.

Nos dois experimentos foram observadas diferengas significativas na
sobrevivéncia do patdégeno entre as diferentes plantas daninhas, porém ndo houve

diferencas entre os meses de incubac¢éo do fungo nas plantas (Tabela 4).



46

Tabela 4 — Porcentagem média de isolamento de Colletotrichum acutatum, nas diferentes espécies de
plantas daninhas, nos trés periodos de avaliacéo

L. Porcentagem de isolamento
Espécie vegetal

Experimento 1 Experimento 2

Panicum maximum 14,6 a** 35,0 a***
Brachiaria decumbens 12,8 a 18,0 bc
Commelina benghalensis 11,0 ab 10,0 ¢
Bidens pilosa 9,2 ab 13,2 bc
Digitaria insularis 7,3 ab 120 ¢
Brachiaria plantaginea 56 b 7,5 c
Cenchrus echinatus 42 b 25,8 ab

*dados transformados pela formula: 1/(propor¢éo de isolamento)2

**médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pela analise nao paramétrica de Kruskal-
Wallis (p< 0,05)

*»**médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia

Colletotrichum acutatum foi isolado de folhas de todas as plantas daninhas
analisadas, independentemente do tempo da inoculacdo (30, 60 ou 90 dias). No
primeiro experimento, C. acutatum foi isolado em maior porcentagem de fragmentos de
folnas de P. maximum e B. decubens (14,6% e 12,8%, respectivamente), diferindo
estatisticamente de B. plantaginea (5,6%) e C. echinatus (4,2%). No segundo
experimento, a maior porcentagem de isolamento foi obtida de folhas de P. maximum

(35%), diferindo estatisticamente das demais plantas, com excecado de C. echinatus.
2.5.3 Testes de patogenicidade
Todos os isolados obtidos, independentemente da espécie de planta daninha e

do tempo da inoculacdo, apresentaram sintomas tipicos de PFC em todas as flores

inoculadas, em ambos os experimentos (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Flores de citros com sintomas de podridéo floral apés inoculagdo com Colletotrichum acutatum
isolados no primeiro experimento das diferentes plantas daninhas e apés diferentes meses de
incubacéo: C. acutatum isolado de Commelina benghalensis apos 1 (A), 2 (B) e 3 (C) meses;
C. acutatum isolado de Panicum maximum apds 1 (D), 2 (E) e 3 (F) meses; C. acutatum
isolado de Brachiaria decumbens apoés 1 (G), 2 (H) e 3 (I) meses; C. acutatum isolado de
Cenchrus echinatus apés 1 (J) e 2 (K) meses; C. acutatum isolado de Brachiaria plantaginea
apos 1 (L) e 2 (M) meses; C. acutatum isolado de Digitaria insularis ap6s 1 més (N); C.
acutatum isolado de Bidens pilosa apés 1 més (O)
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Figura 7— Flores de citros com sintomas de podriddo floral apds inoculagdo com Colletotrichum acutatum
isolados no segundo experimento das diferentes plantas daninhas apds diferentes meses de
inoculacdo: C. acutatum isolado de Brachiaria decumbens apds 1 (A), 2 (B) e 3 (C) meses; C.
acutatum isolado de Digitaria insularis apés 1 (D) e 2 (E) meses; C. acutatum isolado de
Cenchrus echinatus ap6s 1 (F) e 2 (G) meses; C. acutatum isolado de Panicum maximum apds
1 (H) e 2 (I) meses; C. acutatum isolado de Brachiaria plantaginea apds 1 (J) e 2 (K) meses; C.
acutatum isolado de Bidens pilosa ap6s 1 (L) e 2 (M) meses; C. acutatum isolado de
Commelina benghalensis apés 1 (N) e 2 (O) meses
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2.6 Discussao

O fungo Colletotrichum acutatum é um patdgeno cosmopolita que possui uma
ampla gama de hospedeiros, sendo encontrado em plantas mono e dicotileddneas,
cultivadas e nao cultivadas, causando perdas significativas em varias culturas (PERES
et al., 2005). Este fungo foi reportado como o agente causal de doencas em 34 géneros
de plantas, pertencentes a 22 familias (SUTTON, 1992, citado por FREEMAN;
HOROWITZ; SHARON, 2001). Dentre as culturas citadas como hospedeiras
alternativas de espécies de Colletotrichum encontram-se as plantas daninhas. Estas,
além de competirem com as plantas cultivadas por nutrientes, tém grande importancia
como hospedeiras alternativas de diversos patégenos. Essa caracteristica é importante
principalmente para culturas anuais, pois as plantas daninhas presentes na area de
cultivo permitem a sobrevivéncia do patégeno na auséncia do hospedeiro principal.

Em culturas perenes plantas daninhas ndo sdo muito estudadas, uma vez que,
de modo geral, o patégeno pode sobreviver no proprio hospedeiro por longos periodos.
Mileo et al. (2007) detectaram o fungo Colletotrichum guaranicola, agente causal da
antracnose do guaranazeiro, em diferentes espécies de plantas daninhas. Estes
autores demonstraram que, em areas onde havia plantas daninhas infectadas, a
incidéncia da doenca era maior do que em areas sem a presenca de plantas daninhas.
Apesar de varios trabalhos demonstrarem a importancia de plantas daninhas como
fonte de in6culo primario e secundario para diversas culturas, para a cultura do citros
ainda ndo ha relatos da sobrevivéncia de C. acutatum, agente causal da PFC, em
plantas daninhas. De acordo com Peres et al. (2005), o papel de hospedeiros
alternativos no ciclo das doencas causadas pelo fungo C. acutatum ainda ndo é muito
claro.

Neste trabalho demonstrou-se que C. acutatum foi capaz de germinar e formar
apressorios na superficie de folhas de plantas daninhas, apés 36 horas de camara
Umida, em todas as espécies daninhas avaliadas. E sabido que a formacido de
apressorios é uma caracteristica do género Colletotrichum (JEFFRIES et al., 1990).
Agostini e Timmer (1994) e Zulfigar, Brlansky e Timmer (1996), quando inocularam

folhas de citros, também observaram a germinacdo de conidios e formacdo de
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apressorios. MacKenzie, Peres e Timmer (2010) relataram que isolados de C.
acutatum, geneticamente distintos, provenientes de outros hospedeiros, quando
inoculados em folhas de tangelo (Citrus reticulata x Citrus paradisi), germinaram e
produziram apressorios.

Neste trabalho foi observada uma grande reducdo na germinacdo dos conidios
nas placas de poliestireno, nos dois experimentos, em compara¢ao a germinacado nas
superficies das folhas das plantas daninhas. Isto deveu-se, provavelmente, ao fato dos
conidios da suspensdo permanecerem aglomerados pela mucilagem quando
depositados sobre o poliestireno (Apéndice A). A autoinibicdo de germinacdo de
conidios € um fendmeno comum entre as espécies de Colletotrichum. Bergstrom e
Nicholson (1999) observaram inibicdo de germinagdo de conidios de Colletotrichum
graminicola pela presenca da substancia micosporina-alanina encontrada na matriz
mucilaginosa. Dessa forma, € preciso cuidado ao examinar dados de germinacdo de
conidios “in vitro”, pois baixas porcentagens de germinacdo ndo indicam
necessariamente baixa viabilidade do fungo. N&o houve diferenca estatistica na
sobrevivéncia de C. acutatum ao longo do periodo examinado (30, 60 e 90 dias da
inoculacdo). Assumindo que a desinfestacdo superficial das folhas realizada
anteriormente ao isolamento matou os conidios e hifas, as colénias formadas, apos o
plagueamento das folhas desinfestadas em meio de cultura, podem ter sido produzidas
pelas hifas presentes no interior das células do hospedeiro ou por apressorios
presentes na superficie das folhas. Berrie e Burgess (2003) inocularam 35 espécies de
plantas daninhas, comumente encontradas em plantacées de morango, com o fungo C.
acutatum, agente causal da flor preta do morangueiro, e relataram que, apds um més, o
fungo sobreviveu em todas as plantas inoculadas. Agostini e Timmer (1994) e Zulfigar,
Brlansky e Timmer (1996), compararam, por meio de inoculacbes artificiais, a
sobrevivéncia de C. acutatum e C. gloeosporioides em folhas de citros. Apds avaliarem
as habilidades dos fungos de produzirem apressérios e a capacidade de formarem
colbnias apoés a assepsia, concluiram que a sobrevivéncia dos patégenos na superficie
das folhas se deu na forma de apressorio. No entanto, 0s autores ndo conseguiram
observar pegs de penetracdao. Os processos de infeccao e colonizacédo de C. acutatum,

agente causal da antracnose no morango, foram estudados em plantas de morango e
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de tomate, berinjela, pimenta e feijao, tidas como plantas ndo hospedeiras do patégeno,
por Horowitz, Freeman e Sharon (2002). Utilizando um isolado de C. acutatum
geneticamente modificado, expressando uma proteina de fluorescéncia (green
fluorescent protein-GFP), os autores observaram que ao contrario do que ocorreu em
morango (planta hospedeira), onde 0 apressorio serviu para a penetracdo direta e a
rapida colonizacdo dos tecidos vegetais, mostrando severos sintomas em poucos dias,
em plantas ndo hospedeiras, o fungo cresceu na superficie da folha, produziu
apressorio, mas ndo formou peg de penetracdo. A penetracdo, quando ocorreu, foi por
uma simples hifa e ficou restrita na camada subcuticular da folha, exibindo um
desenvolvimento quiescente e ndo apresentando sintoma. Recentemente, demonstrou-
se que um isolado de C. acutatum expressando a proteina de fluorescéncia foi incapaz
de penetrar a epiderme de folhas citricas e permaneceu como epifita por varios meses
quando as plantas foram mantidas sob temperatura de 27°C (Pereira e Tanaka,
comunicacao pessoal). Aparentemente C. acutatum, causador da PFC, ndo possui a
habilidade de sobreviver endofiticamente em folhas (WACULICZ-ANDRADE, 2009).
Esta autora estudou a variabilidade genética de fungos endofiticos, em plantas citricas
e em plantas de vegetacao espontanea presentes em pomares com relatos de PFC, e
constatou que todos os isolados obtidos pertenciam a espécie C. gloeosporioides.
Huang et al. (2009) estudaram a diversidade de espécies de fungos endofiticos,
presentes em trés espécies de arvores da familia Artemisia, e relataram que os
géneros Alternaria, Phomopsis, Xylaria e Colletotrichum foram os endofiticos
predominantes nas folhas. Dentre o género Colletotrichum foram encontrados nove
espécies, vivendo endofiticamente, mas nenhum isolado pertencia a espécie C.
acutatum. E provavel, portanto, que a sobrevivéncia nas plantas daninhas também
ocorra de maneira epifitica.

Os dados do isolamento indicam que o patdgeno permaneceu viavel por até trés
meses, em plantas daninhas das familias Poaceae (Brachiaria decumbens, Brachiaria
plantaginea, Digitaria insularis, Cenchrus echinatus, Panicum maximum), Asteraceae
(Bidens pilosa) e Commelinaceae (Commelina benghalensis), comumente encontradas
em pomares de laranja, porém sem apresentar sintoma. Dessas, a espécie P. maximum

foi a mais propicia a sobrevivéncia, ja que o patdgeno foi recuperado de todas as folhas
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inoculadas em um numero significativamente maior de fragmentos que nas demais
espécies. As plantas daninhas da familia Poaceae sdo monocotiledéneas, gramineas,
gue tém como caracteristicas em comum a capacidade de produzirem sementes em
grandes quantidades (LORENZI, 2006) e de infestarem culturas anuais e perenes, bem
como ambientes antropizados (MILEO et al., 2007). Essas caracteristicas favorecem a
disseminacdo e o estabelecimento dessas plantas em determinadas areas. Panicum
maximum é uma planta perene, com porte elevado, em forma de touceira, podendo
atingir até dois metros de altura. Suas folhas sdo longas e finas, com esparsa
pilosidade na superficie. Brachiaria decumbens também €& uma planta perene,
entouceirada, ereta e com altura variando de 30 a 100 cm de altura. Suas folhas séo
finas e longas, com densa pilosidade em toda a superficie. Brachiaria plantaginea é
uma planta anual, de 50 a 80 cm de altura, com folhas finas, desprovidas de tricomas.
Cenchrus echinatus € uma planta anual, herbacea, entouceirada, de 20 a 60 cm de
altura, com folhas lanceoladas, rigidas e sem tricomas. Uma de suas caracteristicas € a
producdo de sementes com cerdas rigidas. Digitaria insularis € uma planta perene,
entouceirada, com altura entre 50 a 100 cm. Suas folhas séo lanceoladas, ligeiramente
asperas e se encontram alternadas no colmo (LORENZI, 2006). A familia Asteraceae é
um dos maiores grupos dentro das angiospermas, apresentando grande variacdo
morfolégica (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2004). Bidens pilosa é uma planta
anual, ereta, de 40 a 120 cm de altura. Apresenta folhas pecioladas, compostas e
presenca de tricomas. Sua reproducdo € exclusivamente por sementes (LORENZI,
2006). A familia Commelinaceae € representada por plantas monocotiledéneas,
herbaceas e perenes (CEAPDESIGN 2011). Commelina benghalensis apresenta folhas
tenras e suculentas, com tricomas na superficie. Plantas desta espécie podem medir de
30 a 60 cm de altura, apresentando dois tipos de producdo de sementes: aérea e
subterranea (LORENZI, 2006).

Uma das caracteristicas das plantas daninhas € o r4pido crescimento da raiz
devido a competicdo com outras plantas por 4gua e nutrientes (BRIGHENTI; OLIVEIRA,
2011). O fato de o patdgeno ter sobrevivido por menos tempo em algumas espécies de
plantas daninhas e, dos experimentos terem sido conduzidos por até trés meses, foi

consequéncia da limitagdo do crescimento do sistema radicular imposta pelo tamanho
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dos vasos. Em curto periodo de tempo, as raizes das plantas cresceram e ocuparam
todos os espacos dos vasos, limitando seu desenvolvimento normal. Com isso, a parte
aérea das plantas senesceu em periodo de tempo mais curto do que provavelmente
ocorreria no campo.

No teste de patogenicidade em flores de citros, todos os isolados obtidos,
independentemente da espécie de planta daninha e do tempo da inoculacao,
apresentaram sintomas tipicos de PFC em todas as flores inoculadas. Freeman,
Horowitz e Sharon (2001) relataram que quando C. acutatum, causador da antracnose
do morango, foi inoculado em plantas ndo hospedeiras, essas ndo desenvolveram
sintomas de antracnose, porém, o fungo sobreviveu por trés meses nessas plantas.

Raid e Pennypacker (1987) inocularam 18 espécies de plantas daninhas com
Colletotrichum coccodes e observaram que 13 espécies apresentavam o fungo, mas
eram assintomaticas. Com esses resultados os autores confirmaram a hipotese de que
algumas plantas daninhas servem como hospedeiras alternativas de C. coccodes, ora
como fonte de indculo primério, quando da auséncia de plantas de tomate no campo,
ora como fonte de inéculo secundario, durante o ciclo da cultura. Berrie e Burgess
(2003) inocularam 35 espécies de plantas daninhas com o fungo C. acutatum e
relataram que o fungo causou sintomas em apenas sete espécies, embora estivesse
presente em todas as plantas daninhas inoculadas. Parikka e Lemmetty (2009)
inocularam 18 espécies de plantas daninhas com C. acutatum e relataram que a
presenca do fungo resultou em sintomas em apenas duas espécies, Plantago major e
Phacelia tanacetifolia. De acordo com Raid e Pennypacker (1987), a falta de sintomas
na maioria das espécies de plantas daninhas estudadas indica um menor nivel de
suscetibilidade destas plantas em relagcédo as plantas cultivadas. De acordo com Crouch
e Beirn (2009), espécies de Colletotrichum séo responsaveis por causarem doencas em
gramineas e cereais, afetando, pelo menos, 42 géneros de plantas pertencentes a
familia Poaceae. Essas espécies de Colletotrichum associadas as espécies de
gramineas apresentam conidios de aspecto falcado (CROUCH; BEIRN, 2009),
diferentemente de Colletotrichum acutatum, causador da PFC, que apresenta conidios
pequenos, com apice fusiforme (AGOSTINI; TIMMER; MITCHELL, 1992).
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A sobrevivéncia de C. acutatum, causador da PFC, em diferentes espécies de
plantas daninhas, demonstra que estas podem ser potenciais fontes de in6culo do
fungo em &reas com cultivo de laranja, garantindo a sobrevivéncia e a presenca do

patégeno na area.
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3 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que plantas daninhas, comumente
encontradas em pomares de citros no Estado de S&o Paulo, podem servir como
hospedeiras alternativas de Colletotrichum acutatum, resultando em fonte de inoculo

primario e secundario deste patégeno para a cultura do citros.
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Apéndice A - Teste de germinagdo de Colletotrichum acutatum, em placa de poliestireno, ap6s 36 horas
de camara umida: (A) conidios aglomerados e ndo germinados, observados no microscépio
Optico - aumento de 100 x e (B) conidios germinados e apressorios formados, observados

em microscépio 6ptico - aumento de 400 x
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APENDICE B - Colénias de Colletotrichum acutatum, isolados das diferentes plantas daninhas ap6s
diferentes meses de inoculagéo crescidos em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar: C.
acutatum isolado de Panicum maximum apés 1 (A), 2 (B) e 3 (C) meses; C. acutatum
isolado de Brachiaria decumbens apés 1 (D), 2 (E) e 3 (F) meses; C. acutatum isolado
de Commelina benghalensis apés 1 (G), 2 (H) e 3 (I) meses; C. acutatum isolado de
Digitaria insularis ap6s 1 (J) e 2 (K) meses; C. acutatum isolado de Cenchrus echinatus
apo6s 1 (L) e 2 (M) meses; C. acutatum isolado de Brachiaria plantaginea apés 1 (N) e 2
(O) meses; C. acutatum isolado de Bidens pilosa apds 1 (P) e 2 (Q) meses
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Apéndice C - Isolamentos de Colletotrichum acutatum em cada repeticdo nas sete espécies de
plantasdaninhas em diferentes meses ap0s a inoculacdo nos experimentosl (Expl) e 2

(Exp2)
(continua)
Isolamento*
Espécie vegetal Planta 1° més 2° més 3° més
Expl Exp2 Expl Exp2 Expl Exp2
1 + + + + S S
2 + + + S S S
3 + + - + S S
4 + - + + S S
Panicum maximum 5 + + + + + S
6 + + + + S S
7 + + + + S S
8 + + + S + S
testemunha - - - - - -
1 + + S + S S
2 + + S + S S
3 + + S S S S
4 + + S + S S
Digitaria insularis 5 - + S + S S
6 + + S S S S
7 - - S S S S
8 + + S S S S
testemunha - - S - S S
1 + + S + S S
2 + + S + S S
3 - + S + S S
4 - + S + S S
Cenchrus echinatus 5 + + S - S S
6 - + + + S S
7 + + + + S S
8 - + - + S s
testemunha - - - - S S
1 - + - S - S
2 - + - S + S
3 + + + + + S
: 4 + - + S + S
Commellna_l 5 + + + _ s s
benghalensis 6 + i + s i S
7 - + + + S S
8 - + S
testemunha - - - - - S
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Apéndice C — Resultado dos isolamentos de Colletotrichum acutatum nas sete espécies de plantas
daninhas em diferentes meses apdés a inoculagao

(conclusao)

Isolamento*
Espécie vegetal Planta 1° més 2° més 3° més
Exp 1 Exp 2 Exp 1l Exp 2 Exp 1 Exp 2
1 - - - S S S
2 - + + S S S
3 + + + + S S
o 4 - S + S S S
Brachlgrla 5 ) s ) s s s
plantaginea 6 + + S . s s
7 + + - + S S
8 - s S
testemunha - - - - S S
1 + - + + + S
2 + + + + + +
3 - + + - - S
o 4 - + - + + +
Brachiaria 5 + + + + s +
decumbens 6 i + + + + +
7 + + + - + +
8 + + +
testemunha - - - - - -
1 - + S S S S
2 - + S S S S
. . 3 + + S + S S
Bidens pilosa 4 i + S i s s
5 + + S + S S
testemunha - - S - S S

* + presenca e isolamento de Colletotrichum acutatum, - auséncia de C. acutatum, s folhas secas.
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Apéndice D — Valores de significaAncia obtidos na andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis para as
diferentes espécies de plantas daninhas no primeiro experimento

Espécie Bidens Brachiaria Brachiaria Cenchrus Commelina Digitaria Panicum
vegetal pilosa decumbens plantaginea echinatus benghalensis insularis maximum
Bidens
pilosa - 0,405"™ 0,422 0,218 0,664 " 0,686"™  0,275™
Brachiaria
decumbens - - 0,035* 0,029* 0,521" 0,136™  0,585"
Brachiaria
plantaginea - - - 0,806 " 0,141" 0,782" 0,011*
Cenchrus
echinatus - - - - 0,083" 0,633™  0,009*
Commelina

benghalensis

0,365™  0,265™

Digitaria

insularis

- - - - - - 0,067 "™

*valores de p significativos a 5% de probabilidade.
" valores de p n&o significativos a 5% de probabilidade.



