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RESUMO

Antracnose do abacateiro: danos pds-colheita, caracterizacdo do agente causal,
guantificacdo de parametros da pré-penetracao e monociclicos e controle quimico

O Brasil € um dos principais paises produtores de abacate. A competitividade do pais no
comércio internacional desta fruta demanda a minimizacdo de danos pos-colheita,
especialmente os causados pela antracnose. Este trabalho objetivou: (i) identificar e
quantificar os danos pos-colheita em abacates ‘Fuerte’ e “‘Hass’; (ii) identificar e caracterizar
isolados de Colletotrichum do abacateiro, comparando-os com isolados de outras frutiferas;
(iii) avaliar o efeito de temperatura e periodo de molhamento sobre a germinacgdo de conidios
e formacdo de apressdrios, bem como, sobre a infeccdo e colonizacdo de Colletotrichum
gloeosporioides em abacates; (iv) avaliar o efeito de fungicidas e sanitizantes no controle da
antracnose do abacateiro em pds-colheita. As incidéncias da antracnose e de outros danos pés-
colheita foram avaliadas periodicamente em abacates amostrados em trés etapas do
beneficiamento em packinghouse e revelaram que a antracnose foi a principal doenca pds-
colheita, com incidéncias média de 45,7% para o abacate ‘Fuerte’ e 68,7% para ‘Hass’.
Identificacdo, caracterizacdo e andlise comparativa foram realizadas para 93 isolados obtidos
de abacate, manga, maracuja e péssego, por meio do aspecto da col6nia e taxa de crescimento
em diferentes temperaturas, formato e dimensdes dos conidios, analise molecular (PCR com
oligonucleotideos espécie-especificos e analise de sequéncias de nucleotideos das regides ITS
¢ B-tubulina), patogenicidade e atividade enzimatica (amilase, catalase, celulase, lacase,
lipase, pectinase e proteinase). Todos os isolados de abacate e manga, e alguns isolados de
péssego e maracuja foram identificados como C. gloeosporioides. As espécies C. acutatum e
C. boninense foram detectadas em péssego e maracuja, respectivamente. A analise
filogenética associada a algumas caracteristicas morfo-culturais permitiu a separacdo das
espécies e revelou diferencas intra-especificas entre os isolados de C. gloeosporioides, de
acordo com o hospedeiro de origem. Os isolados de manga compuseram um grupo distinto
dentro da espécie. Entretanto, independente do hospedeiro de origem, as trés espécies de
Colletotrichum promoveram infecc¢Ges cruzadas nos quatro hospedeiros avaliados, indicando
a auséncia de especificidade patogénica. Para todas as caracteristicas avaliadas houve alta
variabilidade entre os isolados. Germinacdo de esporos e formagdo de apressorios de C.
gloeosporioides sobre abacates ‘Fuerte’ incubados a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C com
periodo de molhamento de 3, 6, 12, 24h revelou que o fungo pode explorar ampla faixa de
temperatura, germinando e formando apressorios entre 10 e 35°C, com temperatura 6tima de
23,4°C e 24,0°C, respectivamente. Aumento no periodo de molhamento promoveu maiores
percentagens de esporos germinados e formacdo de apressorios. Os efeitos da temperatura
(10, 15, 20, 25, 30°C) e periodos de molhamento (6, 12, 24h) na infeccdo e colonizacdo por
esta espécie foram avaliados em frutos de ‘Hass’ e ‘Fuerte’, inoculados com ferimento.
Exceto a 10°C, houve manifestacdo de sintomas em todas as temperaturas, com maiores
lesGes e taxas de progresso da doenca a 30°C. Para controle das doencas testou-se tratamento
dos frutos por imersdo em calda contendo azoxistrobina, cloreto de benzalcdnio, dioxido de
cloro, Ecolife®, hipoclorito de sédio, imazalil, procloraz e tiabendazol. Dentre esses, procloraz
e imazalil foram os mais eficientes.

Palavras-chaves: Colletotrichum gloeosporioides; Colletotrichum acutatum; Colletotrichum
boninense; Pés-colheita; Abacate; Manga; Maracuja; Péssego
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ABSTRACT

Avocado anthracnose: post-harvest damages, characterization of the causal agent,
guantification of prepenetration and monocyclic parameters and chemical control.

Brazil is one of the most important avocado producers in the world. However, to
compete in the international avocado business it is necessary reduction of post-harvest
damages, especially those caused by anthracnose. This work had the following objectives: (i)
to identify and to quantify post-harvest damages in ‘Fuerte’ and ‘Hass’ avocados; (ii) to
identify and to characterize the avocado isolates of Colletotrichum, comparing them with
other fruit isolates; (iii) to evaluate the effect of temperature and wetness period in the conidia
germination and appressoria formation, as well as in the infection and colonization of
Colletotrichum gloeosporioides in avocado; (iv) to evaluate the post-harvest control of
anthracnose in avocado using fungicides and sanitizers. Both the anthracnose incidence and
other post-harvest damages were evaluated periodically using avocado samples collected at
three steps in the packinghouse. It was revealed that anthracnose was the major factor of
post-harvest damages, with average incidence of 45.7% in ’Fuerte’ and 68.7% in ’Hass’.
Identification, characterization and comparative analyses were performed with 93 isolates
from avocado, mango, passion fruit and peach according to the colony aspect and growth rate
in different temperatures, conidia shape and size, molecular analyses (species-specific PCR
and sequencing of ITS and B-tubulin genes), pathogenicity and enzymatic activity (amylase,
catalase, cellulase, laccase, lipase, pectinase and proteinase). All of the avocado and mango
isolates and some isolates from peach and passion fruit were identified as C. gloeosporioides.
The species C. acutatum and C. boninense also were indentified in peach and passion fruit,
respectively. Phylogenetic analyses performed with some morphological data allowed species
differentiation and revealed intra-specific differences between C. gloeosporioies according to
the original host. Mango isolates were grouped together into the C. gloesporioides clade.
However, independently of the original host, these three Colletotrichum species showed to
cross-infect the four evaluated hosts, suggesting lack of pathogenical specificity. There was
high variability for all evaluated characteristic. For C. gloeosporioides, spores germination
and appressoria formation on the surface of ‘Fuerte’ avocado incubated under 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 and 40 °C and wetness periods of 3, 6, 12 and 24 hours showed that this fungus
could explore a wide range of temperature. Germination and appressoria formation were
observed between 10 and 35 °C, with optimal temperatures of 23.4 and 24.0 °C, respectively.
Both the germination and appressoria formation were higher with the increase in the wetness
period. The effect of temperature (10, 15, 20, 25, 30 °C) and the wetness period (6, 12, 24h)
were evaluated on the infection and colonization of C. gloeosporioides in *Fuerte’ and "Hass’
avocado, which were wound-inoculated. Except at 10 °C, all tested temperatures led to
symptoms expression. The highest disease progress rate and lesion diameter were verified at
30 °C. Fruit immersion on fungicides solution was tested to control post-harvest diseases
using azoxystrobin, benzalkonium chloride, chlorine dioxide, Ecolife, sodium hypochloride,
imazalil, procloraz and thiabendazol. Among these fungicides, prochloraz and imazalil were
the most efficient in controlling post-harvest diseases in avocado.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides; Colletotrichum acutatum; Colletotrichum
boninense; Post-harvest; Avocado; Mango; Passion fruit; Peach
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inoculacéo de um isolado de Colletotrichum gloeosporioides em abacate ‘Hass’
em funcdo da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela equacgéo
Z=((0,274028)*((T-(9,9999))"(1,60253))*(((34,6397)-T)"(0,532106)))*
((0,511157)*(1-(0,262566)*EXP(-(0,924801)*M))) onde Z é o diametro das
lesbes, T é a temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (h). Circulos
pretos representam dados do primeiro experimento e brancos representam
dados do SeguNdO EXPEITMENTO. .....c.cuiiiirieriiiie et
Superficie de resposta da taxa de progresso das lesbes promovidas por
Colletotrichum gloeosporioides em abacate ‘Fuerte’ em fungédo da temperatura
e do periodo de molhamento, descrita pela equacdo Z=((0,54293)*((T-
(9,99943))"(1,19829))*(((35,262)-T)"(0,357384)))*((0,20823)*(1-(0,02623) *
EXP(-(0,899807)*M))) onde Z é a taxa de progresso da lesdo, T é a
temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (h). Circulos pretos
representam dados do primeiro experimento e brancos representam dados do
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(9,99926))\(1,23527))*(((34,7453)-T)"(0,371775)))*((0,29973)*(1-(0,38769)
*EXP(-(1,59277)*M))) onde Z é a taxa de progresso da lesdo, T é a
temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (h). Circulos pretos
representam dados do primeiro experimento e brancos representam dados do
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1 INTRODUCAO

O abacate é amplamente consumido em todo mundo, sendo produzido em quase todas
as regides tropicais e subtropicais (TEIXEIRA, 1991). O Brasil é um dos maiores produtores
desta fruta e Sdo Paulo é o principal Estado produtor do pais (FAO, 2011; IBGE, 2010).

As variedades preferidas para consumo no Brasil possuem frutos de tamanho grande e
baixo teor de dleo. Para exportacdo, as principais variedades sdo ‘Hass’ e ‘Fuerte’, conhecidas
popularmente como ‘avocado’, de tamanho pequeno e alto teor de 6leo, que, em menor
escala, também sdo consumidas no pais (FRANCISCO; BAPTISTELLA, 2005).

A demanda por abacates no mercado externo tem crescido devido aos avancos nas
tecnologias de pos-colheita, reducdes de barreiras comerciais, elevacdo no consumo baseado
na divulgacdo dos seus beneficios a saude, entre outros motivos (EVANS; NALAMPANG,
2006; FNP, 2008). Desta forma, existe um grande potencial a ser explorado pelo Brasil para a
exportacdo desta fruta. Para isso, hd necessidade de investimentos, visando minimizar 0s
danos pds-colheita, que representam um fator limitante a exportacdo. Esses danos podem ser
de natureza fisica, fisiologica e patoldgica e se expressam desde a colheita até seu uso pelo
consumidor (SNOWDON, 1990; KLUGE et al., 2001; MARTINS et al., 2006).

Entre os danos pos-colheita de natureza patologica, destacam-se aqueles causados pela
antracnose, que ocorre em todos 0s paises produtores de abacate, sendo considerada uma das
mais importantes doencas da cultura (PRUSKY; KEEN; EAKS, 1983; PEGG et al., 2002;
AVILA-QUEZADA; SILVA-ROJAS; TELIZ-ORTIZ, 2007). A antracnose afeta
principalmente os frutos, com sintomas iniciando-se por pontuacfes de coloragdo escura e
formato circular, que evoluem atingindo parte do fruto ou necrosando-o completamente,
tornando-os improprios para a comercializagdo (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO,
2005).

As Unicas informacdes sobre a incidéncia da antracnose do abacateiro em p6s-colheita
no Brasil sdo reportadas por Silveira et al. (2001), que avaliaram abacates oriundos do
mercado varejista de Recife, Pernambuco e constataram que 38,5% destes apresentaram
doencas fungicas, das quais 41,5% corresponderam a antracnose.

Embora apenas C. gloeosporioides seja citado como agente causal da antracnose do
abacate no pais (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005), as espécies C. acutatum
(AVILA-QUEZADA; SILVA-ROJAS; TELIZ-ORTIZ, 2007) e C. boninense (SILVA-
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ROJAS; AVILA-QUEZADA, 2011) também sdo relatadas associadas a esta doenca no
México.

Algumas espécies do género, tais como C. acutatum e C. gloeosporioides, possuem
centenas de hospedeiros e sd&o comuns relatos de infecgbes cruzada (ALAHAKOON;
BROWN; SREENIVASAPRASAD, 1994; BERNSTEIN et al., 1995; PERES et al., 2002).
Esse fato, aliado as diferencas de ordem patogénica e fisiolégica entre espécies de
Colletotrichum dificulta o controle da antracnose (VINNERE, 2004). Desta forma, é
importante conhecer quais espécies ocorrem, quais predominam, qual a variabilidade intra e
interespecifica e qual o nivel de especificidade ao hospedeiro do patégeno.

O estudo da influéncia de fatores ambientais sobre o patdgeno e sobre a doenca
também é importante para subsidiar procedimentos de manejo da doenca, tanto no campo
como em poés-colheita. Em condicdes de campo essas informacdes sdo valiosas no
desenvolvimento de sistemas de previsdo de doencas e podem contribuir para direcionar agdes
de controle (SOARES, 2008). Na pos-colheita, os conhecimentos dos fatores ambientais que
favorecem a patogénese s@o importantes para subsidiar procedimentos operacionais durante o
processamento, transporte e comércio da fruta. Embora alguns trabalhos tenham sido
realizados em outros paises visando determinar o efeito da temperatura sobre a antracnose do
abacateiro (FITZELL; MUIRHEAD, 1983; HOPKIRK et al. 1994), ndo ha estudos similares
realizados no Brasil.

De modo semelhante, existem poucos estudos que tiveram como objetivo avaliar o
efeito de produtos no controle quimico da antracnose em pds-colheita no pais, ainda que
alguns autores recomendem a adocdo deste tratamento devido a freqliente ineficacia do
controle desta doenca verificada em condi¢des de campo (BLEINROTH; CASTRO, 1992;
COATES et al., 2001).

Diante da necessidade de maiores informacgdes sobre a antracnose do abacateiro no
Brasil, este trabalho objetivou: (i) identificar e quantificar os danos pos-colheita em abacates
‘Fuerte’ e ‘Hass’ oriundos de packinghouse; (ii) caracterizar, identificar isolados de
Colletotrichum do abacateiro e compara-los com isolados obtidos de manga, maracuja e
péssego; (iii) avaliar o efeito de temperatura e periodo de molhamento sobre eventos da preé-
penetracdo, infeccdo e colonizagdo de Colletotrichum gloeosporioides em abacates; (iv)

avaliar o efeito de fungicidas e sanitizantes no controle da antracnose em pés-colheita.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisdo bibliografica

2.1.1 Importéncia da abacaticultura

O abacateiro é uma frutifera tropical originaria do continente americano, tendo o
México e a Guatemala como centros de diversidade (DONADIO, 1995). De acordo com a
classificacdo proposta por Williams (1976), o abacateiro comercial pertence a Familia
Lauraceae, género Persea, sendo representado por duas espécies que caracterizam trés racas, a
mexicana (P. americana var. drymifolia), a antilhana (P. americana var. americana) e a
guatemalense (P. nubigena var. guatemalensis).

O consumo mundial do abacate ocorre em praticamente todos os paises, tanto na
forma in natura como na industrializada, sendo motivado por suas étimas caracteristicas
nutricionais (KOLLER, 2002; EVANS; NALAMPANG, 2006; DANIELI, 2006). Esta fruta é
rica em vitaminas A, C, E e do complexo B e possui alto teor de proteinas, fibras e de gordura
monoinsaturada, eficaz na reducdo do colesterol total, LDL colesterol (maléfico a salde) e
triacilglicerdis e no aumento do HDL colesterol (benéfico a saide) (NAVEH et al., 2002;
SALGADO, 2005; SALGADO; BIN; CORNELIO, 2005). Por conta de suas qualidades, o
abacate € bastante valorizado em alguns mercados, como nos Estados Unidos e Europa, onde
é considerada uma fruta nobre (LEITE; GARCIA, 1992).

No Brasil as variedades mais importantes visando o atendimento ao mercado interno
sdo caracterizadas pelos frutos grandes, com baixo teor de Oleo, preferidos pelos
consumidores brasileiros, que utilizam esta fruta especialmente no preparo de pratos doces.
Entre essas estdo Simmonds, Barbieri, Collinson, Quintal, Fortuna, Breda, Reis, Solano,
Imperador, Ouro Verde e Campinas (DAIUTO; VIEITES, 2008).

Quando o objetivo é produzir frutas para a exportacdo, as variedades mais importantes
sdo aquelas que possuem frutos de tamanho pequeno e alto teor de 6leo, caracteristicas que
atendem ao padrdo de consumo da maioria dos paises, onde sdo utilizados no preparo de
pratos salgados e para a fabricacdo do “guacamole”. Entre essas, destacam-se ‘Hass’ e
‘Fuerte’, que também sdo comercializadas no mercado interno sob a denominagéo “Avocado”
e por serem diferenciadas tém sido mais valorizadas (FRANCISCO; BAPTISTELLA, 2005).

Além da importancia alimentar, hd um grande potencial de exploracdo comercial do
abacateiro para a producdo de 6leo, o qual atualmente é demandado principalmente por
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indUstrias farmacéuticas e de cosméticos (TANGO; TURATTI, 1992; BORGES; MELLO,
2011). O ¢6leo do abacate possui caracteristicas adequadas para uso na alimentacao, fabricacao
de cosméticos e producdo de biocombustiveis, podendo render até 2,2 toneladas de 6leo por
hectare, nimeros superiores aos obtidos com outras oleaginosas, como a soja € amendoim
(CANTO; SANTOS; TRAVAGLINI, 1980; TANGO; TURATTI, 1992; KOLLER, 2002;
TAKAHASHI; ORTEGA, 2010).

A evolucdo desta cultura no cenario mundial tem sido intensa nos ultimos anos. De
acordo com a FAO (2011) em 2009 a producdo mundial de abacates foi de 3,85 milhdes de
toneladas, ocupando uma érea de 436 mil hectares. Os maiores produtores foram México,
Indonésia, Estados Unidos, Colémbia, Chile e Brasil. Dados da mesma instituicdo
demonstram que apenas no periodo compreendido entre 1999 a 2009 a producdo de abacates
cresceu 54% enquanto a area plantada aumentou aproximadamente 38%, embora a producédo
desta fruta no Brasil ndo tenha acompanhado o ritmo mundial.

Segundo Evans e Nalampang (2006), o crescimento na produ¢do mundial de abacates
esta relacionado a varios fatores, entre 0s quais aos avangos nas tecnologias pds-colheita e no
sistema de transporte maritimo, reducdes continuas de barreiras comerciais e forte consumo
motivado pela melhor divulgacao de suas qualidades nutricionais.

No Brasil, a abacaticultura teve grande desenvolvimento a partir da década de 1970
devido aos incentivos fiscais concedidos pelo Governo Federal dentro do programa de
reflorestamento do Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF), que financiou
pomares com caracteristicas comerciais a partir de mudas enxertadas (CAMPQOS, 1984). A
producdo nacional de abacates em 2009 foi de 139 mil toneladas, cultivados em uma area de
8,4 mil hectares (FAO, 2011).

O Estado de S&o Paulo é o principal produtor do Brasil €, em 2009, produziu 74,2 mil
toneladas de abacates, em 3,2 mil hectares (IBGE, 2011). Neste Estado, o abacateiro €
cultivado em praticamente todos os municipios, concentrando-se em pequenas ou médias
propriedades, com area entre 10 e 100 ha, que utilizam predominantemente mdo de obra
permanente (FRANCISCO; BAPTISTELLA, 2005). De acordo com Donadio (1995) alguns
pomares localizados no municipio paulista de Bauru, cuja producdo é voltada para a
exportagdo, chegam a produzir anualmente 15 toneladas de frutos por hectare, o que indica
um bom nivel tecnolégico adotado nesta regido.

O crescimento no consumo desta fruta no mercado internacional, aliado ao alto valor

dos frutos de algumas variedades, a exemplo de ‘Hass’ e ‘Fuerte’ e as condigdes edafo-
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climaticas adequadas ao cultivo de abacateiros, revelam que esta cultura pode ser mais bem
explorada para fins de exportacdo no Brasil. Entretanto, para a competitividade do pais neste
segmento, sdo necessarios estudos e investimentos que visem assegurar a qualidade dos frutos
exigida por este mercado, os quais devem ser livres de defeitos que depreciam sua qualidade,
como os resultantes de ataques de patdégenos e pragas ou injarias (DONADIO, 1995).

2.1.2 Aspectos gerais da antracnose

Durante as etapas de colheita até o consumo a fruta esta propensa a diversos danos
pos-colheita (reducdo na qualidade ou quantidade) de natureza fisica, fisiologica ou
patolégica (SNOWDON, 1990; KLUGE et al., 2001; MARTINS et al., 2006).

Os danos de natureza patoldgica em abacate podem ser ocasionados por Varios
microorganismos, tais como Alternaria spp., Colletotrichum spp., Dothiorella gregaria,
Fusarium spp., Fusicoccum spp., Hersonia sp., Lasiodiplodia theobromae, Pestalotiopsis
versicolor, Phomopsis spp. e Rhizopus nigricans (PEGG et al., 2002). Dentre estes, destacam-
se os fungos do género Colletotrichum, responsaveis pela antracnose, doenga amplamente
disseminada por todas as regiGes produtoras de abacate, de dificil controle e que pode
ocasionar elevados danos na cultura (PRUSKY; KEEN; EAKS, 1983; PEGG et al., 2002;
AVILA-QUEZADA; SILVA-ROJAS; TELIZ-ORTIZ, 2007).

Todas as variedades de abacate sdo suscetiveis a antracnose, em especial ‘Fuerte’
(KOTZE, 1978).

A antracnose afeta todos os 6rgdos aéreos do abacateiro. Nas folhas ocorrem lesbes
angulares de cor marrom a preta, nos ramos ocorrem necroses escuras e seca e nas flores
ocorre seca e abscisdo das mesmas. Os danos mais severos, entretanto, ocorrem nos frutos,
cujos sintomas iniciam-se na casca como pontuacdes de coloracdo marrom a preta, com
formato circular, que aumentam de tamanho, podendo necrosa-los completamente (PEGG et
al., 2002; PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005).

Os frutos podem ser infectados no pomar em qualquer estagio de desenvolvimento,
porém, devido a ocorréncia de infecgdes latentes, os sintomas geralmente se manifestam ap6s
a colheita (BINYAMINI; SCHIFFMANN-NADEL, 1972). Desta forma, os prejuizos podem
ser ainda maiores, pois 0s sintomas podem ocorrer somente ap6s o transporte, beneficiamento
e armazenamento, quando os frutos possuem maior valor agregado.

A importancia desta doenca em pos-colheita tem sido demonstrada em varios paises.
No Brasil, Silveira et al. (2001) constataram que 38,5% dos abacates obtidos do mercado
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varejista de Recife, Pernambuco, apresentaram podriddes, das quais 41,5% corresponderam a
antracnose. Na Africa do Sul, Bezuidenhout e Kuschke (1983) observaram uma incidéncia
superior a 44% de abacates com podriddes, sendo que 66% destas foram ocasionadas pela
antracnose. Na Australia, Willingham et al. (2006) constatou mais de 90% de abacates com
antracnose quando estes foram cultivados sob condicfes favoraveis a doenga, enquanto
Ledger et al. (1993) demonstraram que 41% dos frutos apresentaram podridées em niveis
inaceitaveis, sendo 25% destas decorrentes da antracnose. Assim como foi constatado nesses
paises, no México os danos ocasionados pela antracnose tém aumentado ano apds ano,
limitado severamente a producdo do abacate no pais (SILVA-ROJAS; AVILA-QUEZADA,
2011).

A espécie C. gloeosporioides é citada como sendo a Unica responsavel pela antracnose
do abacateiro no Brasil (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005). Além desta espécie,
também existem relatos de C. acutatum e de C. boninense causando antracnose em abacates
no México (AVILA-QUEZADA; SILVA-ROJAS; TELIZ-ORTIZ, 2007; SILVA-ROJAS;
AVILA-QUEZADA, 2011).

A exemplo do que ocorre com o abacateiro, em alguns paises a associacdo de mais de
uma espécie de Colletotrichum causando antracnose também é relatada em manga e péssego,
hospedeiros tanto de C. gloeosporioides como de C. acutatum (FITZELL, 1979; MILLS;
SREENIVASAPRASAD; BROWN, 1992; PLOETZ, 1994; BERNSTEIN et al., 1995;
ADASKAVEG; HARTIN, 1997; AFANADOR KAFURI et al., 2003) e em maracuja,
hospedeiro destas duas espécies e de C. boninense (GUERBER; LIU; CORRELL, 2003;
ALMEIDA; COELHO, 2007; TOZZE JUNIOR et al., 2010).

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum parasitando um mesmo
hospedeiro pode dificultar o controle da antracnose, tornando-a uma doenca ainda mais
importante. Este fato se deve ao comportamento diferenciado entre espécies, como ja foi
verificado para a antracnose do pimentdo no Brasil, doenca causada por C. acutatum, C.
boninense, C. capsici, C. coccodes e C. gloeosporioides, as quais apresentam sensibilidade
diferenciada aos fungicidas azoxistrobina, carbendazim, tiabendazol e tebuconazol (TOZZE
JUNIOR, 2007).

Outro fator que dificulta o controle da antracnose é a auséncia de especificidade ao
hospedeiro, de forma que muitas espécies de plantas, incluindo vérias frutiferas tropicais,

atuam como fontes de indculo, aumentando o risco de danos ocasionados pela antracnose
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quando esses hospedeiros sdo cultivados préoximos (ALLEN, 1995; FREEMAN; KATAN;
SHABI, 1998; PERES et al. 2002). Este risco é ainda maior no caso da associacao de culturas,
sistema em que ha utilizacdo simultdnea do solo com duas ou mais culturas e que tem sido
recomendado para o abacateiro, que pode ser associado a maracujazeiros e outras frutiferas
(KOLLER, 2002).

A falta de especificidade patogénica em fungos do género Colletotrichum foi
demonstrada em varios trabalhos por meio de inoculagdes artificiais (ALAHAKOON;
BROWN; SREENIVASAPRASAD, 1994; BERNSTEIN et al., 1995; PERES et al., 2002,
SANDERS; KORSTEN, 2003b). Porém, existe a necessidade de estudos para confirmar quais
espécies de plantas efetivamente sdo hospedeiras dos fungos causadores na antracnose do
abacateiro, pois alguns trabalhos indicam a existéncia de especializacdo patogénica dentro de
algumas especies de Colletotrichum. Em Israel, por exemplo, embora o cultivo de abacateiros
seja realizado muito préximo a culturas de amendoeiras e morangueiros, em regiées com a
presenca de espécies de Colletotrichum patogénicas aos trés hospedeiros, a ocorréncia natural
de infeccdo cruzada ndo tem sido observada (FREEMAN; KATAN; SHABI, 1996;
FREEMAN; KATAN, 1997; FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998).

Devido a importancia da antracnose, pelos varios motivos apresentados, € necessario
conhecer quais espécies ocorrem, qual a variabilidade da populacdo do patégeno e qual o
nivel de especificidade do patégeno ao hospedeiro em cada regido produtora. Essas
informacbes sdo fundamentais para o desenvolvimento ou recomendacdo de medidas
adequadas de manejo da doenca, seja ela baseada em métodos culturais, genéticos ou

quimicos.

2.1.3 Métodos de identificacdo e caracterizacdo utilizados na taxonomia de
Colletotrichum

O género Colletotrichum foi estabelecido por Corda (1837), como um fungo
caracterizado por apresentar conidios hialinos, curvos e fusiformes produzidos em um
acérvulo setoso. Em 1957, Arx revisou o género Colletotrichum utilizando para fins de
classificacdo principalmente critérios morfologicos e muitas espécies antes consideradas
como pertencentes aos géneros Vermicularia e Gloesporioum foram classificadas dentro de

Colletotrichum. Com isso, o conceito genérico de Colletotrichum foi ampliado, porém o
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nimero de espécies foi reduzido de 750 para apenas 11, sendo as formas especiais ou

variedades denominadas com base no hospedeiro (MENEZES, 2006).

O numero de espécies desde o trabalho de Arx aumentou lentamente & medida que 0s
estudos sobre morfologia, caracteristicas culturais e patogenicidade, foram aprofundados
(CANNON; BRIDGE; MONTE, 2000). Na revisédo do género realizada por Sutton (1980) 22
espécies foram propostas, passando para 39 espécies na atualizacdo realizada pelo mesmo
autor em 1992. Recentemente, Hyde et al. (2009), sugeriu 66 espécies de Colletotrichum,

utilizando métodos tradicionais amparados por técnicas moleculares.

As espécies mais comumente associadas & antracnose em frutiferas sdo C.
gloeosporioides e C. acutatum, ambas estdo amplamente disseminadas em todo o mundo e
possuem uma extensa gama de hospedeiros. O fungo C. gloeosporioides ja foi relatado em
mais de 470 géneros de hospedeiros diferentes (SUTTON, 1980; DODD; ESTRADA,
JEGER, 1992; CANNON; BUDDIE; BRIDGE, 2008), por sua vez, C. acutatum foi relatado
em mais de 34 géneros de plantas, de 22 familias (WALKER; NIKANDROW,; MILLAR,
1991). Essas duas espécies, como Sutton (1992) descreve, apresentam caracteristicas
morfoldgicas e culturais distintas, que tem sido Uteis para a identificacdo das mesmas em

alguns trabalhos.

Utilizando critérios morfo-culturais Bernstein et al. (1995) puderam distinguir setenta
e dois isolados de Colletotrichum de abacate, mac¢d, morango, pecan e péssego, entre outras
culturas. Os isolados que apresentaram coldnias de coloracdo rosada a alaranjada e conidios
fusiformes com &pices afilados, foram identificados como C. acutatum, enquanto os isolados
que produziram colbnias de coloracdo acinzentada e conidios oblongos, com é&pices

arredondados foram identificados como C. gloeosporioides.

Similarmente, Peres et al. (2002) observou que isolados de abacate, manga, maracuja e
mamao apresentaram coldnias cinza com rapido crescimento e alta freqiiéncia de conidios
obclavados enquanto isolados de morango e goiaba apresentaram crescimento lento, coldnia
alaranjada e alta frequéncia de conidios do tipo fusiforme. Posteriormente, por meio da
analise molecular desses isolados confirmou-se que os isolados de abacate, manga, maracuja e
mamao eram pertencentes a espécie C. gloeosporioides enquanto os isolados de morango e
goiaba pertenciam a espécie C. acutatum.

Silva-Rojas e Avila-Quezada (2011) também observaram diferencas mofo-culturais

entre espécies de Colletotrichum associadas a antracnose do abacate ‘Hass’ no México.
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Segundo os autores, os isolados de C. gloeosporioides produziram colonias brancas a cinza
escuro com massas de esporos laranja e conidios cilindricos a elipsoides, os isolados de C.
acutatum apresentaram colbnias brancas ou laranja com massa de esporos rosa ou laranja e
conidios oblongos com uma ou ambas as extremidades afiladas e os isolados de C. boninense
produziram colbnias creme a cinza com massa de esporos laranja e conidios cilindricos a

obvoides.

A taxa de desenvolvimento diferenciada de colonias de Colletotrichum spp. em
diferentes temperaturas é outra caracteristica utilizada por alguns autores para separacao de
espécies do género. De acordo com Vinnere (2004), C. acutatum apresenta temperatura 6tima
de crescimento da coldnia compreendida entre 25,0 e 26,5 °C, sendo inibida a partir de 33°C,
enquanto C. gloeosporioides apresenta temperatura Otima entre 26,0 e 28,5 °C,
desenvolvendo-se em temperaturas de até 35,5 °C.

Por meio de avaliagdes do desenvolvimento de col6nias em diferentes temperaturas,
Adaskaveg e Hartin (1997) distinguiram C. gloeosporioides obtidos de plantas de citrus e
maméao, que se desenvolveram melhor a 30°C, de C. acutatum de péssego, morango e
améndoa, cujo crescimento da colbnia foi mais intenso a temperatura de 25°C. Smith e Black
(1990) também diferenciaram isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, pelo fato desta

ultima espécie ter menor desenvolvimento sob a temperatura de 32°C.

Aliado as caracteristicas morfologicas e culturais, a producdo de enzimas
extracelulares pode ter grande valor na taxonomia quimica em fungos, pois as variagdes nos
niveis de producdo dessas enzimas podem ser utilizadas para diferenciar espécies fungicas
(PATERSON; BRIDGE, 1994; PEREIRA, 2009; ASSIS et al., 2010). Este fato foi constatado
por Pereira (2009) que distinguiu C. gloeosporioides e C. acutatum de goiabas com base na
atividade celulolitica, que foi maior para os isolados de C. acutatum.

A atividade de enzimas como a amilase, lipase, proteinase e pectinase tem sido
utilizada por varios autores também para estudar a variabilidade de fungos do género
Colletotrichum (ASSIS, 2001; COUTO; MENEZES; COELHO, 2002; PEREIRA, 2009). Em
alguns desses trabalhos, constatou-se uma alta correlacéo entre a atividade enzimatica in vitro
e a agressividade de Colletotrichum spp. em frutos. Em banana, por exemplo, o tamanho das
lesBes promovidas por C. musae teve alta correlagdo com a atividade amilolitica (COUTO;
MENEZES, COELHO, 2002). No caso da antracnose da goiabeira, Pereira (2009) constatou
que além da atividade amilolitica, as atividades lipolitica e pectiolitica de isolados de C.
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gloeosporioides e C. acutatum também tiveram alta correlacdo com a agressividade desses

isolados em frutos.

As caracteristicas fenotipicas citadas sdo Uteis para se conhecer a variabilidade inter e
intra-especifica de Colletotrichum. Além disso, critérios morfoldgicos e culturais séo, e
provavelmente continuardo sendo a base primaria para a separacdo entre espécies ou grupos
de espécies (KATAN, 2000). Entretanto, devido a plasticidade fenotipica apresentada pelas
espécies do género Colletotrichum, a identificacdo e classificacdo tradicionalmente baseada
em caracteres morfoldgicos apresentam limitacbes. Para minimizar o problema, esforcos
devem ser aumentados para o uso integrado de métodos morfoldgicos e bioquimicos, visando

estudos taxondmicos desse importante grupo de fungos (MENEZES, 2006).

Vérias técnicas moleculares tém sido associadas aos estudos tradicionais, com objetivo
de caracterizar e/ou identificar isolados de Colletotrichum, tais como a PCR (“polymerase
chain reaction’), o RAPD (“random amplified polymorphic DNA”), o RFLP (“restriction
fragment length polymorphism”), a “A+T-rich DNA” e a analise de seqliéncias de
nucleotideos (SREENIVASAPRASAD; BROWN; MILLS, 1992; CORRELL; RHOADS;
GUERBER, 1993; BAILEY et al., 1996; SREENIVASAPRASAD et al., 1996; JOHNSTON;
JONES, 1997; PERES et al., 2002; GUERBER et al. 2003; DU et al., 2005; CROUCH,;
CLARKE; HILLMAN, 2005; LIU et al., 2007).

A técnica de PCR utilizando-se oligonucleotideos espécie-especificos destaca-se pela
simplicidade, sensibilidade e precisdo. Os oligonucleotideos Calnt2/ITS4 e Cgint/ITS4,
desenvolvidos respectivamente para C. acutatum (MILLS; SREENIVASAPRASAD,;
BROWN, 1992) e C. gloeosporioides (SREENIVASAPRASAD et al., 1996) foram utilizados
em trabalhos envolvendo identificacdo de isolados de Colletotrichum de varias frutiferas,
como abacate, manga, maracuja, péssego, citros, mamdo, goiaba e morango (BROWN;
SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996; PERES et al., 2002; ADASKAVEG; HARTIN,
1997; AFANADOR-KAFURI et al., 2003; ANDRADE et al., 2007).

O uso desta técnica tem permitido a identificacdo de isolados com caracteristicas
morfo-culturais atipicas das citadas para a espécie a que pertence. Este foi o caso do trabalho
desenvolvido por Freeman et al. (2000), onde isolados de Colletotrichum de amendoeiras
provenientes de Israel apresentavam caracteristicas morfoldgicas similares a C.
gloeosporioides mas reagiram com oligonucleotideos especificos para C. acutatum. Fato
semelhante ocorreu no Brasil em estudos realizados por Bueno (2005) e Tozze Junior (2007),
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para isolados de Colletotrichum obtidos de algumas solanaceas, que produziram conidios com
formato tipico ao que é descrito para C. gloeosporioides mas foram identificados por meio de
PCR utilizando-se oligonucleotideos espécie-especificos como sendo C. acutatum.

Por sua vez, a analise de seqliéncias de acidos nucléicos é considerada a técnica mais
confiavel para a classificacdo Colletotrichum (CROUCH et al., 2009; DAMM et al., 2009;.
PRIHASTUTI et al., 2009 ; CAl et al., 2009).

Dentre as regifes do genoma ja estudadas para este género, a ITS é a que possui maior
namero de sequéncias depositadas. A analise filogenética utilizando dados desta regido é uma
ferramenta Gtil para uma identificacdo preliminar da espécie de Colletotrichum ou para
coloca-lo em um complexo de espécie (CAI et al. 2009). Através da analise de seqliéncias da
regido 1TS1-5.8S-ITS2 do rDNA de isolados de Colletotrichum obtidos de macieira, goiaba
serrana e citros, Ribeiro et al. (2009) distinguiram com clareza as espécies e relacionaram as

mesmos com o0s respectivos hospedeiros.

Recentemente, varias regides do genoma de fungos do género Colletotrichum tém sido
analisadas em conjunto com o ITS, entre as quais a B-tubulina, Calmodulina, Glutamina
sintetase, Actina e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (PRIHASTUTI et al.; 2009). A
analise de sequéncias de nucleotideos das regides ITS e B-tubulina foi Gtil no trabalho de
Rampersad (2011), que distinguiram de maneira clara as espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose do mamoeiro.

A analise filogenética baseada em sequéncias nucleotidicas concatenadas, isto €, que
inclui duas ou mais regibes em estudo, aumenta o grau de certeza das inferéncias
filogenéticas, estando este fato relacionado com o maior nimero de nucleotideos analisados.
Porém, apesar da vantagem da utilizacdo de sequéncias concatenadas, € necessario que
existam disponiveis nas bases de dados, sequéncias de genoma completo ou das regibes
subgendmicas analisadas (CALADO, 2009).

A viabilidade desta técnica para estudos taxondmicos de fungos do género
Colletotrichum foi recentemente confirmada por Choi et al. (2011). Esses autores, ao
caracterizarem isolados de C. panacicola de ginseng na Coréia, concluiram que essa espécie
ndo poderia ser distinguida de C. higginsianum, C. destructivum e C. coccodes por meio de
caracteristicas morfolégicas, tampouco poderia ser distinguida de C. higginsianum e C.
destructivum com andlise das seqliéncias da regido ITS. Porém, uma arvore filogenética

baseada em seqiiéncias combinadas de trés genes (Actina, Glutamina sintetase e a-elongase)
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proveu variabilidade suficiente para delimitar C. panacicola das demais espécies de
Colletotrichum. A analise filogenética conjunta de sequéncias das regides ITS e B-tubulina
também demonstrou ser mais confidvel que a andlise separada desses genes em um estudo
envolvendo espécies de Colletotrichum spp. associadas ao cafeeiro na Colémbia
(GONZALEZ, 2007).

Com o0s avangos nos estudos moleculares associados aos métodos baseados em
critérios fenotipicos, novas espécies de Colletotrichum tem sido descritas. Na edicdo de 2008
do Dictionary of the Fungi 60 espécies do género foram sugeridas (KIRK et al., 2008).
Recentemente, Hyde et al. (2009) tendo como base critérios morfoldgicos associados a analise

de seqliéncia de multiplos genes sugeriu 66 espécies de Colletotrichum.

Os estudos de caracterizacdo baseados na integracdo de métodos sdo fundamentais
para a correta identificacdo e conhecimento da variabilidade existente entre isolados de um
determinado patégeno (TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR, 2006).

2.1.4 Aspectos epidemioldgicos da antracnose

Os eventos que ocorrem desde o primeiro contato entre o patdgeno e o hospedeiro até
a morte da lesdo constituem o ciclo de infeccdo (BERGAMIN; AMORIM, 1996). A
antracnose é uma doenca policiclica, ou seja, que se caracteriza por repetidos ciclos de novas
infeccOes durante o cultivo.

As fases que compde cada ciclo da antracnose geralmente compreendem: deposicéo do
conidio na superficie da planta, adesdo do conidio, germina¢do do conidio, elongacdo do tubo
germinativo, formacdo do apressorio, desenvolvimento do peg de penetracdo, penetracdo nas
células epidérmicas, crescimento do patdgeno, colonizacdo do tecido vegetal e producdo de
acérvulos que ddo origem aos conidios (JEFFRIES et al., 1990; PERFECT et al., 1999;
PRUSKY; FREEMAN; DICKMAN, 2000; PEGG et al., 2002; MORAES, 2009).

As fontes de indculo de C. gloeosporioides do abacateiro sdo folhas mortas e galhos
emaranhados na copa ou, ainda, frutos infectados que ficam aderidos nas plantas e que podem
representar uma importante fonte de indculo em algumas variedades, como ‘Fuerte’
(FITZELL, 1987; PEGG et al., 2002). A partir dessas fontes, 0s conidios sdo disseminados
principalmente por meio da agua, na forma de enxurradas ou respingos (PEGG et al., 2002).

Apbs a deposicdo dos conidios de Colletotrichum na superficie do hospedeiro a
germinacao inicia-se em até trés horas (BAILEY; JEGER, 1992; LOPEZ, 2001; MORAES,
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2009). Cada conidio germinado produz um tubo germinativo que alcanga entre 10 ¢ 20 pm e
apos 5 a 6 horas inicia-se a formacdo de um apressério terminal (PEGG et al., 2002). Neste
processo, 0 apice do tubo germinativo torna-se dilatado e ao atingir o tamanho méaximo, a
parede do apressorio engrossa e escurece consideravelmente, desenvolvendo um poro
germinativo central na parede ventral (PARBERY, 1981).

Nos frutos verdes de abacate os apressérios melanizados permanecem quiescentes e
somente ap6és a colheita e 0 amadurecimento dos frutos o processo de infecgdo continua
(BINYAMINI; SCHIFFMANN-NADEL, 1972). Este fato esta relacionado com a presenca de
concentracdes elevadas do composto antifingico pré-formado “dieno” (1-acetoxi-2-hidroxi-4-
oxoheneicosa-12,15-dieno), presentes no pericarpo dos frutos imaturos (PEGG et al., 2002).
Algumas vezes, entretanto, a infeccdo se completa e os sintomas se manifestam ainda no
campo, fato que segundo Fitzell (1987) é favorecido por ferimentos causados por insetos ou
mecanicamente, que atuam como via de penetracdo do fungo e induzem o amadurecimento da
area afetada, com consequente declinio dos compostos antiflngicos.

Além da penetragdo por ferimentos, C. gloeosporioides também pode penetrar por
aberturas naturais ou diretamente no hospedeiro. Este Ultimo processo envolve a formacao do
peg a partir do apressério que, por meio de forca mecéanica, da secrecdo de enzimas ou da
combinacdo de ambos, atravessa a cuticula e epiderme do fruto, iniciando a colonizagdo da
casca e polpa (BAILEY et al., 1992; MORIN; DERBY; KOKKO, 1996).

Estabelecida a infec¢éo, inicia-se a colonizagdo dos tecidos do abacate, que de acordo
com Coates et al. (1993), ocorre tanto por meio de hifas subcuticulares como por hifas
intracelulares. Enquanto na colonizagdo subcuticular o patdgeno cresce necrotroficamente, na
colonizacdo intracelular inicialmente ha uma fase biotréfica e apds a colonizagdo de uma ou
duas células, o patdégeno passa a colonizar o tecido de forma necrotréfica (BAILEY et al.,
1992; MORAES, 2009). Com o progresso da colonizagdo os sintomas visuais se manifestam,
inicialmente como pequenas lesdes circulares de cor marrom-clara, que progridem para lesdes
deprimidas no centro e mudam para marrom-escura ou preta, atingindo a polpa, que se torna
escurecida. Na presenca de umidade uma massa mucilaginosa salméo contendo os conidios é
produzida no centro das lesdes, em acérvulos (PEGG et al., 2002).

O desenvolvimento de uma doenca é resultante da interacdo entre um hospedeiro
suscetivel, um agente patogénico e condicdes ambientais favoraveis. Os fatores ambientais,
em especial a umidade e a temperatura, condicionam o progresso da doenca, determinando

ndo apenas 0 sucesso ou ndo das infecgdes mas também a duracdo e o nimero de ciclos de
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infeccdo durante o ciclo do hospedeiro. Este fato se deve a influéncia desses fatores no
metabolismo do patdgeno e do hospedeiro, em processos como a germinacdo de esporos,
formacdo de apressorios, infeccdo, periodos de incubacgdo e laténcia, severidade da doenca,
entre outros (COLHOUN, 1973; ROTEM; COHEN; BASHI, 1978; BEDENDO, 1995;
SOARES, 2008).

A quantificagdo da influéncia das condi¢Bes climéaticas no desenvolvimento de
epidemias é feita comumente em experimentos conduzidos em camaras de crescimento, que
permitem isolar os efeitos de variaveis ambientais especificas, fornecendo dados que
explicam o desenvolvimento da doenga em campo. Desta forma, determinando-se o efeito do
ambiente sobre os processos de infeccdo e colonizagdo de uma doenca pode-se inferir sobre o
desenvolvimento de epidemias em campo (MONTEIRO, 2002).

A 4gua constitui-se em fator vital para a germinacdo de esporos e penetracdo no
hospedeiro (BEDENDO, 1995; MONTEIRO, 2002). Os conidios de C. gloeosporioides
podem germinar com 95% de umidade relativa, porém a porcentagem de germinagdo dos
conidios e formacdo dos apressérios é maior quando a umidade relativa se aproxima de 100%
(MICHEREFF, 2007). Desta forma, a agua livre sob a superficie do hospedeiro, sob a forma
de orvalho, tem grande relevancia no processo de infeccdo (MONTEIRO, 2002).

Com o acréscimo no periodo de molhamento ocorre um aumento na germinacao de
conidios até que um limite superior seja atingido, mesmo que o periodo de molhamento seja
ainda mais prolongado (SOARES, 2008). Este fato foi demonstrado por Soares, Lourenco e
Amorim (2008), que constataram um acréscimo significativo na germinacdo de conidios e
formacdo de apressorios de C. gloeosporioides e C. acutatum quando o periodo de
molhamento foi aumentado de 6 para 24 horas. Também foi demonstrado por Estrada, Dodd
e Jeffries (2000), os quais constataram que a formacdo de apressorios de isolados de C.
gloeosporioides de manga foi drasticamente inibida em curtos periodos de molhamento e
aumentaram significativamente com o acréscimo no periodo de molhamento, de 12 para 24
horas.

No caso da temperatura, a germinacdo de conidios e formacgdo de apressorios aumenta
a medida que a temperatura é elevada, até um ponto maximo, quando entdo essas variaveis
passam a sofrer drastica reducdo. Everett (2003) constatou que a temperatura minima para
isolados de C. gloeosporioides de abacate foi de 13,7 °C enquanto para C. acutatum a inibicéo
sO ocorreu em temperaturas menores que 7,1 °C. Para isolados de C. gloeosporioides e C.

acutatum de goiaba foi demonstrado que os conidios germinam e formaram apressérios entre
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10 e 35°C, atingindo um maximo na faixa entre 20 e 25°C e sendo inibidas a 5°C e 40°C
(SOARES, LOURENCO, AMORIM, 2008; MORAES, 2009).

Além dos efeitos da temperatura e periodo de molhamento sobre os eventos de preé-
penetracdo do patdgeno, Soares (2008) constatou que os mesmos influenciaram o periodo de
laténcia, taxa de progresso da doenca e tamanho das lesdes em frutos de goiabeira inoculados
com C. gloeosporioides e C. acutatum. De acordo com o autor, temperaturas entre 20 e 30 °C
com periodo de molhamento de 24 horas foram favoraveis para essas variaveis.

O estudo da influéncia de fatores ambientais sobre as fases que compde o ciclo da
doenca é importante para subsidiar procedimentos de controle da doenca tanto no campo
como em pdés-colheita. Em condicGes de campo essas informacgdes sdo Uteis para melhor
compreensdo da epidemiologia da doenca e para o desenvolvimento de sistemas de previsdo
da doenga, a exemplo do que foi desenvolvido por Dodd et al. (1991) para a antracnose da
manga.

Na pos-colheita, o conhecimento das variaveis ambientais que favorecem os processos
de pré-penetracdo, infeccdo e colonizacdo € importante para subsidiar procedimentos
operacionais durante o processamento, transporte e comércio da fruta visando evitar as
condicBes propicias para manifestagdo da doenca, assim como, para atrasar a manifestagdo de
sintomas e crescimento das lesfes. Nesse sentido, alguns trabalhos foram desenvolvidos na
Nova Zelandia visando determinar os efeitos da temperatura sobre a maturacdo de frutos e
ocorréncia de podriddes em abacates ‘Fuerte’ (FITZELL; MUIRHEAD, 1983) e ‘Hass’
(HOPKIRK et al., 1994). Tais estudos revelam que a temperatura tem alta influéncia sobre o
desenvolvimento da antracnose, havendo maiores danos em temperaturas entre 25 e 30°C.
Desta forma, os autores recomendam a manutencdo dos frutos em temperaturas baixas, com

intuito de minimizar esses danos.

2.1.5 Controle da antracnose do abacateiro

O manejo da antracnose requer o uso de diferentes métodos tanto durante a fase de
cultivo como em pés-colheita de abacates, pelo fato das infeccbes normalmente ocorrerem no
campo e os sintomas s6 se manifestarem ap0s a colheita e amadurecimento dos frutos (PEGG
et al., 2002; PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005).

Em pré-colheita, recomenda-se que 0 manejo da antracnose seja realizado por meio do
uso de fungicidas, que podem ser aplicados duas a trés vezes no pomar no periodo
compreendido entre o florescimento e a frutificacdo (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO,



36

2005). Associado ao controle quimico, recomenda-se 0 manejo cultural, que envolve a adocao
de adubacdes equilibradas, podas de limpeza, queima de material doente, cuidados durante as
operagOes visando evitar ferimentos nos frutos, controle de insetos e de outras doengas, a
exemplo da verrugose e a cercosporiose, que favorecem a penetragdo de Colletotrichum spp.
(COATES et al.,, 2001; PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005; PALMATEER,;
PLOETZ; HARMON, 2006).

Para o controle quimico das doencas do abacateiro existem poucos fungicidas
registrados no Brasil. A maioria destes é inorganica, possuindo como ingredientes ativos
oxicloreto de cobre, éxido cuproso, hidroxido de cobre ou enxofre. Além dos inorganicos,
também estdo registrados para a cultura o tiabendazol (benzimidazol), difenoconazol(triazol)
e mancozebe (alquilenobis(ditiocarbamato)) em mistura com oxicloreto de cobre (BRASIL,
2011).

Darvas (1981) avaliou o efeito de alguns fungicidas pulverizados em pré-colheita
sobre abacate ‘Fuerte’ para o controle da antracnose em pos-colheita e constatou que
hidréxido de cobre foi eficaz no controle desta doenga. Porém, de acordo com Bleinroth e
Castro (1992), o controle total das estruturas do patdgeno durante a fase de cultivo do abacate
por meio do uso de fungicidas, muitas vezes ndo ocorre, sendo necessario que as frutas sejam
tratadas apds a colheita, especialmente quando estas se destinam a exportacdo por via
maritima ou quando sdo consumidas ap6s 15 dias do seu tratamento. Compartilham desta
opnido Coates et al. (2001), segundo os quais, a aplicacdo exclusiva de fungicidas cupricos
em pré-colheita geralmente é ineficaz para o controle da antracnose e a aplicacdo em pos-
colheita de procloraz, que possui alguma acao curativa, pode auxiliar o controle de infec¢des
que o tratamento pela pulverizagcdo com cupricos ndo pode prevenir.

Muirhead et al. (1982) avaliaram o efeito de diferentes fungicidas aplicados em frutos
verdes de abacate ‘Fuerte’ por meio de imersdo em calda fungicida por 5 minutos e
constataram que o procloraz (1 g i.a./L) aumentou as porcentagens de frutos livres de
antracnose em até 90%, aumentando também as percentagens de frutos com niveis aceitaveis
da doenga.

O tratamento de abacates ‘Pinkerton’ imersos por 20 segundos em uma calda de
fungicida contendo procloraz 0,2% ou benomil a 0,05% mais procloraz a 0,05% tambeém se
mostrou eficaz para o controle da antracnose em pés-colheita ap6s 16 dias de armazenamento
a 13°C. Os autores utilizaram para avaliacdo uma escala de notas de 1 a 9, onde 1 representa a

auséncia de sintomas e 9 sintomas severos e constataram que no tratamento com procloraz os
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frutos apresentaram nota média de 1,8, similar ao tratamento com este fungicida mais
benomil, que apresentou nota média de 1,9 e inferior ao tratamento controle (sem fungicida)
cuja nota foi 9 (MCMILLAN; NARAYANAN, 1990).

Assim como esses autores, Roux, Wentzel e Roose (1985) verificaram o controle
significativo da antracnose em abacates tratados por imersdo em calda contendo procloraz
(0,06 g i.a/L) por quatro minutos. Apds 36 dias do tratamento a incidéncia desta doenca nos
frutos tratados foi de 6,3%, diferindo significativamente do tratamento controle cujos frutos
ndo foram tratados quimicamente, nos quais a incidéncia foi de 67,2%. Os autores tambem
verificaram que quando este fungicida foi aplicado por pulverizagdo em ultra baixo volume a
uma concentracdo de 0,05 g i.a/L a incidéncia da doenca foi reduzida de 84,4% para 26,4%.

A eficacia de procloraz no controle da antrachose em poés-colheita também foi
demonstrada por Powell (1988) ao tratar abacates por imersdo durante trés minutos em calda
contendo procloraz (0,06 g i.a./L).

Embora o procloraz seja o fungicida mais estudado no controle da antracnose do
abacateiro, outros fungicidas também sdo utilizados em varios paises, a exemplo das
estrobilurinas e dos benzimidazois.

Os efeitos de azoxistrobina sobre o controle da antracnose do abacate ‘Hass’ foram
estudados por Coates et al. (2001), os quais verificaram que a severidade da antracnose foi
significativamente reduzida nos frutos tratados, quando esse fungicida foi utilizado
conjuntamente com um agente molhante.

A eficécia do tiabendazol (1,5 g/L) no controle da antracnose do abacate ‘Fuerte’ foi
avaliada por Dyk, Villiers e Korsten (1997) e mostrou-se muito variavel de acordo com a
regido de origem dos frutos, na Africa do Sul. Segundo os autores este fato poderia estar
associado com niveis diferentes de resisténcia do patégeno a esse fungicida.

No Brasil, dos fungicidas citados apenas tiabendazol pode ser utilizado no tratamento
de abacates em pds-colheita, desde que respeitado o periodo de caréncia do mesmo, pois
muitos paises produtores exigem auséncia de residuos desse produto para importarem 0S
frutos (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005).

Além do controle quimico, outros métodos tém se mostrado igualmente eficaz no
controle da antracnose e de outras doencas pds-colheita do abacateiro, como o controle
biolégico com Bacillus subtilis (KORSTEN, 2004), o uso do antioxidante BHA (butlylated
hydroxyanisole) (PRUSKY et al., 1995) e a adocdo de atmosfera controlada (SPALDING;
REEDER, 1975; PRUSKY et al., 1993).
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Associado a esses metodos de controle, deve-se adotar procedimentos que minimizem
as injarias nas frutas e a exposicdo das mesmas a condi¢fes ambientais propicias para a
manifestacdo das podriddes (PEGG et al., 2002; PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO,
2005; PALMATEER; PLOETZ; HARMON, 2006).

No Brasil, diante da escassez de informacbes sobre o controle da antracnose do
abacateiro em pds-colheita, existe a necessidade da avaliacdo de diferentes métodos de

controle desta doenca, incluindo o controle quimico.

2.2 Material e métodos

2.2.1 ldentificacdo e quantificacdo de danos pos-colheita em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’
em packinghouse

Este experimento foi realizado em parceria com os pesquisadores Dr. Ivan Herman
Fischer e Dra. Marilia Celilia Arruda da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios,
APTA Centro Oeste — Bauru, SP.

As amostragens dos frutos para identificacdo e quantificacdo dos danos pds-colheita
foram realizadas em fevereiro e marco de 2008 para o abacate ‘Fuerte’ e em junho e julho de
2008 para o abacate ‘Hass’, em packinghouse localizado em Bauru-SP, que exporta
aproximadamente 80% do volume beneficiado para a Europa, Argentina e Canada. As
amostras de abacate ‘Fuerte’ foram procedentes de uma fazenda de Bauru-SP e as de abacate
‘Hass’ de Olimpia e Bernardino de Campos-SP.

Para cada variedade, foram realizadas duas amostragens, sendo, em cada amostragem,
coletados 50 frutos em cada uma das seguintes etapas do beneficiamento em packinghouse: 1)
chegada - nos engradados plasticos de chegada dos frutos; 2) palete - em caixas de papeldo do
palete, ap6s tratamento por imersdo com procloraz (1000 mg/L) (apenas abacate ‘Fuerte’),
aparacdo dos pedinculos e selecdo manual dos frutos injuriados, aplicacdo de cera e
classificacdo automatizada por massa (g); e 3) camara — frutos beneficiados (etapa 2), apds o
periodo de 30 dias de armazenamento refrigerado a 5°C.

Visando favorecer a expressdo de sintomas de doencgas causadas por patégenos em
estadio latente, os frutos foram individualizados e acondicionados em bandejas plasticas
contendo papéis de filtro umedecidos com &gua destilada esterilizada em seu interior, as quais
foram fechadas com sacos de polietileno, a fim de obter uma camara Umida, onde os frutos

foram mantidos por 24 horas, sob temperatura de 25+1°C, no escuro. Posteriormente, os
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frutos foram retirados da camara imida, permanecendo por mais 14 dias a 25°C e 70-75% de
umidade relativa, no escuro.

Avaliou-se a incidéncia de doencas e injurias mecéanicas pés-colheita visualmente,
apos a retirada da cAmara Umida e a cada dois ou trés dias. Os fungos isolados de frutos com
podriddes foram isolados e tiveram a patogenicidade confirmada por meio da inoculagdo com
40 pL de suspensdo (10° esporos/mL), depositadas sobre a epiderme, na regido mediana de
frutos de abacate ‘Fuerte’ (desinfestados com alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de s6dio
0,5% por 1,5 minutos), onde posteriormente foi realizado ferimento com agulha histolégica
esterilizada. Os frutos foram incubados em cdmara Umida sob temperatura de 25+1 °C, por
sete dias e os fungos que reproduriram os sintomas foram reisolados e identificados.

A incidéncia dos danos pds-colheita nas diferentes etapas do beneficiamento foi
comparada por meio de teste ndo paramétrico de comparacdo de multiplas proporcdes, ao
nivel de 5% de probabilidade (ZAR, 1999).

2.2.2 Caracterizacdo, identificacdo e analise comparativa de isolados de Colletotrichum
do abacateiro e outras frutiferas

2.2.2.1 Obtencéo e preservacgao dos isolados

Para realizagcdo dos experimentos, utilizaram-se 93 isolados de Colletotrichum spp. de
abacate, manga, maracuja e péssego, provenientes de diferentes regifes do Estado de Séo
Paulo (Tabela 1). Além desses isolados, com objetivo de verificar a especificidade de
oligonucleotideos espécie-especificos, no experimento envolvendo a identificagdo molecular
por oligonucleotideos espécie-especificos foram utilizados DNAs de isolados
reconhecidamente pertencentes as espécies C. acutatum (TUT-137A) e C. gloeosporioides
(AVO-33-4B) (FREEMAN et al., 2000) e de um isolado de manga pertencente a uma espécie
desconhecida de Colletotrichum que ocorre na Colombia (Man-76), o qual reage com o0s
oligonucleotideos Col1/ITS4 (AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

Esses isolados foram obtidos a partir de lesGes tipicas de antracnose em frutos. O
isolamento foi realizado pela coleta de esporos presentes em uma Unica lesdo, com uma
agulha histoldgica esterilizada e transferéncia dos mesmos para meio batata-dextrose-agar
(BDA) Acumedia® (39g/L). As culturas monospéricas foram obtidas conforme descrito por
Pereira (2009).
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Todos os isolados monospéricos foram inoculados em frutos sadios de seus
hospedeiros de origem e aqueles que se mostraram patogénicos foram reisolados e
preservados sob refrigeracdo em tubos contendo meio BDA, sob 6leo mineral, agua e em
papel-de-filtro.

A preservacdo em Gleo foi realizada pela repicagem dos isolados para tubos de ensaio
contendo meio BDA Acumedia® (39 g/L). Apés o crescimento da colénia sobre toda a
superficie do meio, 5 mL de 6leo mineral esterilizado foram adicionados em cada tubo. A
preservacao em agua foi realizada pela transferéncia de discos de micélio com 6 mm de
didmetro para tubos contendo 9 mL de &gua destilada esterilizada. Para a preservacéo pelo
método de papel-de-filtro, cada isolado foi repicado sobre fragmentos de 4 cm?® de papel-de-
filtro esterilizado, depositados sobre a superficie do meio de aveia contido em placas de Petri.
Apobs o desenvolvimento da colnia, cada fragmento de papel-de-filtro contendo as estruturas
do isolado foi retirado da placa de origem, sem o meio de cultura, e transferido para uma
placa de Petri esterilizada. Esta placa foi mantida em dessecador até a completa secagem do
material. ApOs este processo, 0 papel-de-filtro contendo as estruturas do isolado foi
transferido para um tubo para microcentrifuga autoclavado contendo silica gel esterilizada. Os
tubos com os isolados preservados em 0Oleo e dgua foram armazenados sob refrigeracdo, a
temperatura de aproximadamente 5 °C, enquanto os tubos contendo os isolados preservados
em papel-de-filtro foram armazenados em freezer sob temperatura de aproximadamente -20
°C.

Tabela 1 - Denominacdo, hospedeiro, variedade, municipio de origem e ano de coleta de isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de frutos com sintomas de antracnose

(continua)
Denominacdo  Hospedeiro Variedade Municipio de origem Ano de Coleta
AV-01 Abacate Wislonson Itapetininga, SP 2008
AV-02 Abacate Collinson Itapetininga, SP 2008
AV-03 Abacate Hass Olimpia, SP 2008
AV-04 Abacate Fuerte Piracicaba, SP 2008
AV-05 Abacate Fuerte Bauru, SP 2008
AV-06 Abacate Hass Bauru, SP 2008
AV-07 Abacate Hass Limeira, SP 2008
AV-08 Abacate Collinson Piracicaba, SP 2008
AV-09 Abacate Hass Olimpia, SP 2008
AV-10 Abacate Hass Bernardino de Campos, SP 2008
AV-11 Abacate Hass Bauru, SP 2008
AV-12 Abacate Hass Limeira, SP 2008
AV-13 Abacate Hass Bernardino de Campos, SP 2008
AV-14 Abacate Fuerte Bauru, SP 2008
AV-15 Abacate Hass Dois Corregos, SP 2008

AV-16 Abacate Quintal Itapetininga, SP 2008
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Tabela 1 - Denominacdo, hospedeiro, variedade, municipio de origem e ano de coleta de isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de frutos com sintomas de antracnose

(continuacao)

Denominacdo  Hospedeiro Variedade Municipio de origem Ano de Coleta
AV-17 Abacate Fuerte Piracicaba, SP 2008
AV-18 Abacate Simmonds Piracicaba, SP 2008
AV-19 Abacate Hass Olimpia, SP 2008
AV-20 Abacate Hass Jardindpolis, SP 2008
AV-21 Abacate Hass Dois Corregos, SP 2008
AV-22 Abacate Hass Bernardino de Campos, SP 2008
AV-23 Abacate Hass Limeira, SP 2008
AV-24 Abacate Hass Bernardino de Campos, SP 2008
AV-25 Abacate Hass Bernardino de Campos, SP 2008
AV-26 Abacate Hass Dois Corregos, SP 2008
AV-27 Abacate Hass Jardinopolis, SP 2008
AV-28 Abacate Hass Olimpia, SP 2008
AV-29 Abacate Quintal Itapetininga, SP 2008
AV-30 Abacate Hass Jardinopolis, SP 2008
MN-31 Manga Espada Jaboticabal, SP 2009
MN-32 Manga Tommy Atkins Bauru, SP 2009
MN-33 Manga Espada Cabralia Paulista, SP 2009
MN-34 Manga Tommy Atkins Monte Alto, SP 2009
MN-35 Manga Palmer Magda, SP 2009
MN-36 Manga Tommy Atkins  S&o José do Rio Preto, SP 2009
MN-37 Manga Tommy Atkins Borborema, SP 2009
MN-38 Manga Tommy Atkins Bauru, SP 2009
MN-39 Manga Tommy Atkins Monte Alto, SP 2009
MN-40 Manga Espada Cabralia Paulista, SP 2009
MN-41 Manga Palmer Magda, SP 2009
MN-42 Manga Tommy Atkins Jau, SP 2009
MN-43 Manga Tommy Atkins Borborema, SP 2009
MN-45 Manga Tommy Atkins Catanduva, SP 2009
MN-46 Manga Tommy Atkins Monte Alto, SP 2009
MN-47 Manga Tommy Atkins  S&o José do Rio Preto, SP 2009
MN-48 Manga Tommy Atkins Jau, SP 2009
MN-49 Manga Tommy Atkins Borborema, SP 2009
MN-50 Manga Tommy Atkins Jau, SP 2009
MN-51 Manga Espada Jaboticabal, SP 2009
MN-52 Manga Tommy Atkins Borborema, SP 2009
MN-53 Manga Tommy Atkins Bauru, SP 2009
MN-54 Manga Tommy Atkins Bauru, SP 2009
MN-55 Manga Tommy Atkins Monte Alto, SP 2009
MN-56 Manga Palmer Magda, SP 2009
MN-57 Manga Espada Cabralia Paulista, SP 2009
MN-58 Manga Espada Botucatu, SP 2009
PS-59 Maracuja Né&o identificada Adamantina, SP 2007
PS-60 Maracuja Né&o identificada Bauru, SP 2010
PS-61 Maracuja Néo identificada Jau, SP 2007
PS-62 Maracuja Né&o identificada Valinhos, SP 2007
PS-63 Maracuja Néo identificada Bariri, SP 2007
PS-64 Maracuja Né&o identificada Campinas, SP 2007
PS-65 Maracuja Né&o identificada Campinas, SP 2007
PS-66 Maracuja Né&o identificada Irapuru, SP 2007
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Tabela 1 - Denominacdo, hospedeiro, variedade, municipio de origem e ano de coleta de isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de frutos com sintomas de antracnose

(concluséo)

Denominacdo  Hospedeiro Variedade Municipio de origem Ano de Coleta
PS-67 Maracuja Néo identificada Valinhos, SP 2007
PS-68 Maracuja Né&o identificada Irapuru, SP 2007
PS-69 Maracuja Né&o identificada Adamantina, SP 2007
PS-70 Maracuja Né&o identificada Pacaembu, SP 2007
PS-71 Maracuja Né&o identificada Bauru, SP 2007
PE-72 Péssego Tropic Beauty Paranapanema, SP 2010
PE-73 Péssego Tropic Beauty Paranapanema, SP 2010
PE-74 Péssego Douradao Botucatu, SP 2010
PE-75 Péssego Douradao Botucatu, SP 2010
PE-76 Péssego Douradao Botucatu, SP 2010
PE-77 Péssego Douradao Botucatu, SP 2010
PE-78 Péssego Douradao Marilia, SP 2010
PE-79 Péssego Douradao Marilia, SP 2010
PE-80 Péssego Douradao Marilia, SP 2010
PE-81 Péssego IAC 282-24 Pindorama, SP 2010
PE-82 Péssego Aurora Bauru, SP 2010
PE-83 Péssego Aurora Bauru, SP 2010
PE-84 Péssego Tropic Beauty Paranapanema, SP 2010
PE-85 Péssego Douradao Paranapanema, SP 2010
PE-86 Péssego Tropic Beauty Paranapanema, SP 2010
PE-87 Péssego IAC 680-13 Pindorama, SP 2010
PE-88 Péssego Aurora Bauru, SP 2010
PE-89 Péssego IAC 282-24 Pindorama, SP 2010
PE-90 Péssego IAC 680-13 Pindorama, SP 2010
PE-91 Péssego Aurora Bauru, SP 2010
PE-92 Péssego IAC 680-13 Paranapanema, SP 2010
PE-93 Péssego IAC 282-24 Pindorama, SP 2010
PE-94 Péssego Douradao Paranapanema, SP 2010

2.2.2.2 Caracterizacao cultural

A caracterizacdo cultural foi baseada na determinacéo da velocidade de crescimento da

colénia em diferentes temperaturas e na observacdo das caracteristicas morfoldgicas das

col6nias de cada isolado, cultivados em meio BDA.

Para cada isolado, discos de BDA Acumedia® com 6 mm de diametro, contendo

estruturas do fungo, foram obtidos das bordas de uma col6nia cultivada por cinco dias em

meio de cultura BDA Acumedia® (39 g/L) e transferidos para o centro de placas de Petri

contendo o mesmo tipo de meio. Apds a repicagem, os isolados foram incubados na

temperatura de 15, 20, 25, 30 e 35+1°C, sob fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de cinco

dias.
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A avaliacdo do experimento foi realizada diariamente, através da mensuracdo de
didmetros perpendiculares da coldnia com auxilio de paquimetro. A velocidade media de
crescimento da coldnia, expressa em mm/dia, foi utilizada para as analises estatisticas. Ao
quinto dia de cultivo, foram avaliadas as caracteristicas morfoldgicas das coldnias cultivadas a
25+1°C, tais como coloracdo da colénia e presenca de estruturas (esclerodios, setas, massa de

esporos).

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes por tratamento, onde cada parcela experimental foi composta por uma placa.
Os dados correspondentes a velocidade de crescimento da coldnia dos isolados foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas por meio do teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (UFLA, Lavras).

2.2.2.3 Caracterizacdo morfoldgica

Todos os isolados tiveram os formatos e dimensdes médias de conidios (comprimento,

largura e relagdo entre comprimento e largura) avaliados.

Para isso, foram preparadas laminas semi-permanentes contendo conidios obtidos de
colonias de cada isolado, cultivadas em meio de aveia (40 g de aveia, 15 g de agar, 1 litro de

agua destilada) por 7 dias, sob luz constante e temperatura de 25+1 °C.

Para a avaliagdo do formato do conidio, realizou-se uma avaliacdo prévia visando a
determinagdo dos formatos mais comuns encontrados. Cada formato recebeu uma
identificacdo numeérica, a qual foi utilizada para classificacdo. Posteriormente, a freqiiéncia de
cada formato foi avaliada entre 100 conidios de cada isolado.

O comprimento, largura e relacdo entre o comprimento e a largura dos conidios, foram
determinados por meio da avaliacdo de 50 conidios de cada isolado, utilizando-se sistema de
video-camara instalado em microscépio dptico Opton®, modelo TA-0124XS. A imagem foi
transmitida para computador e analisada por meio do programa EDN-2. Para a calibracdo do
equipamento utilizou-se uma lamina micrografada (Carl Zeiss®). Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas por meio do teste de Scott-knott ao
nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (UFLA, Lavras).

Os resultados da classificacdo morfolégica foram comparados com os descritos por

Sutton (1992), para a identificacdo das espécies.
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2.2.2.4 Caracterizacdo molecular
2.2.2.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme o método desenvolvido por Murray e
Thompson (1980), modificado. Macerou-se em cada tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, 0,1 g
de massa micélio em 500 pl de tampao de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M
NaCl; 0,02 M EDTA; 2 % CTAB; 0,2 % B-mercaptoetanol). Em seguida os tubos foram
incubados a 65°C por 30 minutos. Subseqiientemente, foi adicionado 500 pl
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v) aos tubos e estes foram misturados manualmente,
por agitacdo, durante 10 minutos e centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa
foi removida para novos tubos que continham isopropanol (v/v). A mistura foi centrifugada
por 15 minutos a 12.000 rpm e o precipitado obtido foi lavado com 500 pl de etanol 70% e
submetidos a uma nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 100 ul de 4gua

Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) 1:1000 (v/v), contendo 10 mg/mL RNAse A.

A concentracdo de DNA foi quantificada em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio, comparando visualmente a intensidade das bandas formadas com um padrdo de
peso conhecido (“High DNA mass ladder” - Invitrogen®). As amostras foram entdo diluidas
até a concentracdo de 10 ng DNA/uL de suspensio e armazenadas em freezer sob temperatura

de aproximadamente -20 °C.

2.2.2.4.2 ldentificacdo com oligonucleotideos especificos

Para a identificacdo molecular pela técnica de PCR, primeiramente utilizou-se
oligonucleotideos especificos para o género Colletotrichum, para confirmar se todos 0s
isolados pertenciam a esse género. Em seguida, foram utilizados os oligonucleotideos
especificos para C. acutatum, C. gloeosporioides e para uma espécie de Colletotrichum néo
identificada, que ocorre em frutiferas na Colémbia (AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

A identificacdo do género Colletotrichum foi realizada utilizando-se os pares de
oligonucleotideos CclF1 (5’-ACC TAA CTG TTG CTT CGG CG-3’) e Cc2R1 (5’-AAA
TTT GGG GGT TTT ACG GC-3’) (CULLEN et al., 2002). A reagédo foi realizada com 25 pL
de solucdo, em agua MilliQ, contendo 2 pL. do DNA extraido, 2,5 pL do tampdo 10X para
PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,3 uM de cada um dos
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oligonucleotideos (Cc1F1 e Cc2R1) e 0,04 U Taq DNA polimerase (todos os reagentes da
Invitrogen®). O regime utilizado junto ao termociclador foi de um ciclo de 1 minuto a 94 °C, 2
minutos a 65 °C e 2 minutos a 72 °C, seguido de um ciclo de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a 63
°C e 2 minutos a 72 °C, finalizando com 33 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a 61 °C e 2
minutos a 72 °C.

A identificacdo de C. acutatum foi realizada com os oligonucleotideos Calnt2 (5’-
GGG GAA GCC TCT CGC GG-3’) e ITS4 (5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC--3°)
(SREENIVASAPRASAD et al., 1996). A reagdo foi realizada com 25 pL de solugdo, em
agua MilliQ, contendo 2 uL do DNA extraido, 2,5 uL do tampao 10X para PCR, 1,5 mM de
MgCl, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Calnt2
e ITS4) e 0,04 U Tag DNA polimerase (todos os reagentes da Invitrogen®). O termociclador
foi programado para um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C e 90 segundos a
72 °C, seguido de um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C e 90 segundos a 72
°C, finalizando com 33 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 °C e 90 segundos a
72 °C.

Para a deteccdo de C. gloeosporioides foi utilizado o oligonucleotideo Cgint (5’-GGC
CTC CCG CCT CCG GGC GG-3") em conjunto com 1TS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3’) descritos por Mills, Sreenivasaprasad e Brown (1992). A reacdo foi realizada
com 25 pL de solug¢do, em agua MilliQ, contendo 2 pLL do DNA extraido, 2,5 puL do tampao
10X para PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,5 uM de cada um
dos oligonucleotideos (Cgint e 1TS4) e 0,04 U Tag DNA polimerase (todos os reagentes da
Invitrogen®). O termociclador foi programado para um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45
segundos a 62 °C e 90 segundos a 72 °C, seguido de um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45
segundos a 60 °C e 90 segundos a 72 °C, finalizando com 33 ciclos de 30 segundos a 94 °C,
45 segundos a 58 °C e 90 segundos a 72 °C.

Além dos oligonucleotideos espécie-especificos descritos, também foi utilizado o par
de oligonucleotideo Coll (5’-GCC GTC CCC TGA AAA G-3’) e ITS4 (5°-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’), os quais foram desenvolvidos para uma espécie de Colletotrichum
ndo identificada que ocorre em algumas frutiferas na Colombia (AFANADOR-KAFURI et
al., 2003). A reagdo foi realizada com 20 pL de solugdo em agua MilliQ, contendo 2 pL do
DNA extraido, 2,0 uL do tampao 10X para PCR, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de uma mistura de
dNTPs, 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Coll e ITS4) e 0,05 U Taq DNA
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polimerase (todos os reagentes da Invitrogen®). O regime utilizado junto ao termociclador foi
de 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 65 °C e 90 segundos a 72 °C.

Apos a amplificacdo, os produtos das PCRs foram aplicados em gel de agarose 1%
contendo 0,5 uL/mL de brometo de etidio. A corrida eletroforética foi realizada em corrente
constante de 5 volts/cm por 1 h. As bandas de DNA foram visualizadas em transiluminador de

ultravioleta e fotografadas.

Todas as analises foram realizadas utilizando-se amostras de DNA de isolados padrbes
das espécies C. acutatum (TUT-137) (FREEMAN et al., 2000), C. gloeosporioides (AVO-33-
4B) (FREEMAN et al., 2000) e Colletotrichum sp. (Man-76) , o qual reage com o0s
oligonucleotideos Col1/ITS4 (AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

2.2.2.4.3 Anélise das sequéncias de nucleotideos das regides ITS e B-tubulina

Neste experimento foram analisadas as sequéncias de nucleotideos das regides ITS-
5.8S rDNA e B-tubulina.

A regido ITS-5.8S rDNA foi amplificada com os pares de oligonucleotideos ITS 1
(5 TCC GTAGGT GAACCTGCG G 3)elTS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
3"), que geram um fragmento de aproximadamente 750 pb. Para a PCR, empregaram-se 3 pl
de DNA total extraido (30ng), tampdo 1X da enzima GoTagq DNA polimerase (Promega®),
2mM MgCl12, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM de cada oligonucleotideo na concentracdo e 1,25 U de
GoTagq DNA polimerase (Promega®), ajustando o volume da reagdo para 50 pl com 4gua
tratada com DEPC. O regime de programa utilizado no termociclador foi: 94°C por 2 minutos,
35 ciclos de 94°C por 35 segundos, 52°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, finalizando-se o
processo com 72°C por 15 minutos.

A regido do gene da B-tubulina foi amplificada com os oligonucleotideos Bt2-F
(5GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 3") e Bt2-R (5’ ACC CTC AGT GTA GTG
ACC CTT GGC 3"), gerando um fragmento de aproximadamente 510 pb. Para a realiza¢do da
PCR foram empregados as mesmas concentracdes de reagentes que foram utilizadas para
amplificacdo da regido 1TS-5.8S rDNA. Porém, o regime de programa utilizado no
termociclador foi: 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54,3°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto, finalizando-se o processo com 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose corado
com brometo de etidio e observados sob luz ultravioleta. Para seqlienciamento dos fragmentos
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amplificados, 100 pl do produto de PCR foi purificado com o Kit SV Gel and PCR Clean UP
system (Promega®). O seqilenciamento foi realizado conforme protocolo descrito pela
empresa Macrogen, Seul, Coréia do Sul, utilizando-se o kit BigDye™ Terminator Cycling, em
seqlienciador automatico 3730xl. As sequéncias obtidas foram editadas e concatenadas
através do software BioEdit Sequence Alignment Editor (1997-2005).

As seqliéncias obtidas foram alinhadas e processadas com o programa Mega 5.05
para construcdo da arvore filogenética dos isolados estudados, utilizando o método “p-
distance” (NEI; KUMAR, 2000) para a construcdo da matriz de distancias, pelo método de
Neighbor-Joining. Foi realizado um “bootstrap” com 10.000 replicagdes.

2.2.2.5 Caracterizacao patogénica
2.2.2.5.1 Agressividade no hospedeiro de origem

Neste experimento avaliou-se a agressividade do isolado em seu hospedeiro de
origem.

Para isso foram inoculados abacates ‘Fuerte’, mangas ‘Palmer’, maracujas ‘Afruvec’ e
péssegos ‘Douraddo’. Utilizou-se como indculo disco de meio BDA com 6 mm de didmetro
contendo estruturas do fungo proveniente das extremidades de colbnias cultivadas por 5 dias
sob luz continua a 2541 °C. A inoculac¢do foi realizada pela deposi¢do de um disco no centro
de frutos previamente desinfestados com alcool (70%) e hipoclorito de sddio (0,5%), ap6s
realizacdo de ferimentos com furador de 6 mm esterilizado, sendo o ferimento caracterizado
pela retirada da epiderme do fruto na area abrangida pelo furador. Frutos inoculados apenas
com disco de meio BDA néo colonizado, conforme o método descrito anteriormente, foram
utilizados como controle.

Os frutos inoculados foram incubados no escuro, a 25+1 °C por 24 horas em bandejas
plasticas contendo papéis de filtro umedecidos com &gua destilada esterilizada em seu
interior, sendo estas fechadas com sacos de polietileno. Posteriormente, os frutos foram
retirados das cdmaras Umidas e mantidos no escuro, a 25+1 °C, por mais seis dias (abacate e
manga), quatro dias (péssego) ou nove dias (maracuja). Ao final do experimento diametros
perpendiculares das lesdes foram mensurados com paquimetro.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes por tratamento, onde cada repeticdo foi representada por um fruto inoculado. Os
resultados foram analisados por meio da aplicacdo do teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar (UFLA, Lavras).
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2.2.2.5.2 Patogenicidade cruzada

Com base nos resultados do item 2.2.2.5.1, isolados pertencentes a cada espécie e
agressivos em seus hospedeiros, foram inoculados em abacate (‘Fuerte’), manga (‘Palmer’),
maracuja (‘Afruvec’) e péssego (‘Douraddo’).

A inoculacgdo foi realizada utilizando-se dois métodos: (i) disco contendo estruturas do
fungo em frutos feridos; (ii) suspensdo de esporo (10° conidios/mL) em frutos feridos com
agulha histoldgica.

Para 0 método “i” utilizou-se protocolo descrito no item 2.2.2.5.1. Para 0 método “ii”,
gotas contendo 40 uL de suspensdo com 10° esporos/mL foram depositadas sobre a epiderme,
na regido mediana dos frutos (previamente desinfestados com alcool (70%) por 1 minuto e
hipoclorito de sddio (0,5%) por 1,5 minutos), posteriormente estes foram feridos com agulha
histoldgica esterilizada na regido de deposicao da gota. Frutos inoculados utilizando 0 mesmo
protocolo, porém apenas com disco de BDA ndo colonizado ou com &gua destilada
esterilizada, foram utilizados como controle.

Os frutos foram acondicionados em bandejas plasticas desinfestadas contendo papéis
de filtro umedecidos com &gua destilada esterelizada, devidamente fechadas com sacos de
polietileno e incubadas no escuro, sob temperatura de 25+£1°C, por 24 horas. Passado este
periodo os frutos foram retirados das camaras umidas, permanecendo no escuro a 25+1°C por
mais seis dias. Decorrido este periodo as lesdes tiveram didmetros perpendiculares
mensurados, com auxilio de um paquimetro.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticbes por tratamento, onde cada repeticdo foi representada por um fruto
inoculado. Os resultados foram analisados por meio da aplicacdo do teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar (UFLA, Lavras).

2.2.2.6 Caracterizacdo enzimatica

Discos com (5 mm de diametro) de BDA Acumedia® contendo estruturas do fungo
foram retirados do bordo de coldnias cultivadas por 5 dias no escuro sob temperatura de
25°C+1 e repicados individualmente para o centro de placas de Petri, contendo cada um dos
meios descritos nos itens abaixo, com objetivo de avaliar a atividade das enzimas amilase,

celulase, lipase, proteinase, lacase, pectinase e catalase.
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2.2.2.6.1 Atividade da amilase

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio minimo, o qual teve a
glicose substituida por amido (6 g de NaNOs, 1,5 g de KH,PO,4, 0,5 g de KCI, 0,5 g de
MgS0,.7H,0, 0,01 g de FeSO,, 0,01 g de ZnSQ, , 10 g de amido, 15 g de &gar, 1 L de &gua
destilada, pH = 6,8). As colbnias foram incubadas a 25° C sob fotoperiodo de 12 horas. Ap6s
cinco dias de cultivo foi aplicado em cada placa 2 mL de solugdo lugol (5 g de KI, 1 g de
iodo, 100 mL de &gua destilada), sobre a superficie do meio de cultura. Apés 10 minutos, a
solucdo lugol foi descartada e avaliou-se o halo de degradacdo oriundo da atividade
amilolitica, caracterizado pela formacdo de halo claro circundado por uma zona azulada ao
redor da colonia (PEREIRA, 2009).

A avaliacdo foi realizada por meio da mensuracdo de didmetros perpendiculares da
colbnia e da col6nia mais o halo decorrente da atividade enzimatica, obtendo-se as respectivas
areas. A area do halo de degradacao oriundo da atividade da enzima foi obtida subtraindo a
area da colonia (PEREIRA, 2009).

2.2.2.6.2 Atividade da celulase

Os isolados foram cultivados em agar carboximetilcelulose (1 g de KH,PO4, 0,5 g de
(NH4)2S0Oq4, 0,5 g de asparagina, 0,5 g de KCI, 0,2 g de MgS0,.7H20, 0,1 g de CaCl,, 0,5 g
de extrato de leveduras, 10 g de carboximetilcelulose, 20 g de agar, 1 L de agua destilada). As
colonias foram incubadas por cinco dias a 25 °C no escuro e em seguida submetidas a choque
térmico por 16 horas a 50 °C. Apds esse periodo, foram adicionados 10 mL de solugdo corante
de vermelho congo (2,5 g/L) em tamp&o Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Ap6s 30 minutos a solucao
foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solucdo de NaCl 0,5 M neste mesmo
tampao, visando revelar o halo claro e estreito de degradacéo da celulose ao redor da colénia
(PEREIRA, 2009).

A érea do halo decorrente da atividade celulolitica foi avaliada conforme descrito no
item 2.2.2.6.1.

2.2.2.6.3 Atividade da lipase

O protocolo para avaliacdo da atividade lipolitica utilizado foi adaptado de Hankin e
Anagnostakis (1975).

Os isolados foram cultivados em placas de petri contendo meio de cultura especifico
para deteccdo da atividade lipolitica (10 g de peptona, 5 g de NaCl, 0,1 g de CaCl,.2H,0, 20 g
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de &gar, 0,01 g de rodamina, 10 mL de Tween 20 (esterilizado separadamente), 1 L agua
destilada, pH 6,0).

As coldnias foram incubadas por cinco dias a 25 °C no escuro e em seguida incubadas
a 4°C por 48h. Apos este periodo foi avaliado o halo ao redor da coldnia, formado por cristais
de sais de célcio decorrentes da liberacdo da enzima lipolitica.

A area do halo decorrente da atividade lipolitica foi realizada de acordo com o item
2.2.2.6.1.

2.2.2.6.4 Atividade da proteinase

O protocolo para avaliagdo da atividade da proteinase estd de acordo com a
metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis (1975), adaptada.

Para isso, os isolados foram cutivados em placas de petri contendo meio solidificado
composto por 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 1 g NaCl, 15 g de &gar, 0,4 g
gelatina e 1 L de 4gua, em pH 6,0. A gelatina foi autoclavada separadamente e misturada ao
meio antes de verte-lo para as placas.

As colbnias foram incubadas por 48 horas a 25 °C no escuro. Apds este periodo o halo,
caracterizado por uma regido amarelada ao redor da colonia contrastante com o vermelho
presente na regido em que nao houve atividade proteolitica, foi revelado por meio da
aplicacdo de 10 mL de vermelho de metila (2%) em cada placa.

A éarea do halo decorrente da atividade proteolitica foi avaliada de acordo com o item
2.2.2.6.1.

2.2.2.6.5 Atividade da lacase

Neste experimento, utilizou-se o protocolo descrito por Santos (2007).

Os isolados foram cultivados em meio contendo 20 g de &gar acrescido de 0,5% (p/v)
de &cido galico, 15 g extrato de malte e 1 g de peptona em 1 L de agua destilada (pH 7,0). O
acido galico foi homogeneizado em 50 mL de agua destilada e autoclavado separadamente ao
meio de cultura, sendo misturado ao mesmo antes de verte-lo para as placas. As colonias
foram incubadas por cinco dias a 25 °C no escuro.

A atividade da enzima lacase foi detectada pela formacgéo de um halo marrom ao redor
das colbnias.

A érea do halo decorrente da atividade da lacase foi avaliada conforme descrito no
item 2.2.2.6.1.
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2.2.2.6.6 Atividade da pectinase

O protocolo utilizado para avaliacdo da atividade da pectinase foi adaptado a partir das
descrigdes de Hankin e Anagnostakis (1975).

Para isso, 0s isolados foram cultivados em meio de cultura sélido composto de 500
mL de solugdo mineral (2 g de (NH4),S04, 4 g de KH,PO,4, 6 g de Na;HPO,4, 0,2 g de
FeS0,4.7H,0, 1 mg de CaCl,, 10 ug de H3BO3, 10 ug de MnSOy4, 70 ug de ZnSO4, 50 pkg de
CuSQO4, 10 pg de MoO3) + 500 mL de solugdo de pectina (1 g de extrato de levedura, 15
gramas de &gar, 5 gramas de pectina citrica). O meio foi ajustado para pH 7,0.

As coldnias foram incubadas por cinco dias a 25 °C no escuro. Decorrido este periodo,
0 halo de degradacdo, formada por uma regido transllcida ao redor da coldnia, foi revelado
com aplicagéo de vermelho de metila (2%).

A éarea do halo decorrente da atividade da pectinase foi determinada conforme o item
2.2.2.6.1.

2.2.2.6.7 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi avaliada segundo Santos (2007).

As colonias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio BDA a 25 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias. Decorrido este periodo aplicou-se 10 mL de H,0,
(10%) em cada placa. Observou-se a ocorréncia de producdo de gas (borbulhamento na
solucdo aplicada) ap6s 30 segundos, o que indicou o resultado positivo, isto €, a produgdo da
enzima catalase pelo fungo, responséavel pela decomposicdo do peréxido de hidrogénio.

2.2.2.6.8 Analises estatisticas

O delineamento experimental adotado, em todos 0s experimentos da caracterizagao
enzimatica, foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cbes, sendo a parcela
experimental representada por uma placa de Petri contendo um isolado.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias das repeticfes dos
isolados foram comparadas entre si para cada enzima, por meio da aplicagédo do teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se para as analises o programa estatistico
Sisvar (UFLA, Lavras).

2.2.3 Efeito da temperatura e periodo de molhamento sobre a pré-penetracéo infeccéo e
colonizacéo de Colletotrichum gloeosporioides em abacates ‘Hass’ e ‘Fuerte’.
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2.2.3.1 Isolado utilizado

Para todos os experimentos utilizou-se o isolado monospérico “AV-05", obtido de
abacate ‘Fuerte’, oriundo de Bauru-SP e identificado como sendo C. gloeosporioides por
meio de caracteristicas morfo-culturais e moleculares.

Este isolado foi escolhido por suas boas caracteristicas de esporulacdo e germinacgdo
de conidios apds a realizacdo de testes preliminares.

2.2.3.2 Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento na germinacéo e
formacéo de apressdrios de Colletotrichum gloeosporioides

Neste experimento foram utilizados abacates ‘Fuerte’, provenientes da fazenda
Jaguacy, localizada em Bauru, SP. Estes frutos foram previamente desinfestados por imerséo
em alcool 70% por 1 minuto e em seguida por imersdo em hipoclorito de sédio 0,5%, por 2
minutos, sendo posteriormente lavados com agua destilada esterilizada e secos a temperatura
ambiente por 4 horas.

Os frutos foram acondicionados em bandejas plésticas desinfestadas contendo papéis
de filtro umedecidos com agua destilada esterelizada. A inoculacdo foi realizada por meio da
deposicdo de gotas contendo 40 pL de suspensdo com conidios com 10° conidios/mL.
Posteriormente, as bandejas foram fechadas com plastico e acondicionadas em camara de
crescimento, no escuro, sob as temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40+1°C. Decorrido
os periodos de molhamento 3, 6, 12 e 24 horas, os frutos foram retirados da camara Umida e
secos. Em seguida, na area de tecido vegetal inoculada, foi aplicada uma pelicula de esmalte
transparente. Ap6s uma hora, a pelicula foi cuidadosamente retirada, colocada sobre lamina
de vidro contendo 5 pL de lactoglicerol e visualizada ao microscdpio 6ptico sob aumento de
400 vezes (AGOSTINI; TIMMER, 1994; MORAES, 2009).

Foram avaliados 100 conidios em cada repeticdo, sendo quantificadas as porcentagens
de conidios germinados e de conidios com apressdrios formados. Foi considerado germinado,
0 conidio que apresentou tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao comprimento do
mesmo, ou aquele que mesmo apresentando tubo germinativo menor, formou apressério
(SOARES, 2008).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes por tratamento, sendo realizado duas vezes, simultaneamente.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio de regressdes nao-lineares,
utilizando o software STATISTICA 6.0 (Statsoft, Tulsa). Os dados da germinacao de conidios
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e formacdo de apressérios em funcdo da temperatura e periodo de molhamento foram
analisados por meio de regressdes nao-lineares, através do modelo beta-monomolecular
(HAU; KRANZ, 1990), descrito pela equacdo Z=[B1*((T-B2)B3)*((B4-T)B5)]*[B6*(1-
B7*exp(-B8*M))] em que, Z corresponde a taxa de germinacdo de conidios ou de formacédo
de apressorios, T representa a temperatura (°C), M corresponde ao periodo de molhamento
(horas), B2 e B4 representam, respectivamente, as temperaturas minima e maxima, B5
representa a amplitude da curva em sua faixa assintética, B8 esté relacionado a velocidade de
aumento da variavel dependente em funcdo do molhamento e B1, B3, B6 e B7 sdo parametros
do modelo.

2.2.3.3 Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento na infeccdo e
colonizacéo de C. gloeosporioides em abacates ‘Hass’ e ‘Fuerte’

Para os experimentos foram utilizados abacates das variedades ‘Hass’ e ‘Fuerte’
provenientes do packinghouse da empresa Jaguacy, localizado em Bauru, SP e do CEASA de
Campinas, SP.

Os frutos foram lavados com detergente neutro e desinfestados pela imersdo em alcool
70% durante 1 minuto e em hipoclorito de sddio 0,5% por 2 minutos, sendo posteriormente
lavados com &gua destilada esterilizada e secos a temperatura ambiente por 4 horas. Em
seguida, foram acondicionados em bandejas plasticas previamente desinfestadas, contendo
papéis de filtro umedecidos com agua destilada esterelizada.

A inoculacéo foi realizada por meio da deposicdo de 40 pL de suspensdo contendo 10°
conidios/mL no centro de cada fruto, sendo, posteriormente, realizado um ferimento com
agulha histolégica esterilizada na epiderme do fruto, a profundidade de aproximadamente 3
mm, na regido de deposicdo da suspensdo de conidios. Frutos inoculados apenas com éagua
destilada esterilizada, seguindo 0 mesmo protocolo, foram utilizados como controle.

Apos a inoculacdo, as bandejas contendo os frutos foram fechadas com sacos plasticos
e incubadas em camaras de crescimento sob temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30+1°C e
periodos continuos de molhamento de 6, 12 e 24 horas, no escuro.

Avaliaram-se diariamente, os periodos de incubacdo e de laténcia, a incidéncia de
frutos com antracnose e o didmetro médio de cada lesdo, sendo obtida a taxa de progresso da

lesdo em um periodo de 12 dias apés a inoculacdo.
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O experimento foi realizado duas vezes, em delineamento inteiramente casualizado,
com 6 repeticdes por tratamento, sendo cada unidade experimental representada por um fruto
inoculado.

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de regressdes nao-lineares,
utilizando o software STATISTICA 6.0 (Statsoft, Tulsa). A taxa de progresso da lesdo e
diametro da lesdo em fungdo da temperatura e periodo de molhamento foram analisados por
meio de regressdes ndo-lineares, através do modelo beta-monomolecular (HAU; KRANZ,
1990), descrito pela equagdo Z=[B1*((T-B2)B3)*((B4-T)B5)]*[B6*(1-B7*exp(-B8*M))] em
que, Z corresponde a taxa de progresso da lesdo (mm/dia) ou didmetro da lesdéo (mm); T
representa a temperatura (°C), M corresponde ao periodo de molhamento (horas), B2 e B4
representam, respectivamente, as temperaturas minima e maxima, B5 representa a amplitude
da curva em sua faixa assintotica, B8 esta relacionado a velocidade de aumento da variavel

dependente em funcdo do molhamento e B1, B3, B6 e B7 sdo parametros do modelo.

2.2.4 Controle da antracnose em abacates com fungicidas e sanitizantes

Abacates ‘Hass’ obtidos em agosto e setembro de 2008, procedentes de Bernardino
de Campos, SP, foram uniformizados quanto a auséncia de defeitos, lavados com detergente
neutro e imersos por 30 segundos em suspensdo contendo 0s seguintes defensivos ou
sanitizantes (doses em mg ou uL/L): &gua (testemunha), azoxistrobina (75), cloreto de
benzalconio (1000), diéxido de cloro (150 de cloro ativo), Ecolife® (4000), hipoclorito de
sodio (150 de cloro ativo), imazalil (1000), procloraz (1000) e tiabendazol (1000).

Apos a aplicacdo dos tratamentos e secagem dos frutos, estes foram mantidos por 24
horas, a 25°C, no escuro, em bandejas plasticas, previamente desinfestadas, contendo papéis
de filtro umedecidos com &gua destilada esterelizada e fechadas com sacos de polietileno.
Posteriormetne, os frutos foram retirados da cdmara Umida e mantidos por mais 13 dias em
condicdes similares, sendo avaliados quanto a incidéncia de sintomas das doencas pés-

colheita a cada dois dias.

O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso com nove tratamentos e 20

frutos por tratamento.

O experimento foi realizado duas vezes. Diferencas entre os tratamentos foram
verificadas pelo teste ndo paramétrico de comparacdo de multiplas proporcées, em nivel de
5% (ZAR, 1999).
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Identificacdo e quantificacdo de danos pos-colheita em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’
em packinghouse

As amostragens de abacates das variedaddes ‘Fuerte’ e ‘Hass’ realizadas em
packinghouse localizado no municipio de Bauru, Estado de Séo Paulo, revelaram a ocorréncia
de trés doencas flngicas em pds-colheita: antracnose, podriddo de fusicocum e podriddo de
lasiodiplodia (Tabela 2).

Os sintomas da antracnose nos frutos foram caracterizados pela presenca de lesdes
necroéticas, recobertas por massas de esporos de coloracdo alaranjada na superficie do fruto,
em contraste com as lesdes cobertas com micélio cinza de Fusicoccum spp. e Lasiodiplodia
theobromae (Figura 1).

A antracnose foi a principal doenca pds-colheita nas duas variedades. A incidéncia
media da doenca ap6s 15 dias de armazenamento a 25°C foi de 45,7% para o abacate ‘Fuerte’
e de 68,7% para o abacate ‘Hass’ (Tabela 2).

De maneira semelhante ao que foi observado neste trabalho, altas incidéncias da
antracnose foram constatadas no mercado varejista de Recife, Estado de Pernambuco, onde
38,5% dos abacates amostrados apresentaram podriddes, sendo que 41,5% destas
corresponderam a antracnose (SILVEIRA et al.,, 2001). Esta doenga também se mostrou
importante na Africa do Sul e na Austréalia, onde foram constatadas incidéncias proximas a
30% (BEZUIDENHOUT; KUSCHKE, 1983) e 90% (WILLINGHAM et al., 2006),
respectivamente.

As incidéncias da podriddo de lasiodiplodia e da podriddo de fusicocum foram
significativamente menores que da antracnose (Tabela 2). A podriddo de lasiodiplodia ocorreu
em 4% dos frutos de ambas as variedades, enquanto a podridao de fusicocum afetou 7% dos
abacates ‘Fuerte’ e 3% dos abacates ‘Hass’. A ocorréncia dessas duas doengas, segundo Pegg
et al. (2002), é comum na maioria das regides produtoras de abacate, mas estas sdo
geralmente menos importantes que a antracnose, fato que corresponde as observacdes
realizadas no presente trabalho.

As incidéncias totais de podriddes em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’ diferiram
estatisticamente entre as etapas de beneficiamento em packinghouse, ao final dos 15 dias de
armazenamento a 25°C e 70-75% de umidade relativa do ar. Observou-se reducdo da
incidéncia total de podridGes nos frutos amostrados no palete em relacdo aos da chegada e
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aumento da incidéncia nos frutos beneficiados que permaneceram na camara a 5°C por 30
dias.

Diferencas na incidéncia de antracnose entre as etapas de beneficiamento foram
verificadas a partir do quarto dia de armazenamento a 25°C, com maior incidéncia nos frutos
previamente armazenados em camara fria (Figura 2). A maior incidéncia de antracnose nos
frutos da chegada em relacdo aos do palete também foi observada a partir do 11° dia de
armazenamento para ‘Hass’ e 13° dia para ‘Fuerte’

A menor ocorréncia de podridGes nos abacates amostrados no palete esta
possivelmente relacionada com a aplicacdo de cera de carnalba, que confere protecdo aos
frutos e retarda o processo de amadurecimento (DARVAS; KOTZE; WEHNER, 1990),
consequentemente atrasando o desenvolvimento dos patégenos quiescentes. No caso do
abacate ‘Fuerte’, pode também ter havido efeito do procloraz no controle do fungo. Este fato
ja foi constatado por Powell (1988), o qual observou que o tratamento de abacates com cera
reduziu severamente a antracnose, principalmente quando essa foi associada ao fungicida
procloraz.

Outro fator a ser considerado na reducdo da antracnose com o beneficiamento foi a
retirada de frutos com verrugose pelo processo de selecdo manual (Tabela 3), doenca que,
segundo Palmateer, Ploetz e Harmon (2006) favorece a infeccdo dos frutos por
Colletotrichum spp.

Por sua vez, a maior incidéncia de podriddes em frutos previamente armazenados em
camara fria pode ter sido favorecida por alteracdes fisiol6gicas nos mesmos. De acordo com
Hopkirk, White e Beever (1994), ap6s 0 armazenamento refrigerado o abacate ‘Hass’ deve ser
amadurecido a 15°C, pois a 25°C, como empregado neste trabalho, a qualidade do fruto é
afetada.

As injarias de batida e lesdo ndo cicatrizadas foram crescentes com o beneficiamento
dos abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’ (Tabela 3). Do total de aumento das injurias ndo cicatrizadas
observadas em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’, amostrados no palete, 52,2 e 74,4%,
respectivamente, foram decorrentes do processo de aparacdo manual do pedunculo, com
tesoura. Lesdes cicatrizadas, decorrentes do atrito das folhas com os frutos foram decrescentes
nas duas variedades, assim como lesdes de verrugose (Sphaceloma persea) em abacate
‘Fuerte’, evidenciando rigorosa selecdo manual para estes defeitos que depreciam a aparéncia

dos frutos. Sintomas de cercosporiose (Cercospora purpurea) ocorreram em menor
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freqiiéncia nos frutos (2-5%), ndo havendo diferengas significativas entre as etapas
amostradas.

O aumento na incidéncia de injarias mecanicas (batida e lesdo ndo cicatrizada) com o
beneficiamento ndo influenciou a ocorréncia da antracnose, sendo, entretanto, observada
diminuicdo no total desta doenca nos frutos do palete, resultado que diverge do constatado por
Palmateer, Ploetz e Harmon (2006) que atribuem aos ferimentos a favorabilidade do processo
infectivo de Colletotrichum em abacate.

O fato da infeccdo iniciar ainda no campo e permanecer quiescente durante a pos-
colheita (PRUSKY; KEEN; EAKS, 1983) ajuda a explicar a auséncia de correlacdo entre as
podriddes e injurias mecéanicas ocorridas durante o beneficiamento. Assim, possivelmente 0s
sintomas observados em pds-colheita foram predominantemente decorrentes de infeccdes

quiescentes, iniciadas durante a fase de cultivo.

Tabela 2 - Incidéncia (%)* de doencas pds-colheita em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’ oriundos de diferentes etapas
do beneficiamento em packinghouse ap6s 15 dias de armazenamento a 25°C

Abacate ‘Fuerte’ Abacate ‘Hass’
Doengas Etapas do beneficiamento Etapas do beneficiamento
Chegada® Palete® Camara® Média Chegada® Palete* Camara® Média

Antracnose 42,0 bA?> 250cA 70,0aA 457 A 85,0aA 31,0bA 90,0aA 68,7 A
Podridado de

) 8,0aB 3,0aB 10,0aB 70B 1,0 bB 6,0aB 2,0abB 3,0B
fusicocum
Podridado de
o ) 30aB 2,0aB 7,0aB 40B 1,0 bB 10,0aB 1,0bB 4,0B
lasiodiplodia
Total 53,0b 30,0c 870a 56,7 87,0a 470b 93,0a 75,7

TMédia de duas amostragens de 50 frutos, procedentes de Bauru (‘Fuerte’), Olimpia (‘Hass’) e Bernardino
de Campos, SP (‘Hass’)

2 Valores seguidos pela mesma letra, minGscula na linha e maitscula na coluna, néo diferem entre si para
cada variedade, em nivel de 5% pelo teste ndo paramétrico de comparacéo de multiplas proporgdes

® Chegada: frutos coletados nos engradados plésticos transporte, no momento da chegada ao packinhouse

* Palete: frutos coletados em caixas de papeldo do palete, ap6s tratamento por imersdo em procloraz (1000
mg L™) (apenas abacate ‘Fuerte’), aparacdo dos pedinculos e selecdo manual dos frutos injuriados,
aplicaco de cera e classificagdo automatizada por massa

> Camara: frutos beneficiados, coletados apés 30 dias de armazenamento refrigerado a 5°C.
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Figura 1 - Sintomas da antracnose (a), podriddo de lasiodiplodia (b) e podridao de fusicocum (c) em abacate

a b
100 —=— Chegada g 100 —m— Chegada
80 | —e— Palete A c 80 | —e— Palete
< —A— Camara A e —&— Camara
.g 60 -
@
ke 40 ~
= A
204 A
A
| 0+ —
0 5 10 15 0 5 10 15

Dias de armazenamento
Figura 2 - Progresso da incidéncia (%) de antracnose em abacates ‘Fuerte’ (a) e ‘Hass’ (b) durante 15 dias de

armazenamento a 25°C. Chegada: frutos coletados nos engradados plasticos transporte, no momento
da chegada ao packinhouse; Palete: frutos coletados em caixas de papeldo do palete, apos tratamento
por imersdo em procloraz (1000 mg L) (apenas abacate ‘Fuerte’), aparacdo dos pedtnculos e selecio
manual dos frutos injuriados, aplicacdo de cera e classificacdo automatizada por massa; Camara:
frutos beneficiados, coletados apds 30 dias de armazenamento refrigerado a 5°C. Valores seguidos
pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si, em nivel de 5% pelo teste ndo paramétrico de

comparacao de multiplas proporcOes. Barras verticais representam o erro padréo
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Tabela 3 - Incidéncia (%)' de injdrias em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’, antes e apds o beneficiamento em

packinghouse

Injarias Etapas do beneficiamento-Fuerte Etapas do beneficiamento-Hass
Chegada® Palete’ Chegada Palete
Batida 9 b 52 a 6b 24 a
Les&o néo cicatrizada 20b 43 a 19b 58 a
Les&o cicatriz. (>1<2cm?) 49 a 20b 28 a 32a
Les&o cicatrizada (>2cm?) 5a 0b 9a 2b
Verrugose 60 a 32b 28 a 20 a
Cercosporiose 4 a 2a 5a 2a

TMédia de duas amostragens de 50 frutos, procedentes de Bauru (‘Fuerte’), Olimpia (‘Hass’) e Bernardino de
Campos-SP (‘Hass’)

2Valores seguidos pela mesma letra minGscula na linha néo diferem entre si para cada variedade, em nivel de
5% pelo teste ndo paramétrico de comparacao de mdaltiplas proporcdes

® Chegada: frutos coletados nos engradados plésticos transporte, no momento da chegada ao packinhouse

* Palete: frutos coletados em caixas de papeldo do palete, ap6s tratamento por imersdo em procloraz (1000 mg

L") (apenas abacate ‘Fuerte”), aparacdo dos pedinculos e selecido manual dos frutos injuriados, aplicacio de

cera e classificagdo automatizada por massa

2.3.2 Caracterizacao, identificacdo e analise comparativa de isolados de Colletotrichum

do abacateiro e outras frutiferas

2.3.2.1 Caracterizacao cultural

As colbnias, apds cinco dias de cultivo a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas,
apresentaram crescimento denso e cotonoso. Para 60,2% dos isolados a cor da parte superior
da colonia foi predominantemente branca-acizentada enquanto os demais isolados tiveram
colonias cinzas (Figura 3). O reverso da colnia foi predominantemente castanho para 86,1 %
dos isolados, salméo para 12,9% dos isolados e apenas um isolado (AV-22) teve reverso da
colénia predominantemente cinza. Ndo houve producdo de esclerddios e setas para nenhum
isolado e apenas 29% deles produziram massas conidiais de cor laranja (Tabela 4).

Comparando-se os resultados da Tabela 4 com as descri¢cdes de Sutton (1992) para
espécies de Colletotrichum, observa-se a maior semelhanca dos isolados avaliados com duas
espécies: C. gloeosporioides e C. acutatum. Segundo o autor, C. acutatum produz col6nias
brancas tornando-se cinza a castanho acinzentado, com reverso rosa oOucarmim, sem

esclerédios e com massa de conidios rosa, salmdo ou laranja. Por sua vez, C. gloeosporioides
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produz coldnia branca acinzentada a cinza escuro, com reverso branco a cinza escuro, sem
esclerédios, podendo ou ndo produzir setas e conidios em massas de cor salmao palida.

De acordo com as descri¢des deste autor, todos os isolados assemelham-se tanto a C.
gloeosporioides como a C. acutatum em relacdo a coloracdo superior da coldnia e a auséncia
de esclerddios e setas. Ao considerarmos a cor do reverso da colbnia, entretanto, observamos
que, com excecdo de AV-22, que apresentou reverso cinza, os isolados ndo se enquadraram
nas descricdes de Sutton (1992) para nenhuma dessas duas espécies. Apesar disto, colénias
com reverso castanho ou salmdo, similares as que foram constatadas neste trabalho, j& foram
observadas tanto para C. gloeosporioides quanto para C. acutatum (TOZZE JUNIOR, 2007;
ANDRADE et al., 2007; PEREIRA, 2009; PIMENTA, 2009), demonstrando que a variacéo
intraespecifica da cor do reverso da colénia é maior do que Sutton (1992) cita para essas
espécies.

Em relacdo a cor laranja das massas conidiais, notou-se que esta foi compativel com as
descricbes de Sutton (1992) apenas para C. acutatum. Contudo, alguns trabalhos néo
corroboram as informacdes deste autor e relatam a existéncia de massas conidiais laranja
também para C. gloeosporioides, fato ja constatado inclusive para isolados obtidos de abacate
(SILVA-ROJAS; AVILA-QUEZADA, 2011) e manga (PIMENTA, 2009). Portanto, assim
como a coloracdo do reverso da colénia, a cor da massa de conidios parece nao ter valor
relevante na taxonomia de Colletotrichum. Constatagdo similar foi feita por Smith e Black
(1990), os quais concluiram que a cor da massa de conidios ndo poderia servir como um
critério de separacdo de espécies de Colletotrichum associadas ao morangueiro estudadas pelo
autor, devido a sobreposicdo desta caracteristica entre isolados.

Considerando o crescimento das coldnias sob as diferentes temperaturas, nota-se que
todos os isolados, independente do hospedeiro ou regido de origem, desenvolveram-se melhor
entre 20 e 30°C, faixa considerada adequada para o desenvolvimento de isolados de C.
gloeosporioides (SANGEETHA; RAWAL, 2009; QUIMIO; QUIMIO, 1975; AHMED,
1985). Esses resultados correspondem as temperaturas médias comumente constatadas nos
municipios de origem desses isolados (MIRANDA et al., 2011).

Para todos os isolados houve maior desenvolvimento de colonias a 25°C, com excecéao
de AV-09, que se desenvolveu melhor a 30°C. De acordo com Adaskaveg e Hartin (1997), C.
acutatum desenvolve-se melhor a 25°C enquanto C. gloeosporioides apresenta maior
crescimento de colonias quando incubado a 30°C. Por outro lado, alguns trabalhos citam
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isolados de C. gloeosporioides cujo crescimento de col6nias é mais intenso a 25°C (RAJAK,
1983; PIMENTA, 2009; TOZZE JUNIOR, MELLO; MASSOLA JUNIOR, 2006).

Em todas as temperaturas, observou-se grande variabilidade entre isolados,
independente do hospedeiro de origem. A 25°C, os isolados foram classificados em 13 grupos
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 4). Nesta temperatura, a amplitude
desta varigvel foi de 8,2 a 12,8 mm/dia entre os isolado de abacate, 7,0 a 12,6 mm/dia entre 0s
isolados de manga, 6,5 a 12,5 mm/dia entre os isolados de maracuja e entre 6,4 e 12,1 mm/dia
para os isolados de péssego.

A taxa de crescimento de colonias tem sido utilizada na taxonomia de Colletotrichum
para distincdo de espécies e € considerada por Vinnere (2004) uma caracteristica estavel e Gtil
para distingdo de C. acutatum e C. gloeosporioides, sendo que a primeira espécie é relatada
como tendo menor crescimento do que a segunda (SUTTON, 1992). Este fato foi confirmado
no trabalho de Adaskaveg e Hartin (1997), os quais constataram que isolados de C. acutatum
de morango, améndoa, péssego apresentaram taxa de crescimento inferior a 10 mm/dia,
enquanto que isolados de C. gloeosporioides de citros e mamdo apresentaram taxa de
crescimento maior que 10 mm/dia, quando cultivados a 25°C. Resultados similares foram
constatados para isolados obtidos de pimentdo, cultivados em BDA a 25°C, onde aqueles
pertencentes a espécie C. gloeosporioides apresentaram coldnias com taxa de
desenvolvimento superior a 10 mm/dia, enquanto os pertencentes a espécie C. acutatum
tiveram menor taxa de desenvolvimento, mais préxima a 8 mm/dia (TOZZE JUNIOR; 2007).

No presente trabalho, 60,2% dos isolados apresentaram col6nias com crescimento
superior a 10 mm/dia quando incubados a 25°C (Tabela 4), o que corresponde aos resultados
observados pelos autores acima citados para a espécie C. gloeosporioides, enquanto alguns
isolados apresentaram crescimento mais proximo ao que Tozze Junior (2007) constatou para
isolados de C. acutatum de pimentdo.

Apesar da taxa de crescimento ser comumente utilizada para distincdo das espécies
citadas, Freeman, Katan e Shabi (1998) observaram que as colbnias de isolados de C.
gloeosporioides de amendoeira tiveram menor crescimento que os isolados dessa mesma
espécie obtidos de abacate e ndo diferiram estatisticamente de isolados de C. acutatum de
morangueiro. Desta forma, o uso desta caracteristica para distincdo de espécies também pode
levar a resultados equivocados e deve ser utilizado com cautela.

Nas analises realizadas com base no crescimento médio das coldnias nas diferentes

temperaturas (Figura 4), foi observada a existéncia de padrdes distintos entre hospedeiros.



62

Este fato fica ainda mais evidente quando se compara a taxa de crescimento das col6nias de
um mesmo isolado quando cultivadas a 35°C com as cultivadas a 25°C.

Para todos os isolados houve uma grande reducdo no desenvolvimento das colonias
incubadas a 35°C, porém observou-se maior reducdo para os isolados de manga, que em
média cresceram 78,9% a menos quando a temperatura de incubacdo passou de 25 °C para
35°C.

Entre os isolados de maracuja e péssego, houve uma grande variabilidade entre os
isolados, alguns sofreram uma dréstica reducdo na taxa de desenvolvimento enquanto outros
foram poucos inibidos quando cultivados a 35°C. Em média, a reducdo do crescimento das
colénias foi de 62,4% entre os isolados de maracuja e de 45,4% entre os isolados de péssego.
Para os isolados de abacate houve menor variacdo e a reducdo média no crescimento das

colénias incubadas a 35°C foi de 52,9%, quando comparadas as coldnias incubadas a 25°C.

Figura 3 — Aspectos de colénias de diferentes isolados de Colletotrichum spp., cultivadas a 25°C em meio batata-
dextrose-agar: Colonia branca acinzentada no centro com reverso salmao com massa conidial laranja
no centro (a,d), colénia cinza clara com reverso castanho (b,e), colénia cinza com reverso cinza e
massas conidiais laranja em anéis concéntricos (c,f)
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Tabela 4 — Caracteristicas culturais de isolados de Colletotrichum spp. de abacate, manga, maracuja e péssego:
Taxa de crescimento de col6nias cultivadas em meio batata-dextrose-agar sob fotoperiodo de 12
horas em diferentes temperaturas, cor predominante da col6nia e presenca de massas de conidios

(continua)
Isolado Taxa de crescimento da col6nia (mm/dia) Cor predominante da colonia? Massa
15°C  20°C  25°C  30°C  35°C (parte superior / reverso) conidial*®
AV-01 64 a 85b 94h 91e 57c¢ Branca acinzentada / castanho -
AV-02 45 f 81 c 123 b 98 ¢ 51 f Branca acinzentada / castanho -
AV-03 53 c 85b 94 h 86 f 53f Cinza / castanho a cinza +
AV-04 47 e 69f 102 g 79 h 780b Branca acinzentada / castanho -
AV-05 49 e 69f 123 b 95d 79 b Cinza claro / castanho a cinza +
AV-06 53 c 83 c 108 e 89 e 53 f Branca acinzentada / castanho -
AV-07 57b 79d 122 b 98 c¢c 50 f Branca acinzentada / castanho -
AV-08 58b 78 d 104 f 78 h 3,6 h Brancaacinzentada/Branca a salméo +
AV-09 67 a 87b 94h 98 ¢c 66 c Branca acinzentada / castanho -
AV-10 43 f 85b 101 g 86 f 40 h Branca acinzentada / castanho -
AV-11 58 b 80 c 108 e 86 f 26 i Branca acinzentada / castanho -
AV-12 42 f 7,7 d 102 g 84 f 35 h Cinza claro / castanho a cinza -
AV-13 45 f 81l c 126 a 96 ¢ 3,2 i Cinza claro / castanho a cinza +
AV-14 57 b 85 b 97 h 85 f 60d Branca acinzentada / salmdo +
AV-15 49 d 78 d 115 c¢ 10,1 a 50 f Branca acinzentada / castanho -
AV-16 51 d 91 a 116 ¢ 10,1 a 41 h Cinza claro / castanho a cinza +
AV-17 351i 60h 82 j 65k 69c Cinza claro / salméo +
AV-18 45 f 88 a 116 ¢ 93 d 20 j Branca acinzentada / castanho -
AV-19 37 h 44 k 104 f 99 b 62 d Branca acinzentada / castanho -
AV-20 45 f 80 c 116 ¢ 93 d 58 e Branca acinzentada / castanho -
AV-21 56 b 82 c 122 b 102 a 70 c Cinza claro / castanho a cinza +
AV-22 46 f 73 e 112 d 100 b 56 e Cinza /cinza +
AV-23 52 c¢ 85Db 123 b 83 g 51f Cinza / castanho a cinza -
AV-24 37 h 60h 82j 81g 34nh Branca acinzentada / castanho -
AV-25 42 f 71 e 102 g 94 d 53 f Branca acinzentada / castanho -
AV-26 50 d 89 a 128 a 10,3 a 45 g Branca acinzentada / castanho -
AV-27 59b 85b 111 d 86 f 62 d Branca acinzentada / castanho -
AV-28 54 ¢ 80 c 127 a 95d 7,1c Branca acinzentada / castanho -
AV-29 37 h 659g 93 h 701 56 e Branca acinzentada / salmdo +
AV-30 51 d 75e 113 d 103 a 22 j Cinza / castanho a cinza -
MN-31 48 e 78d 90i 7110 18] Branca acinzentada / castanho -
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Tabela 4 — Caracteristicas culturais de isolados de Colletotrichum spp. de abacate, manga, maracuja e péssego:
Taxa de crescimento de coldnias cultivadas em meio batata-dextrose-agar sob fotoperiodo de 12

horas em diferentes temperaturas, cor predominante da col6nia e presenca de massas de conidios

(continuacao)

Isolado Taxa de crescimento da col6nia (mm/dia) Cor predominante da colonia? Massa
15°C 20°C 25°C  30°C  35°C (parte superior / reverso) conidial*®
MN-32 361 68f 96 h 86 f 16 k Cinza claro / castanho a cinza -
MN-33 34i 72e 114 d 80g 18 j Branca acinzentada / castanho -
MN-34 331 54 701 611 1,7 Kk Branca acinzentada / castanho -
MN-35 51d 80c¢ 124 b 81 g 16 k Branca acinzentada / castanho -
MN-36 419 66 g 102 g 81lg 16 k Branca acinzentada / castanho -
MN-37 28 ) 649 100g 711 15Kk Branca acinzentada / castanho -
MN-38 31j 74e 100g 85f 22 Cinza claro / castanho a cinza -
MN-39 41 g 80c 98 h 701 18 j Branca acinzentada / castanho -
MN-40 4.7¢e 711 e 94 h 87 f 20 j Cinza claro / castanho a cinza -
MN-41 39g9g 84b 126a 79h 14Kk Branca acinzentada / castanho -
MN-42 39 g 71e 112d 711 18] Branca acinzentada / castanho +
MN-43 419 659 100g 6,7 k 1,7 k Branca acinzentada / castanho -
MN-45 331 47 ] 901 621 16 k Branca acinzentada / castanho -
MN-46 28 J 59 h 83 ) 64 k 17 Kk Cinza claro / castanho a cinza +
MN-47 29 ) 54 i 91 i 53n 17Kk Cinza claro / castanho a cinza -
MN-48 3,7 h 69 f 94 h 681j 14 Kk Branca acinzentada / castanho -
MN-49 39 g 73e 97 h 60 m 1,2 k Branca acinzentada / castanho -
MN-50 40g 63 h 101 g 85f 19 j Cinza claro / castanho a cinza -
MN-51 44 f 81 c 113d 58 m 25 i Branca acinzentada / castanho -
MN-52 37h 69f 112 d 82g¢g 61d Cinza claro / castanho a cinza -
MN-53 43 f 75e 104 f 80 g 22 j Branca acinzentada / castanho -
MN-54 42 f 74 e 108 e 96 c 23] Cinza claro / castanho a cinza -
MN-55 56 b 69f 106f 89e 47 ¢ Branca acinzentada / castanho -
MN-56 44 f 83 b 101 g 72 i 32 Branca acinzentada / castanho -
MN-57 371 654¢ 79 k 621 19 j Cinza / castanho a cinza +
MN-58 31j 75e 100g 65k 21 j Branca acinzentada / castanho -
PS-59 32 ) 42Kk 65 m 46 p 13 Kk Branca acinzentada / salmdo -
PS-60 45 f 47 j 82j 681]j 30i Cinza claro / castanho a cinza -
PS-61 30 ) 47 65 m 52 0 27 i Branca acinzentada / salmdo -
PS-62 409 76e 119c 100 Db 46 g Cinza claro / castanho a cinza -
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Tabela 4 — Caracteristicas culturais de isolados de Colletotrichum spp. de abacate, manga, maracuja e péssego:
Taxa de crescimento de col6nias cultivadas em meio batata-dextrose-agar sob fotoperiodo de 12
horas em diferentes temperaturas, cor predominante da col6nia e presenca de massas de conidios

(continuacao)

Isolado Taxa de crescimento da col6nia (mm/dia) Cor predominante da colonia? Massa
15°C  20°C  25°C  30°C  35°C (parte superior / reverso) conidial*®
PS-63 38h49j) 691 54n 28 Branca acinzentada / salmdo -
PS-64 43 f 66 g 110 e 76 h 27 i Branca acinzentada / salmdo -
PS-65 30j 45j) 721 66 k 15k Branca acinzentada / castanho -
PS-66 44 f 74 e 125 a 102 a 73 ¢c Cinza claro / castanho a cinza -
PS-67 39 g56i 79k 60m 30i Branca acinzentada / salmdo -
PS-68 341i 649 123 b 97c 55 ¢ Cinza claro / castanho a cinza -
PS-69 351 49j) 731 55n 17k Branca acinzentada / salmdo -
PS-70 361 49j) 701 500 28i Branca acinzentada / salmdo -
PS-71 361 561 77k 77h 36h Cinza claro / castanho a cinza -
PE-72 47 e 7,7d 107 e 98c 70 c¢c Cinza / castanho a cinza +
PE-73 28 jJ 58h 68m 59 m 23] Branca acinzentada a rosa / salmédo +
PE-74 20 k381 721 59 m 14 k Branca acinzentada / castanho +
PE-75 19k 381 64 m 47 p 14Kk Cinza / castanho a cinza +
PE-76 20 k391 721 56n 15k Branca acinzentada / castanho +
PE-77 20 k401 731 58 m 17 k Branca acinzentada / castanho +
PE-78 29 jJ 53i 110e 88¢e 74c Branca acinzentada / castanho -
PE-79 331 561 104f 85f 780D Cinza clara / castanho a cinza +
PE-80 31j 55i 110e 96 c 80D Branca acinzentada / castanho -
PE-81 23 k50j) 118 ¢ 731 87 a Cinza / castanho a cinza +
PE-82 331 49j) 81j 54n 11k Cinza / castanho a cinza +
PE-83 351 47 ) 741 54n 13k Cinza clara / castanho a cinza +
PE-84 38h659g 106 f 83 g 780D Cinza / castanho a cinza -
PE-85 42 f 659 119 b 97¢c 72c¢c Cinza clara / castanho a cinza -
PE-86 43 f 59 h 110e 92d 74 c Branca acinzentada / castanho -
PE-87 51d72e 110e 102 a 72c Branca acinzentada / castanho -
PE-88 331 49j) 68 m 500 10k Cinza / castanho a cinza +
PE-89 29 ) 76 e 108e 86 f 92 a Branca acinzentada / castanho +
PE-90 30j 61 h 11,7 c¢c 97 c 92 a Cinza clara / castanho a cinza +
PE-91 35i 52i 691 42p 11Kk Cinza / castanho a cinza +
PE-92 351 679 94h 93d 64d Branca acinzentada / castanho -
PE-93 409561 110e 86 f 750D Cinza clara / castanho a cinza -
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Tabela 4 — Caracteristicas culturais de isolados de Colletotrichum spp. de abacate, manga, maracuja e péssego:
Taxa de crescimento de col6nias cultivadas em meio batata-dextrose-agar sob fotoperiodo de 12
horas em diferentes temperaturas, cor predominante da col6nia e presenca de massas de conidios

(concluséo)

Isolad Taxa de crescimento da col6nia (mm/dia) Cor predominante da colonia? Massa
solado

15°C 20°C  25°C  30°C  35°C (parte superior / reverso) conidial*®
PE-94 43 f 6,79 121 b 91 e 57ce Cinza clara / castanho a cinza -

CV.(%)* 56 40 39 35 111

Taxa de crescimento da colénia (mm/dia)

! Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
2 Caracteristicas avaliadas em col8nias cultivadas a 25°C ap6s cinco dias de cultivo.

3(+) estrutura presente, (-) estrutura ausente.

“Coeficiente de variagao.

Abacate | Manga

. Y =-0,0526x*+2,6652x-23,54 Y =-0,0639x°+3,133x-29,105
10 - R?=0,94 . . R*=095

Maracuja Péssego
Y = -0,0454x%+2,282x-20,758 Y = -0,0435x%+2,2926x- 21,69
10 | R?=0,89 1 R?=0,88

12

15 20 25 30 35 15 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Figura 4 — Taxa média de crescimento de col6nias de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga,
maracuja e péssego sob diferentes temperaturas em meio batata-dextrose-agar sob fotoperiodo de 12
horas
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2.3.2.2 Caracterizacdo morfologica

As andlises microscdpicas revelaram a presenca de conidios retos, hialinos, unicelulares,
com quatro tipos distintos de formato: (1) fusiforme, com apices afilados; (2) oblongo, com
apices arredondados; (3) clavado, afilado em uma extremidade e redondo na outra; (4)
oblongo, com constri¢do (Figura 5).

1 2 3 4

Figura 5 - Formatos de conidios produzidos por isolados de Colletotrichum: (1) reto, fusiforme, com apices
afilados; (2) reto, oblongo, com apices arredondados; (3) reto, clavado, afilado em uma extremidade e
redondo na outra; (4) reto, com constri¢do (TOZZE JUNIOR, 2007).

Todos os isolados de abacate, manga e maracuja apresentaram predominancia de
conidios retos, hialinos, unicelulares, oblongos e com épices arredondados (Tabela 5, Figura
6). A amplitude do comprimento médio de conidios foi de 11,7 a 15,7 um entre os isolados de
abacate, 11,4 a 15,1 um entre os isolados de manga e de 12,2 a 14,8 um entre os isolados de
maracuji. A largura média de conidios variou entre 3,3 ¢ 4,0 um para os isolados de abacate,
3,0 e 4,1 um para os isolados de manga e entre 3,7 e 4,7 um para 0s isolados de maracuja.
Quanto as relacbes entre o comprimento e a largura dos conidios, constataram-se valores entre
3,3 e 4,3 para isolados de abacate, 3,2 e 4,7 para os isolados de manga e de 2,9 a 3,7 para 0s
isolados de maracuja

Para os isolados de péssego dois grupos de isolados foram constatados quanto ao
formato dos conidios. O primeiro deles com predominancia de conidios retos, hialinos,
unicelulares, oblongos e com apices arredondados, formado por 14 isolados (PE-72, PE-78,
PE-79, PE-80, PE-81, PE-84, PE-85, PE-86, PE-87, PE-89, PE-90, PE-92, PE-93, PE-94) e 0
segundo com predominancia de conidios retos, hialinos, unicelulares, fusiformes, com apices
afilados, composto por nove isolados (PE-73, PE-74, PE-75, PE-76, PE-77, PE-82, PE-83 PE-
88 e PE-91) (Tabela 5, Figura 6). O comprimento médio dos conidios foi de 10,5 e 13,1 um
para os isolados do primeiro grupo e de 10,0 a 13,7 um para os isolados do segundo grupo. A
largura média dos conidios ficou compreendida entre 2,9 e 4,1 um para os isolados do

primeiro grupo e de 3,6 a 4,2 um para os isolados do segundo grupo. Por sua vez, a relacéo
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entre o comprimento e largura foi de 3,1 a 4,5 um para os isolados do primeiro grupo e de 2,8
e 3,8 para os isolados do segundo grupo.

Baseando-se nestas caracteristicas morfométricas pode-se afirmar que a variabilidade
entre os isolados de um mesmo hospedeiro foi alta, mas que houve proximidade na amplitude
das dimensBes medias de conidios entre hospedeiros.

Ao compararmos as caracteristicas morfolégicas apresentadas pelos isolados de todos os
hospedeiros com as descri¢fes de Sutton (1992) para espécies de Colletotrichum, verificamos
a maior similaridade dos mesmos com C. acutatum ou com C. gloeosporioides. De acordo
com esse autor, C. gloeosporioides possui conidios retos, oblongos com éapices arredondados,
com dimensdes entre 12 a 17 um de comprimento por 3,5 a 6 um de largura enquanto 0s
conidios de C. acutatum sdo retos, fusiformes, com apices afilados, possuindo entre 8,5 e 16,5
pm de comprimento por 2,5 a 4 pm de largura. Desta forma, o formato predominante dos
esporos permite classificar todos os isolados de abacate, manga e maracuja, além dos isolados
de péssego do primeiro grupo, como C. gloeosporioides, enquanto os isolados de péssego do
segundo grupo seriam classificados como C. acutatum. Entretanto, as dimensGes médias dos
conidios, em geral, ndo permitiram uma clara classificacéo dos isolados.

Para 13 isolados (AV-02, AV-11, AV-17, MN-46, MN-51, MN-54, MN-55, MN-56,
MN-57, PE-72, PE-85, PE-90, PE-93) o formato dos conidios foi similar ao que Sutton (1992)
descreve para C. gloeosporioides, mas o comprimento médio dos mesmos foi inferior a faixa
descrita para esta espécie, enquadrando-se na faixa citada para C. acutatum. Os demais
isolados tiveram conidios com comprimento médio compreendido dentro da faixa em que ha
sobreposicao entre C. acutatum e C. gloeosporioides.

Além disso, para 21 isolados (AV-07, AV-20, AV-26, MN-37, MN-40, MN-43, MN-45,
MN-46, MN-48, MN-49, MN-50, MN-54, MN-56, MN-57, MN-58, PE-72, PE-79, PE-80,
PE-84, PE-85 e PE-93) que produziram conidios com formato semelhante ao que Sutton
(1992) descreve para C. gloeosporioides, a largura média dos conidios foi inferior a faixa
mencionada para esta espécie. Para trés isolados de péssego (PE-76, PE-77 e PE-82) os
conidios apresentam formato tipico ao que é descrito para C. acutatum, mas com largura
média superior a faixa citada para esta espécie. Foram constatados, ainda, 57 isolados com
largura média dos conidios dentro da faixa citada tanto para C. acutatum quanto para C.
gloeosporioides.

Assim como foi verificado neste trabalho, as dimensdes dos conidios também néo

contribuiram de maneira consistente para a identificacdo de isolados de Colletotrichum nos
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trabalho desenvolvidos por Andrade et al. (2007) e Pereira (2009), pois a maioria dos isolados
estudados por esses autores apresentaram dimensdes dentro da faixa em que ha sobreposicao
para as espécies C. gloeosporioides e C. acutatum.

A ocorréncia de isolados com formato de conidios similar ao que € descrito para uma
determinada espécie mas com dimens@es fora da faixa descrita para a mesma, pode ter sido
resultante de variacdes fenotipicas, comuns para fungos do género Colletotrichum
(MENEZES, 2002). Este fato foi constatado por Sanders e Korsten (2003a), que encontraram
uma grande variabilidade entre 309 isolados de C. gloeosporioides de abacate e manga na
Africa do Sul, sobretudo quanto ao comprimento de conidios.

Ha que se considerar, ainda, que a reproducdo exata das condi¢Ges de cultivo utilizadas
na ocasidao em que as espécies foram descritas é dificil e que as varidveis ambientais podem
assumir uma forte influéncia tanto no tamanho como na forma dos conidios.

Adaskaveg e Hartin (1997) observaram que a morfologia de conidios produzidos por um
mesmo isolado de Colletotrichum variou em fungdo do substrato utilizado para a producdo
dos mesmos. Resultados similares foram obtidos por Bueno et al. (2005) e Bueno, Tozze
Junior e Massola Janior (2005), que estudando a variabilidade morfolégica de conidios de C.
acutatum e C. gloeosporioides demonstraram haver diferencas significativas nas dimensoes e
formato de conidios produzidos por um mesmo isolado em funcdo das condi¢des de cultivo,
como substrato, temperatura e fonte de luz. Esses autores verificaram que determinadas
mudancas nas variaveis ambientais estudadas foram suficientes para que um isolado
identificado por técnicas moleculares como sendo C. acutatum apresentasse morfometria mais
proxima de C. gloeosporioides e vice e versa.

A andlise das dimensfes médias de conidios entre grupos de isolados associados a cada
hospedeiro ndo revelou diferencas quanto a procedéncia dos isolados, entretanto, ao
considerarmos o hospedeiro de origem, foi possivel constatar diferencas estatisticas
significativas para essas variaveis (Tabela 6).

O comprimento dos conidios, em média, foi maior para os isolados de maracuja e menor
para os de péssego, enquanto a largura média dos conidios foi superior para os isolados de
maracuja e inferior para os de manga. Por sua vez, a relacdo entre 0 comprimento e a largura
dos conidios, em média, foi maior entre os isolados de manga e menor entre os isolados de
maracuja. O menor quociente da relacdo entre o comprimento e a largura (C/L) indica que 0s
conidios sdo mais estreitos e compridos, enquanto a maior relacdo C/L indica que os conidios
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sdo mais oblongos (VERAS, GASPAROTTO, MENEZES, 1997; FURTADO et al., 1999;

PEREIRA,;

2009).

Portanto, assim como observado por meio da caracterizacdo cultural, a analise

morfométrica também indica que as populagcdes associadas a cada hospedeiro sdo distintas.

b

G e

O

-

N
-

-

Figura 6 — Conidios produzidos por isolados de Colletotrichum: (a) retos, hialinos, unicelulares, fusiformes, com
apices afilados (isolado PE-88); (b) retos, hialinos, unicelulares, oblongos e com apices arredondados
(isolado AV-30)

Tabela 5 — Dimensoes e formatos de conidios de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga,

maracuja e péssego

(continua)
Dimensdes Formato? (%)

Isolado

Comprimento (um) Largura (um) Comp./Larg. 1 2 3 4
AV-01 134 ¢ (10,3-17,2) 39 e (2948 35e (2350 0 97 0 3
AV-02 118 e (95-143) 3549 (2940 34 e (2649 0 92 4 4
AV-03 13,3 ¢ (11,0-154) 40 d (3,744) 34 e (2542 0 87 5 8
AV-04 12,3 e (10,3-14,3) 3,7 f (3,3-51) 33 f (2343 1 89 7 3
AV-05 129 d (95-150) 38 e (2944) 34 e (2451 0 8 7 8
AV-06 13,1 ¢ (11,0-154) 39 e (3,348) 34 e (2547 0 9% 2 2
AV-07 122 e (95-17,2) 33 i (2940 37d (2453 0 87 5 8
AV-08 12,1 e (10,3-143) 3,7 f (26-44) 33 f (2546) 0 76 6 18
AV-09 123 e (95-172) 35 h (2,6-55) 36 d (2356) 0 89 7 4
AV-10 12,7 d (95-180) 36 f (2951) 35e (26-49) 0 88 4
AV-11 11,7 f  (95-132) 36 f (2944) 33 f (2545 0 98 0 2
AV-12 131 ¢ (88-154) 38 e (2951 35e (2442 0 79 6 15
AV-13 15,7 a (12,5-19,1) 3,7 f (2944 43 Db (3057) 0 9 1 14
AV-14 13,3 ¢ (11,0-154) 36 f (29400 3,7d (3053 0 9% 2 2
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Tabela 5 — Dimensoes e formatos de conidios de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga,
maracuja e péssego

(continuacao)

Dimensdes Formato? (%)
Isolado Comprimento (um) Largura (um) Comp./Larg. 1 2 3 4
Av-15 133 c¢ (11,0-150) 3,7 f (3,344) 36 d (2,7-46) 0 8 4 8
Av-16 12,7 d (9,5-1655 38 e (29-48) 33 f (2645 0 97 0 3
AV-17 119 e (95-143) 36 g (26-40)0 33 f (2443) 0 8 5 6
AV-18 134 c (95-154) 37 f (3344) 36d (2647 0 9 2 3
AV-19 123 e (10,3-143) 36 g (29-44) 35 e (2543) 0 9% 0 14
Av-20 128 d (10,3-19,8) 33 i (2,655 38 c (3149 0 8 5 7
Av-21 142 b (11,7-172) 35 h (29400 41 c¢ (3153) 0 9% 0 4
Av-22 126 d (9,5-150) 36 g (29400 35e (26-46) 0O 8 5 6
AV-23 120 e (95-154) 36 g (29-44) 34 e (2649 0 94 0 6
Av-24 135 c¢ (11,0-16,5) 39 e (3,7-51) 35 e (2545 0 98 0 2
Av-25 131 c¢ (10,3-17,2) 3,7 f (2,9-51) 36 d (2549 0 77 8 15
AV-26 132 ¢ (11,0-180) 34 h (26-44) 39 c (2549 0 9 4 6
AV-27 140 b (11,0-16,5) 38 e (3,744) 37 d (2545 0 94 2 4
Av-28 132 c¢ (10,3-17,2) 38 e (29-48) 35 e (25-56) 0 98 0 2
AV-29 145 b (11,0-18,0) 3,7 f (29-44) 40 c (3,054 0 9 0 10
AV-30 13,2 ¢ (10,3-17,2) 3,7 f (29-40) 36 d (2847 0 94 1 5
MN-31 142 b (11,0-183) 38 e (29-48) 38 ¢c (2547 3 8 6 7
MN-32 150 a (12,5-176) 39 e (29-44) 39 c (2860 0 95 3 2
MN-33 13,2 ¢ (10,3-154) 41 d (3,344) 33 f (2340 3 8 5 6
MN-34 142 b (11,7-16,9) 37 f (3,348 38 ¢c (2,749 0 93 3 14
MN-35 133 ¢ (10,3-16,9) 3,7 f (2,9-51) 37 d (26-50) 2 8 6 3
MN-36 149 a (11,0-198) 36 g (29-48) 43 b (2864 0 9 3 7
MN-37 124 d (95-183) 30 | (2,248) 42 b (22600 0 9% 3 1
MN-38 13,1 ¢ (10,3-18,7) 3,7 f (29-44) 36 d (2757 0 97 3 O
MN-39 123 e (95-154) 37 f (29-44) 34 e (2542 0 83 11 6
MN-40 151 a (12,5-183) 34 h (29-44) 45 a (3458 0 91 6 3
MN-41 145 b (11,0-16,9) 37 f (3,344) 39 ¢c (2747 0 9 6 14
MN-42 147 a (11,7-198) 3,6 g (2944) 43 b (2,768 0 91 4 5
MN-43 128 d (8,8-16,1) 33 i (29-44) 40 ¢c (2455 0 93 2 5
MN-45 144 b (10,3-19,8) 31 j (2,6-3,7) 47 a (3468 0 87 7 6
MN-46 114 f (88-16,1) 29 | (2,6-3,79 39 c (2455 0 93 4 3
MN-47 140 b (11,0-18,7) 35 h (2,944) 40 c (2864 0 91 4 5
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Tabela 5 — Dimensoes e formatos de conidios de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga,
maracuja e péssego

(continuacao)

Dimensdes Formato? (%)
Isolado Comprimento (um) Largura (um) Comp./Larg. 1 2 3 4
MN-48 135 c (9,5-16,9) 32 i (2937 42b (3358 0 92 3 5
MN-49 12,1 e (10,3-158) 34 h (2,6-44) 36 d (2554 0 9 4 O
MN-50 133 ¢ (11,7-14,7) 33 i (2,6-40) 41 c (2957 1 87 6 6
MN-51 117 f (88-147) 3,7 f (29-44) 32 f (2445 0 93 4 3
MN-52 140 b (11,7-16,1) 39 e (3,348 36 d (2844 0 9 2 3
MN-53 149 a (11,7-198) 35 h (2944 43 b (2,756) 0 91 4 5
MN-54 11,7 f (8,8-147) 3,1 (2,6-40) 3,7 d (26490 0O 8 5 7
MN-55 114 f (8,8-16,1) 36 g (2,6-40) 33 f (2446) 0 93 3 4
MN-56 11,8 e (9,5-154) 32 i (26-44) 37 d (2560 0 92 4 4
MN-57 119 e (8,8-136) 34 h (2944 36 d (2446) O 8 7 8
MN-58 149 a (11,0-19.8) 33 i (29400 46 a (3,164 O 8 3 38
PS-59 141 b (11,7-16,9) 44 b (3,7-51) 32 f (2,742) 0 87 3 10
PS-60 135 ¢ (11,7-16,1) 43 ¢ (3,7-51) 32 f (23400 0 97 2 1
PS-61 141 b (11,7-16,9) 42 ¢ (3,7-48) 33 f (2,742) 0 98 2 O
PS-62 138 ¢ (12,1-16,5) 40 d (3,344) 35e (2841 0 9 3 2
PS-63 144 b (12,5-16,9) 47 a (4051 319 (26-38) 0 98 2 O
PS-64 148 a (12,5-18,0) 4,7 a (4,0-55) 31 g (2538 0 97 2 1
PS-65 126 d (10,3-143) 44 b (3,7-48) 29 h (2,236) 0 9% 3 1
PS-66 131 ¢ (99-158) 37 f (33400 36d (2,748 0 93 4 3
PS-67 139 b (11,7-183) 44 b (4,051 32 f (2542 0 9 3 2
PS-68 141 b (12,8-158) 38 e (3344) 37d (2943) 0 9% 3 1
PS-69 122 e (99-136) 42 c (3,748) 29 h (2535 0 91 5 14
PS-70 148 a (13,2-16,1) 41 d (3,7-51) 37 d (2944 0 90 7 3
PS-71 134 ¢ (12,1-16,5) 41 d (3344) 33 f (2843) 0 92 6 2
PE-72 109 f (7,0-143) 33 i (22-33) 34 e (2156) 0 9 5 5
PE-73 146 b (12,1-16,9) 38 e (3,348) 38 ¢c (3,051 71 20 8 1
PE-74 111 f (88-16,9) 39 e (2948) 29 h (2,251) 77 16 7 O
PE-75 124 d (10,3-150) 39 e (3,348) 32 f (2541 65 26 9 0
PE-76 13,7 ¢ (11,4-158) 42 ¢ (3,3-51) 33 f (2,243) 8 14 5 1
PE-77 123 e (95150) 41 d (3351) 31 g (2441 73 16 9 2
PE-78 12,7 d (10,3-143) 39 e (2948) 33 f (2,248 0 9 3 2
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Tabela 5 — Dimensoes e formatos de conidios de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga,

maracuja e péssego

(concluséo)

Dimensdes Formato? (%)
Isolado Comprimento (um) Largura (um) Comp./Larg. 1 2 3 4
PE-79 12,3 e (10,3-15,0)0 301 (22400 43 b (2862 0 94 4 2
PE-80 125 d (10,3-150) 29 | (2,240) 45 a (2862 0 8 7 7
PE-81 13,1 ¢ (11,0-158) 39 e (2951) 34 e (2454 0 9% 2 2
PE-82 12,7 d (11,4-150) 42 c¢ (3,355 31 g (2239 76 19 5 0
PE-83 100 g (81-139) 36 f (29400 28 h (2,1-3,7) 8 12 8 O
PE-84 12,7 d (11,0-16,5) 34 h (29400 38 c (2,750 0 97 2 1
PE-85 11,1 f (84-143) 34 h (22-44) 34 e (2158 0 9 4 6
PE-86 12,1 e (84-165 36 g (22400 35e (21-75 0 93 3 4
PE-87 122 e (88-150) 36 g (2648) 35e (2259 0 9 2 3
PE-88 13,3 ¢ (11,0-150) 39 e (3,348) 34 e (2344 87 11 2 O
PE-89 126 d (88-150) 41 d (3,748) 319 (1841 0 8 5 7
PE-90 11,4 f (84-136) 37 f (26-48) 32 f (1953) 2 83 7 8
PE91 112 f (9,2-143) 37 f (29-48) 31 g (2243 70 17 11 2
PE-92 122 e (84-150) 36 g (2244) 34 e (2249 0 91 4 5
PE-93 105 g (7,7-136) 31 j (22370 34 e (2347 0 8 5 6
PE-94 128 d (8,8-150) 36 g (26400 3,7d (2259 0 92 5 3
CV.(%)* 12,0 11,2 16,6

“Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

2 Formato: (1) reto, fusiforme, com &pices afilados; (2) reto, oblongo, com &pices arredondados; (3) reto, clavado, afilado em

uma extremidade e redondo na outra; (4) reto, com constricéo. 3 Coeficiente de variagao.

Tabela 6 — Dimensdes médias de conidios produzidos por isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate,

manga, maracuja e péssego

Dimensoes médias dos conidios

Hospedeiro - .
Comprimento (um) Largura (um) Comprimento/Largura
Abacate 13,0 ¢ 37 b 36 b
Manga 133 b 34 d 39 a
Maracuja 13,7 a 4,2 a 33 d
Péssego 12,1 d 36 ¢ 34 ¢
C.V.(%)? 14,1 13,3 18,7

"Médias sequidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Coeficiente de variacéo.

2
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2.3.2.3 Caracterizacdo molecular

2.3.2.3.1 Identificacdo com oligonucleotideos especificos

O par de oligonucleotideo Cc1F1 e Cc2R1, especificos para o género Colletotrichum,
amplificou um fragmento de 447 pb para todos os isolados, confirmando que oS mesmos

pertencem a este género.

Como podemos observar na Tabela 7, nenhum isolado teve fragmentos de DNA
amplificados em PCR utilizando-se os oligonucleotideos Col1/ITS4, exceto o isolado Man-
76, utilizado como padrdo positivo para esses oligonucleotideos, que foram desenvolvidos
para uma espécie desconhecida de Colletotrichum que ocorre em algumas frutiferas na
Colémbia (AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

O isolado padrédo de C. acutatum e nove isolados de péssego (PE-73, PE-74, PE-75, PE-
76, PE-77, PE-82, PE-83, PE-88, PE-91) tiveram fragmentos de 490 pb amplificados com o
uso do par de oligonucleotideo Calnt2 e ITS4 (Tabela 7, Figura 7). Esses resultados
confirmam os obtidos através das caracterizacbes morfo-culturais, nas quais esses isolados
apresentaram taxa de crescimento da col6nia e predominancia de conidios com formato
similar ao citado para a espécie C. acutatum (SUTTON, 1992; ADASKAVEG; HARTIN,
1997; VINNERE, 2004; TOZZE JUNIOR, 2007).

Todos os isolados de abacate, manga e 14 isolados de péssego (PE-72, PE-78, PE-79,
PE-80, PE-81, PE-84, PE-85, PE-86, PE-87, PE-89, PE-90, PE-92, PE-93, PE-94) e trés
isolados de maracuja (PS-62, PS-66, PS-68), além do isolado padrdo de C. gloeosporioides
(AVO-33-4B) foram positivos em PCR com os oligonucleotideos Cglnt e 1TS4, os quais
amplificaram fragmentos com 450 pb (Tabela 7, Figura 7), demonstrando que a maioria dos
isolados estudados pertencem a espécie C. gloeosporioides. Tais resultados corroboram a
informacdo de Piccinin, Pascholati e Di Piero (2005), que citam apenas C. gloeosporioides
como agente causal da antracnose do abacateiro no Brasil. Também confirmam as
observacdes de Pimenta (2009), o qual observou que apenas esta espécie esteve associada a
antracnose da manga em um estudo envolvendo isolados coletados em diferentes municipios
do Estado de S&o Paulo.

Os isolados positivos para C. gloeosporioides apresentaram conidios com formato tipico
ao citado para esta espécie, embora as dimensées médias dos conidios estivessem fora da
faixa de comprimento ou largura estabelecida para esta espécie por Sutton (1992) para 27
isolados (AV-02, AV-07, AV-11, AV-17, AV-20, AV-26, MN-37, MN-40, MN-43, MN-45,
MN-46, MN-48, MN-49, MN-50, MN-51, MN-54, MN-55, MN-56, MN-57, MN-58, PE-72,
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PE-79, PE-80, PE-84, PE-85, PE-90, PE-93). A maioria dos isolados identificados como
sendo C. gloeosporioides por PCR também demonstrou répido crescimento das coldnias,
outra caracteristica tipica desta espécie. Entretanto, cinco isolados (AV-17, AV-24, MN-34,
MN-46, MN-57) tiveram velocidade de crescimento das colonias relativamente baixa,
proxima a relatada para C. acutatum (TOZZE JUNIOR, 2007). Freeman, Katan e Shabi
(1998) j& haviam constatado isolados de C. gloeosporioides obtidos de amendoeiras com taxa
de crescimento de coldnias mais baixa, similares as apresentadas por isolados de C. acutatum
obtidos de morango.

Esses resultados demonstram que as caracteristicas culturais e morfoldgicas citadas para
esta espécie por Sutton (1992) podem levar a identificacbes equivocadas e que tais
caracteristicas ndo devem ser utilizadas isoladamente para fins taxonémicos, como Menezes
(2006) e Cai et al. (2009) ja haviam sugerido.

Apenas 10 isolados, todos obtidos de maracuja (PS-59, PS-60, PS-61, PS-63, PS-64, PS-
65, PS-67, PS-69, PS-70, PS-71), ndo tiveram fragmentos de DNA amplificados por nenhum
dos pares de oligonucleotideos espécie-especificos utilizados nas PCRs (Tabela 7). Esses
isolados apresentaram conidios oblongos, com apices arredondados, semelhante ao que Sutton
(1992) descreve para C. gloeosporioides, porém, com excecao de PS-64, todos apresentaram
baixas taxas de crescimento das colonias. Tais resultados indicam que esses isolados
pertencem a uma espécie distinta de C. gloeosporioides e C. acutatum, ainda que, morfo-
culturalmente, apresente algumas semelhancas com as mesmas.

Na regido nordeste do Brasil, Almeida e Coélho (2007) também constataram isolados
com caracteristicas morfo-culturais proximas a C. gloeosporioides mas que ndo foram
positivos em PCR especificos para C. gloeosporioides. Entretanto, diferentemente do que foi
observado no presente trabalho, alguns isolados avaliados pelos autores foram positivos em
PCR utilizando o oligonucleotideo Coll, em conjunto com o ITS-4, que também
amplificaram isolados de Colletotrichum sp. obtidos de maracuja na Colémbia
(AFANADOR-KAFURI et al. 2003).
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Figura 7 - Fragmentos de DNA amplificados por PCR utilizando os oligonucleotideos CclF1/Cc2R1
(Colletotrichum sp.), Calnt2/ITS4 (C. acutatum), Coll/ITS4 (desenvolvido para espécie de
Colletotrichum ndo identificada que ocorre em frutiferas na Colémbia) e CgINT/ITS4 (C.
gloeosporioides), observados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. M: Marcador
molecular (1kb); TUT-137: padrdo de C. acutatum; Man-76: isolado de manga da Colémbia
amplificado pelos oligonucleotideos Col1/ITS4; AV-01: isolado obtido de abacate; MN-01: isolado
obtido de manga; PS-64 e PS-66: isolados obtidos de maracuja; PE-72 e PE-73, isolados obtidos de
péssego
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Tabela 7 — Identificacdo de isolados de Colletotrichum obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego em reacao
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos espécie-especificos

Oligonucleotideos

Oligonucleotideos

Isolado “Cqint Calnt2 Col1 Especie Isolado "Cqint Caint2 Col1 Especie
ITS4 ITS4 I1TS4 ITS4 ITS4 I1TS4

Av0334B + - - C. gloeosporioides | MIN-47  + - - C. gloeosporioides
Tut-137 - + - C. acutatum MN-48 + - - C. gloeosporioides
Man-16 - - + Colletotrichumsp. | MN-49  + - - C. gloeosporioides
AV-01 + - - C. gloeosporioides | MN-50 + - - C. gloeosporioides
AV-02 + - - C. gloeosporioides | MN-51  + - - C. gloeosporioides
AV-03 + - - C. gloeosporioides | MN-52  + - - C. gloeosporioides
AV-04 + - - C. gloeosporioides | MN-53  + - - C. gloeosporioides
AV-05 + - - C. gloeosporioides | MN-54  + - - C. gloeosporioides
AV-06 + - - C. gloeosporioides | MN-55  + - - C. gloeosporioides
AV-07 + - - C. gloeosporioides | MN-56  + - - C. gloeosporioides
AV-08 + - - C. gloeosporioides | MN-57 + - - C. gloeosporioides
AV-09 + - - C. gloeosporioides | MN-58 + - - C. gloeosporioides
AV-10 + - - C. gloeosporioides | PS-59 - - - Colletotrichum sp.
AV-11 + - - C. gloeosporioides | PS-60 - - - Colletotrichum sp.
AV-12 + - - C. gloeosporioides | PS-61 - - - Colletotrichum sp.
AV-13 + - - C. gloeosporioides | PS-62 + - - C. gloeosporioides
AV-14 + - - C. gloeosporioides | PS-63 - - - Colletotrichum sp.
AV-15 + - - C. gloeosporioides | PS-64 - - - Colletotrichum sp.
AV-16 + - - C. gloeosporioides | PS-65 - - - Colletotrichum sp.
AV-17 + - - C. gloeosporioides | PS-66 + - - C. gloeosporioides
AV-18 + - - C. gloeosporioides | PS-67 - - - Colletotrichum sp.
AV-19 + - - C. gloeosporioides | PS-68 + - - C. gloeosporioides
AV-20 + - - C. gloeosporioides | PS-69 - - - Colletotrichum sp.
AV-21 + - - C. gloeosporioides | PS-70 - - - Colletotrichum sp.
AV-22 + - - C. gloeosporioides | PS-71 - - - Colletotrichum sp.
AV-23 + - - C. gloeosporioides | PE-72 + - - C. gloeosporioides
AV-24 + - - C. gloeosporioides | PE-73 - + - C. acutatum
AV-25 + - - C. gloeosporioides | PE-74 - + - C. acutatum
AV-26 + - - C. gloeosporioides | PE-75 - + - C. acutatum
AV-27 + - - C. gloeosporioides | PE-76 - + - C. acutatum
AV-28 + - - C. gloeosporioides | PE-77 - + - C. acutatum
AV-29 + - - C. gloeosporioides | PE-78 + - - C. gloeosporioides
AV-30 + - - C. gloeosporioides | PE-79 + - - C. gloeosporioides
MN-31 + - - C. gloeosporioides | PE-80 + - C. gloeosporioides
MN-32 + - - C. gloeosporioides | PE-81 + - - C. gloeosporioides
MN-33 + - - C. gloeosporioides | PE-82 - + - C. acutatum
MN-34 + - - C. gloeosporioides | PE-83 - + - C. acutatum
MN-35 + - - C. gloeosporioides | PE-84 + - - C. gloeosporioides
MN-36 + - - C. gloeosporioides | PE-85 + - - C. gloeosporioides
MN-37 + - - C. gloeosporioides | PE-86 + - C. gloeosporioides
MN-38 + - - C. gloeosporioides | PE-87 + - - C. gloeosporioides
MN-39 + - - C. gloeosporioides | PE-88 - + - C. acutatum
MN-40 + - - C. gloeosporioides | PE-89 + - - C. gloeosporioides
MN-41 + - - C. gloeosporioides | PE-90 + - - C. gloeosporioides
MN-42 + - - C. gloeosporioides | PE-91 - + - C. acutatum
MN-43 + - - C. gloeosporioides | PE-92 + - - C. gloeosporioides
MN-45 + - - C. gloeosporioides | PE-93 + - - C. gloeosporioides
MN-46 + - - C. gloeosporioides | PE-94 + - - C. gloeosporioides
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2.3.2.3.2 Anélise das sequéncias de nucleotideos das regides ITS e B-tubulina

A anélise filogenética foi realizada com base nas sequéncias nucleotidicas
concatenadas das regides ITS e B-tubulina para isolados representativos de cada hospedeiro
avaliado e de cada espécie identificada por meio das demais técnicas utilizadas.

Com base nas sequéncias de DNA obtidas foi possivel a identificacdo de trés espécies
de Colletotrichum: C. acutatum, C. gloeosporioides e C. boninense (Tabela 8).

Houve correspondéncia dos resultados desta analise com a identificacdo por PCR
utilizando-se oligonucleotideos espécie-especificos para todos os isolados identificados como
sendo C. gloeosporioides e C. acutatum. Esses resultados confirmam a especificidade dos
oligonucleotideos Calnt2/ITS4 e CgINT/ITSA4.

O sequenciamento de DNA também permitiu a identificacdo da espécie dos trés
isolados de maracuja (PS-59, PS-63 e PS-64) escolhidos entre os 10 isolados que ndo foram
amplificados por PCR com os oligonucleotideos espécie-especificos utilizados. Estes isolados
foram identificados como C. boninense, espécie que foi constatada causando antracnose em
maracuja no Brasil (TOZZE JUNIOR et al., 2010) e que morfologicamente apresenta algumas
semelhancas com C. gloeosporioides.

Considerando o baixo numero de isolados de cada municipio escolhidos para esta
analise filogenética ndo foi possivel correlacionar os resultados com as regides geogréaficas de
coleta dos isolados. Todavia, os isolados estudados se agruparam conforme a sua espécie,
formando clados bem distintos (Figura 8).

Como pode ser observado na Figura 8, houve a formacéo de cinco clados. O primeiro
é formado somente pelo isolado de C. chlorophyti, cuja sequéncia foi obtida no GeneBank e
usada como outgroup da arvore filogenética. O segundo clado é constituido pelos isolados
PE-73, PE-74 e PE-91, obtidos de péssegos e identificados como sendo C. acutatum, os quais
apresentaram pequena distancia genética com os isolados YN316 e YNO02, ambos
pertencentes a espécie C. acutatum, usados para construcdo da arvore (Figura 9).

Os isolados de maracuja identificados como C. boninense, encontram-se no terceiro
clado, onde também foram incluidos isolados das espécies C. graminicola, C. capsici e C.
trucatum, espécies que possuem conidios falcados, uma marca morfoldgica bastante distinta
de C. boninense, o qual possui conidios retos. Porém, como pode ser notado, os isolados de C.
boninense (STE-U2998, C05016, PS-59, PS-63 e PS-64), apesar de estarem dentro de um
grupo com diferentes espécies de Colletotrichum, formam uma clado especifico, com
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distancias genéticas que variam de 0,045 a 0,048 das outras espécies que estdo dentro do seu
grupo (Figura 9).

No quarto clado s&o encontrados somente os isolados de C. musae (BTL 32 e BTL
31), cuja sequéncia de DNA também foi obtida no GenBank e utilizada para construgdo da
arvore filogenética.

O quinto e ultimo clado é formado pelos isolados pertencentes a espécie C.
gloeosporioides. Neste clado pode-se observar a ocorréncia de trés subgrupos, que parecem
estar parcialmente sustentadas pelo hospedeiro de origem dos isolados estudados.

No primeiro subgrupo encontram-se os trés isolados de péssego, um de maracuja e trés
de abacate. Apesar das distancias genéticas entre estes isolados serem muito baixas, com base
nos valores de “bootstrap” os isolados de péssego e maracuja parecem estar mais proximos
entre si do que com os isolados de abacate. Por sua vez, todos os isolados de manga
sequenciados encontram-se no segundo subgrupo.

No terceiro subgrupo estdo trés isolados de abacate e dois isolados de maracuja que se
enquadram dentro do mesmo caso do primeiro subgrupo, no qual as distancias genéticas sdo
também baixas, mas com base nos valores de “bootstrap”, pode ser observado que os isolados
de maracuja parecem estar mais proximos entre si do que com os isolados de abacate.

Com base nos dados, pode-se concluir que a analise concatenada da regido 1TS1-5.8S-
ITS2 e da B-tubulina foi eficiente na identificacdo das espécies dos isolados estudados,
permitindo a separacdo das espécies trabalhadas de forma concisa. Ainda, apesar da pequena
variabilidade genética entre isolados de C. gloeosporioides, foi possivel realizar uma
correlacdo genética dos isolados de manga com seu hospedeiro, sendo esta relagdo bem
definida.

Os resultados obtidos pela analise filogenética foram condizentes com as
caracterizacdes culturais e morfologicas, que também indicaram haver diferencas nas
populacdes de Colletotrichum spp. associadas a cada hospedeiro. Entre essas diferencas,
destacamos o fato dos isolados de C. gloeosporioides de manga, em média, apresentarem
maior sensibilidade a temperatura de 35°C e possuir conidios com maior relacdo entre
comprimento e largura, caracteristicas que permitiram diferencia-los dos isolados dos demais
hospedeiros. Com base nessas informacdes, podemos inferir que existe certo grau de

especializacdo dos isolados estudados ao seu hospedeiro de origem.
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Tabela 8 — Isolados de Colletotrichum spp. utilizados para a analise filogenética

Isolado Espécie Hospedeiro Origem
AV-03 C. gloeosporioides Abacate Olimpia, SP
AV-05 C. gloeosporioides Abacate Bauru, SP
AV-15 C. gloeosporioides Abacate Dois Cérregos, SP
AV-22 C. gloeosporioides Abacate Bernardino de Campos, SP
AV-23 C. gloeosporioides Abacate Limeira, SP
AV-27 C. gloeosporioides Abacate Jardindpolis, SP
MN-45 C. gloeosporioides Manga Catanduva, SP
MN-48 C. gloeosporioides Manga Jau, SP
MN-58 C. gloeosporioides Manga Botucatu, SP
MN-51 C. gloeosporioides Manga Jaboticabal, SP
MN-57 C. gloeosporioides Manga Cabralia Paulista, SP
PE-72 C. gloeosporioides Péssego Paranapanema, SP
PE-73 C. acutatum Péssego Paranapanema, SP
PE-74 C. acutatum Péssego Botucatu, SP
PE-80 C. gloeosporioides Péssego Marilia, SP
PE-91 C. acutatum Péssego Bauru, SP
PE-93 C. gloeosporioides Péssego Pindorama, SP
PS-59 C. boninense Maracuja Adamantina, SP
PS-62 C. gloeosporioides Maracuja Valinhos, SP
PS-63 C. boninense Maracuja Bariri, SP
PS-64 C. boninense Maracuja Campinas, SP
PS-66 C. gloeosporioides Maracuja Irapuru, SP
PS-68 C. gloeosporioides Maracuja Irapuru, SP

Gi157427564
gi263043765 (120709)
gi284807466 (CBS66788)
gi284807470 (14279)

Capsicum frutencens Coimbatore (india)

Capsicum frutencens Coimbatore (india)
Espécies desconhecida Martinica (ilha do Caribe)

Stylosanthes hamata Australia

C. capsici
C. truncatum
C. truncatum
C. chlorophyti

gi306977580 (C07009)
gi306977583 (C05016)
gi307603 (CMO0705)
gi307603134 (CQ-B12c)
gi307603179 (YNO2)
gi307603180 (YN316)
gi308156240 (C01139)
gi328833880 (BTL31)
0328833881 (BTL32)
gi38606400 (STE-U2998)
gi38606403 (STE-U5304)
gi397603176 (CF07)
gi6886573 (DT378)
gi6886577 (DT1024)

C. gloeosporioides
C. boninense
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. acutatum
C. acutatum
C. boninense
C. musae
C. musae
C. boninense
C. capsici
C. gloeosporioides
C. graminicola
C. graminicola

Pimentéo
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado

Banana
Banana

Leucospermum sp.

Arachis hypogea
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado

Né&o informado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o informado
Né&o informado
Austrélia
Tanzénia
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
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Figura 8 - Arvore filogenética baseada no método Neighbor-Joining utilizando sequéncias de genes das regides
ITS-5.8S rDNA e B-tubulina de isolados de Colletotrichum spp., analisados de forma concatenada.
Utilizou-se 0 método p-distance para estimar as distancias entre as sequéncias e “bootstrap” (10.000
replicacOes) para quantificar o erro padrdo das estimativas de distancia



Isolados 1 [ 2 [ 3 [ a5 6 7 8] o [ 10] 11 12 ] 13] 14 15] 16 ] 17 [ 18 | 10 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41
1 PE-74
2 AV-22 0,074
3 AV-15 0,074] 0,010
4 AV-27 0,072] 0,002[ 0,007
5 MN-45 0,074] 0,005 0,010] 0,002
6 PE-73 0,007] 0,072 0,072] 0,069 0.072
7 MN-58 0,074] 0.005[ 0,010] 0.002[ 0,000] 0,072
8 AV-03 0,072] 0.010[ 0,005] 0,007] 0.010] 0,069[ 0.010]
9 MN-57 0,074] 0,005[ 0,010] 0,002[ 0,000] 0,072[ 0.000] 0,010
10 AV-05 0,074] 0.010[ 0,000] 0,007[ 0,010] 0,072[ 0.010] 0,005[ 0.010]
11 MN-48 0,074] 0,005[ 0,010] 0.002[ 0,000] 0.072[ 0.000] 0.010[ 0.000] 0,010
12 AV-23 0,072] 0,002[ 0,007] 0.000[ 0,002] 0.069] 0.002] 0,007] 0.002] 0,007] 0.002
13 PS-66 0,072] 0.002[ 0,007] 0.000[ 0,002] 0.069[ 0.002] 0.007| 0.002] 0.007| 0.002] 0.000
14 MN-51 0,074] 0,005[ 0,010] 0,002[ 0,000] 0,072[ 0.000] 0,010[ 0.000] 0,010[ 0.000] 0,002] 0.002
15 PS-59 0,095] 0.055[ 0,057] 0,053 0,050] 0,093[ 0.050] 0,057[ 0.050] 0,057] 0,050] 0053 0,053[ 0.050]
16 PS-62 0,072] 0,002[ 0,007] 0.000[ 0,002] 0,069] 0.002] 0,007[ 0.002] 0,007| 0.002] 0,000] 0.000[ 0,002 0,053
17 PS-63 0,100] 0.060[ 0,062] 0,057[ 0,055 0,098[ 0.055] 0,062[ 0.055[ 0.062] 0.055] 0.057] 0,057| 0.055] 0.005[ 0.057
18 PS-68 0,074] 0.010[ 0,000] 0.007[ 0,010] 0.072[ 0.010] 0,005[ 0.010] 0,000[ 0.010] 0,007] 0.007| 0,010] 0.057[ 0.007] 0.062
19 PS-64 0,086] 0.050] 0,053] 0,048[ 0,045 0,084] 0,045 0,048] 0.045[ 0,053[ 0.045[ 0,048] 0,048[ 0.045] 0,021] 0.048] 0.026[ 0,053
20 PE-72 0,074] 0.010[ 0,000] 0.007[ 0,010] 0,072 0.010] 0.005[ 0.010] 0,000[ 0.010] 0,007] 0.007[ 0,010] 0.057[ 0,007] 0,062 0.000] 0,053
21 PE-OL 0,002] 0,072 0,072] 0,069] 0.072] 0,005 0.072] 0.069] 0.072] 0,072[ 0.072] 0.069] 0.069] 0.072] 0,093[ 0.069] 0,098[ 0.072] 0.084] 0.072
22 PE-93 0,074] 0,010[ 0,000] 0.007[ 0,010] 0.072[ 0.010] 0.005[ 0.010] 0.000[ 0.010] 0,007] 0.007[ 0,010] 0.057[ 0.,007] 0.062[ 0.000] 0.053[ 0.000[ 0.072
23 PE-80 0,074] 0,010[ 0,000] 0,007[ 0,010] 0,072[ 0,010] 0,005] 0.010] 0,000] 0.010] 0,007| 0,007[ 0,010] 0,057[ 0.007] 0,062| 0.000] 0,053] 0,000] 0,072[ 0.000
24 | © boninense (CO1139) |  4ag] 0,053| 0,085| 0.050| 0.048| 0.086] 0.048| 0.050] 0.048| 0.055| 0.048] 0.050] 0.050] 0.048] 0.019| 0.050] 0.024| 0.055| 0.002| 0.055] 0.086| 0.055] 0.055
C.boninense (STE-
25 U2998) 0,088} 0,053| 0,055 0.050| 0,048 0,086] 0,048 0.050| 0,048 0,055| 0.048| 0,050] 0.050| 0,048/ 0.019] 0,050] 0,024] 0,055/ 0,002| 0.055] 0.086| 0055 0.055| 0.000
26 | © boninense (COSO16) | 1 4a] 0,055| 0,057 0.053| 0.050] 0.086] 0.050] 0.053] 0.050| 0.057] 0.050| 0.053] 0.053] 0.050| 0.021| 0.053] 0.026| 0.057] 0.010] 0.057| 0.086| 0.057] 0.057| 0.007] 0,007
27| C-acutatum (YN316) | ¢,002| 0,072| 0.072| 0.069| 0.072] 0.005| 0.072] 0.069| 0,072 0.072| 0,072 0.069| 0.069] 0.072] 0.093| 0,069 0.098] 0,072 0.084] 0.072| 0.000] 0,072 0.072| 0.086/ 0.086| 0.086]
C. gloeosporioides
28 (CM0705) 0,072} 0,002| 0,007] 0.000| 0,002 0,069] 0.002] 0,007| 0.002| 0,007| 0.002| 0,000] 0.000] 0.002] 0,053| 0.000] 0.057| 0.007| 0.048] 0,007 0.069| 0.007| 0.007| 0.050] 0.050| 0.053| 0.069
C. gloeosporioides
29 (cFo7) 0,072] 0,002| 0,007| 0.000| 0,002 0.069] 0.002] 0,007| 0.002] 0.007| 0.002| 0,000f 0.000] 0,002] 0.053] 0,000 0,057| 0.007| 0.048] 0.007| 0.069| 0.007| 0,007| 0.050] 0.050| 0,053 0.069] 0.000
C. gloeosporioides
30 (C07009) 0,076} 0,012| 0,007] 0.010| 0,007 0,074] 0,007| 0,007| 0.007| 0,007| 0.007| 0,010] 0.010] 0,007 0.055| 0.010] 0.060| 0.007| 0.050| 0.007| 0.074| 0.007| 0.007| 0.053| 0.053| 0.055| 0.074| 0,010] 0.010
C. gloeosporioides (CQ-
31 12c) 0,072} 0,010| 0,005 0.007| 0,010] 0.069] 0,010 0.000| 0,010] 0,005| 0.010| 0,007| 0.007| 0,010] 0.057| 0,007 0.062| 0.005| 0.048] 0.005] 0.069| 0.005] 0.,005| 0.050| 0.050| 0,053 0.069] 0.007| 0,007| 0,007
32| C.acutaum (YN02) | 0,002| 0072 0,072| 0.069| 0.072| 0.005| 0.072| 0,069| 0.072| 0,072| 0,072 0.069| 0.069| 0.072| 0,093| 0.069] 0.098| 0.072| 0.084| 0.072| 0,000 0.072| 0.072| 0,086| 0.086| 0.086] 0.000| 0.069| 0.069| 0.074] 0.069
33| C.musae (8TL32) | 0,072] 0.012] 0,017] 0.010] 0.007] 0.069] 0.007] 0.014] 0.007] 0.017] 0.007] 0.010] 0.010] 0.007] 0.048] 0.010] 0.053[ 0.017] 0.043] 0,017] 0.069] 0,017[ 0.017] 0,045 0.045] 0.048] 0.069] 0.010] 0.010] 0.014] 0.014] 0,069
34| C.musae (BTL31) | 0,072| 0,012 0,017| 0.010] 0,007| 0.069] 0,007| 0,014 0,007| 0,017| 0.007| 0,010| 0.010] 0,007| 0.048] 0.010| 0.053| 0.017| 0.043] 0.017| 0.069] 0.017| 0.017| 0,045| 0.045| 0,048] 0,069| 0.010| 0.,010] 0,014] 0.014] 0,069| 0,000
C. graminicola (DT1024)
35 0,001} 0,053| 0,053] 0.050| 0,048/ 0,088| 0,048 0,053| 0.048| 0,053| 0.048| 0,050] 0.050| 0.048| 0,048| 0.050] 0,053| 0.053| 0.050| 0,053 0.088| 0.053| 0.053| 0,048 0,048| 0,050] 0.088| 0,050| 0.050| 0.050] 0,053| 0.088| 0.045| 0,045
C. graminicola (DT378)
36 0,001 0,053| 0,053] 0.050| 0,048 0.088| 0,048 0.053| 0,048 0,053| 0.048| 0,050] 0.050] 0,048/ 0.048| 0.050] 0,053] 0,053 0,050| 0.053] 0.088| 0.053| 0,053| 0.048] 0.048| 0.050] 0,088 0.050f 0.050| 0,050] 0.053| 0,088 0.045| 0,045 0,000
37 | C. capsici (STEU5304) | 0,093[ 0,053] 0.,050[ 0.050] 0.048] 0.095] 0.048] 0,055] 0.048] 0,050] 0,048 0.050] 0.050] 0.048] 0,045] 0.050] 0.050] 0.050] 0.045[ 0,050[ 0.091] 0,050[ 0.050] 0,043[ 0.043[ 0,041] 0.091] 0.050| 0.050] 0.053] 0.055] 0.091] 0.050] 0.050] 0.048[ 0.048
38 C.capsici 0,093] 0,053[ 0,050] 0.050] 0,048 0,095[ 0.048] 0,055| 0.048] 0,050| 0.048] 0,050] 0.050] 0,048] 0.045[ 0,050] 0,050] 0.050] 0,045] 0.050] 0.091] 0.050] 0,050] 0043 0.043[ 0.041] 0,091 0,050] 0.050| 0.053] 0.055[ 0,091 0.050[ 0.050] 0.048[ 0.048] 0.000]
39 | C._truncatum (120709) | 0,093[ 0,053] 0,050[ 0.050] 0.048[ 0.095] 0,048] 0,055 0.048] 0,050] 0.048] 0.050| 0.050] 0.048] 0,045 0.050] 0.050] 0.050] 0.045[ 0,050[ 0.091] 0,050] 0.050] 0,043[ 0.043] 0,041] 0,091] 0.050[ 0.050] 0.053] 0.055] 0.091] 0.050] 0.050] 0.048[ 0.048] 0.000] 0.000]
C. truncatum
40 (CBS66788) 0,093} 0,053| 0,050] 0.050| 0,048 0,095| 0,048/ 0,055| 0,048 0,050| 0.048| 0,050] 0.050| 0,048] 0.045| 0,050 0,050] 0.050] 0,045 0.050| 0.091| 0.050| 0,050| 0,043 0.043| 0,041 0,091 0,050f 0.050| 0,053 0.055| 0,001 0.050] 0,050 0.048| 0.048| 0.000| 0,000| 0,000
41 |_C. chlorophyti (14279) | 0,086] 0,069] 0,062] 0,067] 0.069] 0,084] 0,069] 0.067] 0,069] 0,062 0,069] 0,067 0,067] 0.069] 0,076 0.067] 0,081 0,062] 0.088] 0.062] 0,084] 0,062] 0.062] 0,086[ 0.086] 0,088| 0,084] 0,067 0,067] 0.069] 0,067] 0,084 0,072] 0,072[ 0.084] 0,084] 0,079] 0.079] 0.079] 0,079

Figura 9 - Estimativa da distancia genética entre as sequéncias de genes das regides ITS-5.8S rDNA e B-tubulina de isolados de Colletotrichum spp., analisados de forma
concatenada, de acordo com modelo gerado no programa Mega 5.5. (TAMURA et al., 2011)
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2.3.2.4 Caracterizacao patogénica

2.3.2.4.1 Agressividade dos isolados no hospedeiro de origem

Todos os isolados de Colletotrichum spp. obtidos de lesdes tipicas da antracnose em
abacate, manga, maracuja e péssego mostraram-se patogénicos quando inoculados em seus
hospedeiros de origem, reproduzindo os sintomas caracteristicos da doenca. Nos frutos
inoculados apenas com disco de BDA, utilizados como testemunha, ndo houve manifestacéo
de sintomas da doenca.

A agressividade foi variada entre isolados, permitindo a distingdo de grupos dentro de
cada hospedeiros quando os diametros das les6es foram avaliados pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de significancia.

Os isolados de abacate apresentaram variabilidade relativamente baixa, sendo
divididos em dois grupos. No primeiro grupo o didametro médio das lesbes variou entre 34,0
mm e 38,25 mm, diferindo dos isolados do segundo grupo, cujas lesdes variaram entre 38,7 a
44,0 mm (Figura 10). Todos os isolados oriundos do municipio de Dois Corregos foram
classificados dentro do grupo de maior agressividade enquanto para 0s demais municipios nao
houve um comportamento padréo entre os isolados.

Com relacdo aos isolados obtidos de manga, houve alta diversidade na agressividade,
suficiente para distingdo de cinco grupos (Figura 11). Os isolados MN-41, MN-46, MN-48,
MN-52, MN-57, MN-58 compuseram 0 grupo com as maiores lesbes, as quais ficam
compreendidas entre 35,2 e 37,2 mm de diametro, enquanto os isolados MN-31, MN-32, MN-
45 formaram o grupo de menor agressividade, com lesdes entre 14,5 e 18,0 mm de didmetro.
Né&o houve correspondéncia entre o municipio de origem e a agressividade dos isolados.

Para os isolados de maracuja trés grupos foram formados (Figura 12). O grupo menos
agressivo foi composto por dois isolados de C. gloeosporioides do municipio de Irapuru, que
causaram lesdes com médias entre 11,5 e 13,0 mm de didmetro, ao passo que, 0 grupo que
promoveu as maiores lesdes foi composto por sete isolados, com lesdes entre 21,5 e 28,5 mm.,
Os isolados de Adamantina e Bauru foram classificados apenas no grupo de maior
agressividade, para os demais municipios os isolados foram classificados em diferentes
grupos.

Os isolados de péssego foram divididos em quatro grupos (Figura 13), ndo havendo
correlacdo entre a agressividade e a origem dos mesmos. Contudo, apenas os isolados de C.
gloeosporioides compuseram os dois grupos de maior agressividade, causando lesdes entre
19,0 e 24,7 mm de didmetro, enquanto os dois grupos de menor agressividade foram formados
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exclusivamente pelos isolados de C. acutatum, que promoveram lesdes entre 10,2 a 17,2 mm
de diametro. Apesar da diferenca no tamanho das lesdes ocasionadas por essas duas espécies,
o0s sintomas promovidos pelas mesmas foram indistinguiveis, o que impossibilita a diagnose
baseada apenas na expressdo dos sintomas visando a identificacdo da espécie.

Os resultados revelam grande heterogeneidade quanto a agressividade dos isolados de
cada hospedeiro, com excecdo para os isolados de abacate. Isto implica em maior dificuldade
no desenvolvimento de métodos de controle efetivos da doenca, especialmente quando tais
métodos sdo baseados na resisténcia genética do hospedeiro.

A ampla variabilidade patogénica de fungos do género Colletotrichum associados aos
hospedeiros aqui estudados, também foi verificada por outros autores. Como exemplo,
citamos o trabalho desenvolvido por Almeida e Coélho (2007), no qual a amplitude no
diametro das lesGes entre 33 isolados de Colletotrichum spp. obtidos de maracuja apds sete
dias da inoculagéo, foi de 3,9 a 19,1 mm, permitindo a classificacdo dos isolados em dois
grupos. De modo semelhante Serra et al. (2011) distinguiram 40 isolados de C.
gloeosporioides obtidos de mangueiras em cinco grupos distintos, de acordo com o diametro
das lesdes promovidas em folhas, que variou entre 8,4 e 22,2 mm ap06s sete dias da
inoculacdo. Além desses autores, Swart (1999) igualmente constataram uma alta diversidade
patogénica entre 290 isolados de C. gloeosporioides obtidos de abacate e da manga,
suficientes para discriminar trés grupos entre os isolados de manga e quatro grupos entre 0s
isolados de abacate.
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Figura 10 - Diametro de lesdes promovidas por isolados de Colletotrichum gloeosporioides em abacate apos sete
dias da inoculacdo. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (Coeficiente de variacdo = 7,6%)
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Figura 11 - Diametro de lesGes promovidas por isolados de Colletotrichum gloeosporioides em manga apds sete
dias da inoculacdo. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (Coeficiente de variacdo = 10,4%)
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Figura 12 - Diametro de lesGes promovidas por isolados de Colletotrichum spp. em maracuja apés dez dias da
inoculacdo. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade. (Coeficiente de variacdo = 27,8%)
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Figura 13 - Diametro de lesGes promovidas por isolados de Colletotrichum spp. em péssego apos cinco dias da
inoculacdo. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade. (Coeficiente de variacdo = 11,7%)



86

2.3.2.4.2 Patogenicidade cruzada

Todos os isolados promoveram sintomas em abacate, manga, maracuja e péssego
quando inoculados com disco de BDA contendo estruturas do fungo, assim como, todos 0s
isolados causaram les6es em abacate, manga e péssego quando inoculados com suspensdes de
conidios. Entretanto, nenhum isolado promoveu sintomas em maracuja durante o periodo de
avaliacdo do experimento quando os frutos foram inoculados com suspensdes de conidios.
Este fato pode estar relacionado a ocorréncia de infeccdes latentes, de forma que o periodo
compreendido entre o inicio e o término do experimento pode ter sido insuficiente para a
expressao de sintomas. Nos frutos inoculados apenas com disco de BDA ou agua destilada,
utilizados como testemunha, ndo houve manifestagdo de sintomas da doenca.

Ao compararmos resultados dos dois métodos de inoculagdo, constatamos que alguns
isolados foram mais agressivos que outros quando inoculados com suspensdes de conidios,
mas tiveram comportamento contrario quando foram inoculados com discos.

Independente do método de inoculacdo utilizado, dentro de cada espécie vegetal
avaliada constatou-se similaridades estatisticas entre os tamanhos das lesGes promovidas por
isolados de diferentes hospedeiros. Em abacate, por exemplo, as maiores lesdes foram
causadas pelos isolados AV-05 (obtido de abacate) e PE-80 (obtido de péssego), ndo havendo
diferencas significativas entre esses e alguns outros isolados destas e de outras frutiferas. O
mesmo OCorreu para a manga, maracuja e péssego, como pode ser observado nas Tabelas 9 e
10. Esses resultados ndo correspondem aos constatados por Giblin, Coates e Irwin (2010), os
quais verificaram que os isolados de abacate foram significativamente mais agressivos que 0s
isolados de manga quando inoculados em abacate e os isolados de manga foram
significativamente mais agressivos que os isolados de abacate quando inoculados na manga.

Os isolados C. gloeosporioides, em geral, promoveram as maiores lesdes em abacate,
manga e péssego. Para o maracuja, o isolado de C. boninense (PS-64) promoveu as maiores
lesBes, porém, nas demais frutas esse isolado foi menos agressivo que 0s das demais espécies.
Observacdo semelhante foi feita por Silva-Rojas e Avila-Quezada (2011), que também
observaram que C. boninense promoveu lesbes menores que as causadas por C. acutatum e C.
gloeosporioides em abacate. Em relacdo aos isolados de C. acutatum constatou-se baixa
agressividade em péssego, porém, em manga e em abacate esta espécie promoveu lesdes com
diametros similares estatisticamente as causadas pelos isolados mais agressivos.

Apesar de ndo haver relatos no Brasil de C. boninense e C. acutatum causando
antracnose em abacate, no Meéxico estas duas espécies sdo relatadas (SILVA-ROJAS;
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AVILA-QUEZADA, 2011). Neste trabalho, confirmamos que isolados dessas espécies
podem, potencialmente, promover antracnose em abacates no Brasil.

Em termos do aspecto das lesdes, pode-se constatar que os sintomas da antracnose
promovidos pelos isolados de C. acutatum e C. boninense foram distintos dos causados por C.
gloeosporioides em abacate. Apds sete dias da inoculacdo, as lesdes causadas por C. acutatum
foram caracterizadas por intensa massa conidial de cor laranja, o isolado de C. boninense néo
produziu massas de esporos e promoveu lesdes menores, de cor marrom-clara e os isolados de
C. gloeosporioides em geral promoveram lesdes mais escuras, de marrom a negra, Com massa
de esporos laranja a salmdo palido (Figura 14). Para os demais hospedeiros ndo houve
diferencas no aspecto das leses causadas pelas diferentes espécies.

Diferente do que foi constatado neste trabalho, Silva-Rojas e Avila-Quezada (2011)
ndo observaram diferencas evidentes entre os sintomas ocasionados por C. gloeosporioides
daqueles causados por C. acutatum em abacates ‘Hass’. Desta forma, a expressdao dos
sintomas ocasionados por essas espécies parece ser influenciada pela variedade da fruta ou
pelas condi¢cbes ambientais. Assim sendo, a diagnose da doenca por meio do aspecto das
lesbes pode ndo ter valor relevante quando o objetivo é a identificacdo da espécie do agente
causal.

Tabela 9 — Diametro das lesdes de antracnose em frutos feridos de diferentes hospedeiros apos sete dias da
inoculacdo com discos de batata-dextrose-agar contendo estruturas de isolados de Colletotrichum spp

Diametros das lesdes (mm)

Isolado Abacate Manga Maracuja Péssego
AV-01 42,3 ab* 23,0 b 10,0 bc 28,0 bcd
AV-05 44,0 a 33,0 ab 11,0 bc 33,3 ab
AV-30 40,5 abc 225 b 12,8 abc 34,3 ab
MN-48 30,3 cd 32,3 ab 11,5 bc 29,3 abcd
MN-57 43,5 ab 353 a 16,5 ab 33,5 ab
MN-58 42,5 ab 31,0 ab 10,5 bc 31,3 abc
PS-64 295 d 23,0 b 18,3 a 22,8 d
PS-66 26,5 d 28,0 ab 8,3 bc 28,8 abcd
PS-68 35,8 abcd 32,3 ab 10,3 bc 25,5 cd
PE-72 43,3 ab 29,5 ab 10,3 bc 348 a
PE-73 275 d 32,5 ab 11,0 bc 22,8 d
PE-80 453 a 245 ab 75 ¢ 30,8 abc
PE-83 33,3 bcd 23,5 ab 10,0 bc 24,8 cd
CV.(%)*> 11,3 16,9 23,5 9,0

! Médias seguidas de letras minGsculas na coluna ndo diferem estatisticamente segundo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade. ? Coeficiente de variacéo.
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Tabela 10 — Diametro das lesGes de antracnose em frutos feridos de diferentes hospedeiros apos sete dias da
inoculacdo com suspensdo de conidios (10° conidios/mL) de isolados de Colletotrichum spp

Diametro médio das lesGes (mm)

Isolado

Abacate Manga Maracuja Péssego
AV-01 21,0 abcd! 16,8 ab 0,0 a 20,5 abcd
AV-05 25,8 a 26,3 a 0,0 a 21,3 abc
AV-30 23,3 abc 175 ab 0,0 a 245 a
MN-48 19,3 abcd 21,0 ab 0,0 a 20,3 abcd
MN-57 21,5 abcd 27,3 a 0,0 a 19,3 abcd
MN-58 17,8 bcde 245 ab 0,0 a 158 «cd
PS-64 10,8 e 153 b 0,0 a 145 d
PS-66 155 de 255 ab 0,0 a 21,8 abc
PS-68 16,5 cde 24,3 ab 0,0 a 148 d
PE-72 24,3 ab 225 ab 0,0 a 248 a
PE-73 18,8 abcd 23,3 ab 0,0 a 18,0 bcd
PE-80 255 a 18,3 ab 0,0 a 225 ab
PE-83 20,0 abcd 178 ab 0,0 a 17,5 bcd
CV.(%)? 14,7 19,6 0,0 12,8

! Médias seguidas de letras mindsculas na coluna ndo diferem estatisticamente segundo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. ? Coeficiente de variagao.

Figura 14 — Sintomas causados por Colletotrichum gloeosporioides (AV-05), C. acutatum (PE-83) e C.
boninense (PS-64) em abacate ‘Fuerte’
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Os resultados indicam a auséncia de especificidade patogénica de isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego aos seus hospedeiros de
origem, o que corrobora as observag6es de outros autores no Brasil, a exemplo de Bonett et al.
(2010). Esses autores confirmaram, através de inoculacGes artificiais, que isolados de C.
gloeosporioides obtidos de diferentes hospedeiros promoveram antracnose em varias espécies
de frutas, incluindo abacate, o qual foi suscetivel aos isolados de mamado, fruta-do-conde,
pimentdo verde, chuchu, jild, manga e pimenta. Semelhantemente, Peres et al. (2002), Silva et
al. (2006) e Lima Filho, Oliveira e Menezes (2003) ao estudarem isolados de Colletotrichum
spp. de algumas frutiferas demonstraram que, potencialmente, infec¢bes cruzadas podem
ocorrer.

Em lIsrael, Freeman e Shabi (1996) também constataram que isolados de C.
gloeosporioides obtidos de améndoa, magd, abacate e manga, bem como isolados de C.
acutatum de macé e péssego, infectam frutos destacados de outros hospedeiros, incluindo
abacate, améndoa, magd, manga e nectarina. Posteriormente, Freeman, Katan e Shabi (1998)
ressaltaram que estes experimentos foram realizados sob condi¢fes extremas, comumente
aplicadas em inoculacgdes artificiais e que apesar desses hospedeiros serem cultivados muito
préximos em algumas regides daquele pais, ndo ha comprovacdo da ocorréncia de infeccdo
cruzada em condicdes naturais.

A afirmacdo de Freeman, Katan e Shabi (1998) deve ser considerada no presente
trabalho, pois embora as inoculagbes artificiais demonstrem que os isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego possuem o potencial de
causar antracnose em frutos de todos esses hospedeiros, ndo existe comprovagao de que isto
ocorre em condicBes naturais. Uma evidéncia disto é a inexisténcia de relatos das espécies C.
acutatum em abacate, manga e maracuja e de C. boninense em abacate, manga e péssego no
Brasil, embora as mesmas tenham causado antracnose em frutos dessas espécies quando
inoculados artificialmente.

Diante da incerteza de que as infec¢Ges cruzadas verificadas neste e em outros
trabalhos possam ocorrer em condi¢cBes naturais € necessario que novos estudos sejam
realizados, visando determinar quais plantas efetivamente atuam como fontes de indculo para
a antracnose do abacateiro. Essa informacéo é de grande importancia para a determinacdo de
estratégias de controle desta doenca, tendo em vista que os abacateiros sdo cultivados
predominantemente em pequenas ou médias propriedades, situadas em regibes onde

comumente existem propriedades vizinhas que se dedicam ao cultivo de diferentes frutiferas.
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Além disso, tem se recomendado o cultivo associado de abacateiros com outras espécies de
plantas, a exemplo do maracuja (KOLLER, 1992), o que aumenta ainda mais o risco de

infeccéo cruzada.

2.3.2.5 Caracterizacdo enzimatica

Segundo os testes realizados detectou-se a capacidade de isolados de Colletotrichum
obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego produzirem diferentes tipos de enzimas
(Figuras 15 e 16), que podem atuar durante os processos de infeccdo e colonizacdo do
hospedeiro, bem como, constatou-se a existéncia de variabilidade na producéo dessas enzimas
entre os isolados avaliados, como pode ser visualizado na Tabela 11.

Nenhum isolado promoveu halo de degradacdo no substrato especifico para deteccdo
da atividade amilolitica, resultado que difere dos constatados por Pereira (2009) que constatou
atividade amilolitica entre isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides de goiaba e de Lima
Filho, Oliveira e Menezes (2003) que observaram a producdo desta enzima para isolados de
C. musae de banana e C. gloeosporioides de caju, manga e maracuja. Entretanto, neste
trabalho observou-se que todos os isolados cresceram neste substrato que contém amido como
Unica fonte de carbono e que é considerado uma fonte de energia utilizada por fungos
(GRIFFIN, 1994). Desta forma, a producao de amilases pode ter ocorrido, mas em quantidade
insuficiente para formacéo do halo.

Em relagdo a catalase, constatou-se que todos os isolados a produziram, sendo
classificados em dois grupos, de acordo com o volume de gés oxigénio liberado durante a
reacdo de quebra do peroxido de hidrogénio, observado indiretamente por meio do maior ou
menor borbulhamento do gas na solucdo (Figura 15). A producdo de catalase foi constatada
em C. gloeosporioides var. malvae e esta poderia atuar durante a fase colonizagdo
necrotrofica deste fungo, evitando danos causados pelo peréxido de hidrogénio originario de
células degeneradas do hospedeiro (GOODWIN; LI; JIN, 2001). Além disso, existem
indicios de que a catalase atua suprimindo as respostas de defesa das plantas, fato
demonstrado por Dixon, Harrison e Lamb (1994), segundo o0s quais o tratamento de sementes
de soja com esta enzima promoveu o bloqueio do acumulo da gliceolina, uma fitoalexina
induzida por Verticillium dahliae.

A atividade celulolitica foi observada para todos os isolados, com excecdo de AV-27.
(Tabela 11). Estes isolados foram classificados em oito grupos de acordo com a area do halo
decorrente da acdo das celulases. O grupo que promoveu os halos com as maiores areas foi



91

formado por 18 isolados, de distintos hospedeiros e procedéncias. A producdo de celulases é
importante para fungos fitopatogénicos, haja vista que a celulose e as hemiceluloses, em
conjunto com substancias pécticas, sdo componentes estruturais da parede celular vegetal,
atuando como uma barreira fisica para a colonizacéo do patégeno (CAVALCANTI, 2007).

A exemplo dos resultados obtidos, Lima Filho, Oliveira e Menezes (2003) observaram
producdo de celulase por isolados de C. gloeosporioides de manga e maracuja. Por sua vez,
Pereira (2009) além de observar a atividade celulolitica em isolados de C. acutatum e C.
gloeosporioides pode diferenciar essas espécies pelo fato da primeira espécie ter maior
atividade desta enzima quando comparada com a segunda. No presente trabalho, entretanto,
este fato ndo foi confirmado, tendo em vista que nenhum isolado de C. acutatum integrou o
grupo no qual houve as maiores areas de degradacdo da celulose.

Considerando a lacase, observou-se que ndo houve producdo desta enzima para 35
isolados (Tabela 11), os demais isolados apresentaram atividade distinta para esta enzima,
sendo classificados em oito grupos. O grupo que apresentou os maiores halos no substrato
especifico para deteccdo desta enzima foi formado por trés isolados de abacate (AV-19, AV-
29, AV-30) e por dois isolados de péssego (PE-85 e PE-87), todos identificados como sendo
C. gloeosporioides. As lacases sdo glicoproteinas polifenol oxidases que atuam na degradacgéo
da lignina e, segundo Obara, Varéa-Pereira e Miyagui (2005), podem estar envolvidas na
patogenicidade de alguns fungos.

A atividade lipolitica ndo foi observada para 11 isolados (AV-27, MN-34, MN-41,
MN-46, PS-59, PS-61, PS-69, PE-73, PE-83, PE-88 e PE-91), os demais apresentaram
atividade lipolitica variada. Os isolados foram classificados em nove grupos, de acordo com a
area do halo opaco decorrente da degradacdo de lipidios no meio de cultura. O grupo que
apresentou os halos com as maiores areas foi formado por dois isolados de péssego (PE-86 e
PE-89), ambos pertencentes a espécie C. gloeosporioides. As lipases sdo enzimas do tipo
esterases, que inclui a cutinase, uma importante enzima responsavel pela degradacdo da
cutina, um biopoliéster insolivel que constitui o componente estrutural da cuticula das
plantas, a qual atua como a primeira barreira fisica da planta contra os pat6genos
(KOLATTUKUDY, 1985; MACEDO; PIO, 2005). A importancia dessa enzima durante a
infeccdo de C. gloeosporioides foi demonstrada por Dickman e Patil (1986) ao comprovarem
que isolados mutantes desta espécie foram incapazes de causar sintomas em mamao.

No caso da pectinase, constatou-se que todos os isolados produziram esta enzima,

sendo classificados em trés grupos conforme a area do halo translicido que se formou no
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meio de cultura. O grupo que promoveu os halos com maiores areas foi composto por 23
isolados e o grupo que promoveu halos com as menores areas foi composto por 56 isolados.
Todos os isolados de péssego, exceto um (PE-72), foram classificados dentro do grupo com
menores areas de degradacao decorrente da acdo da pectinase. Segundo Silva et al. (2005), a
pectato liase, um tipo de pectinase, atua sobre a matriz de pectato da parede celular vegetal,
em conjunto com outras enzimas pectioliticas, como a metilesterases da pectina e
poligalacturonases. O papel dessa enzima durante a patogénese foi avaliado por Wattad et al.
(1997) os quais observaram que a adi¢do de anticorpos contra pectato liase na superficie de
abacate, banana e manga inibiu o desenvolvimento de sintomas da antracnose causada por C.
gloeosporioides. Yakoby et al. (2001) também demonstraram a necessidade da expressao
dessa enzima durante os processos patogénicos de C. gloeosporioides em abacates. Esses
autores verificaram que a severidade da antracnose nos frutos inoculados com isolados
mutantes, incapazes de produzir esta enzima, foi de 36% a 45% menor que a dos frutos
inoculados com isolados que ndo sofreram mutacao.

Finalmente, todos os isolados apresentaram atividade da proteolitica. A area do halo
formado pela acdo das proteinases permitiu separar os isolados em nove grupos, onde o
isolado AV-11 destacou-se por promover halo com maior area. A importancia das proteinases
durante a patogénese de C. coccodes foi verificada por Redman e Rodriguez (2002), ao
comprovarem que mutantes desta espécie que ndo produziam esta enzima ndao foram
virulentos.

Embora os resultados obtidos demonstrem que os isolados apresentam diferencas
quanto a atividade de algumas enzimas que podem estar envolvidas na infecgdo e colonizacao
do hospedeiro, ndo houve correcdo significativa (p<0,05) entre as atividades enzimaticas in
vitro e agressividade dos isolados nos seus hospedeiros de origem (valores de “r” néo
demonstrados).

Resultados similares foram constatados por Almeida e Coélho (2007), os quais
também ndo constataram a correlacdo entre a atividade in vitro da amilase, lipase, proteinase e
celulose, com a agressividade de isolados de C. gloeosporioides em maracuja amarelo.

Por outro lado, a correlagdo entre a atividade enzimatica in vitro e a agressividade do
isolado tem sido constatada por alguns autores. Este é o caso do trabalho desenvolvido por
Pereira (2009), no qual foi demonstrada a correlacdo positiva entre a area de degradacdo do
amido, lipidio e pectina in vitro e agressividade de isolados de C. gloeosporioides e C.
acutatum em goiaba. Semelhantemente, Couto, Menezes e Coélho (2002) observaram uma
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alta correlagdo entre a atividade amilolitica e o didmetro das lesGes de isolados de C. musae
em bananas.

A baixa correlagdo entre a producdo de enzimas em substrato artificial e a
agressividade dos isolados no hospedeiro, entretanto, ndo € um bom indicativo de que essas
enzimas nao participam dos processos de infeccdo e colonizacdo do hospedeiro, pois o
substrato tem influéncia sobre a expressdo das enzimas e a reproducédo exata das condicdes
oferecidas pelo substrato natural ¢ dificil de ser reproduzida em meio artificial.

Em abacate, por exemplo, foi verificado que durante 0 amadurecimento o pericarpo
tem o seu pH aumentado de 5.2 para 6.1 e o patégeno C. gloeosporioides contribui para a
alcalinizacdo do meio, por meio da indugdo do acimulo de aménia nos tecidos do hospedeiro.
Este processo ocorre através da inducdo da expressdo de genes regulatdrios, entre eles o pacC,
um forte regulador de genes dependentes de pH, e que é conhecido como importante
regulador do gene pelB (KRAMER-HAIMOVICH et al.,2006). A alcalinizacdo do meio é
necessario para ativacdo de diversas enzimas extracelulares, a exemplo da pectato liase
(CAVALCANTI, 2007).

Tabela 11 — Area do halo de degradacdo (cm?) resultante da atividade das enzimas celulase, lacase, lipase,
pectinase e proteinase e atividade da enzima catalase produzidas por isolados de Colletotrichum
spp. em meios de cultura especificos

(continua)
Enzimas (area do halo de degradacéo - cm?) Atividade da
Isolados Celulose Lacase Lipase Pectinase Proteinase catalase’
AV-01 14,0 a* 0,0 h 83 ¢ 7,7 a 6,4 f +
AV-02 11,1 d 0,0 h 40 f 51 b 54 ¢ +
AV-03 11,7 ¢ 111 d 6,9 d 48 c 33 i +
AV-04 123 b 85 e 50 e 7,1 a 9,7 ¢ +
AV-05 130 b 138 ¢ 46 f 78 a 34 i +
AV-06 13,3 a 0,0 h 2,1 h 6,9 a 8,0 d +
AV-07 113 ¢ 0,0 h 6,2 e 4,7 ¢ 8,1 d +
AV-08 141 a 0,0 h 4,1 f 76 a 6,8 e +
AV-09 13,6 a 0,0 h 6,3 e 6,0 b 51 ¢ ++
AV-10 130 b 0,0 h 34 g 72 a 6,5 f +
AV-11 144 a 0,0 h 42 f 6,9 a 133 a ++
AV-12 126 b 148 ¢ 8,3 ¢C 32 ¢ 4,3 h +
AV-13 145 a 159 b 42 f 30 c 41 h +
AV-14 115 ¢ 0,0 h 329 7,3 a 8,2 d +
AV-15 10,8 d 0,0 h 53 ¢ 55 b 8,1 d +
AV-16 126 b 133 ¢ 37 ¢ 6,5 b 55 ¢ +
AV-17 10,5 d 132 ¢ 57 e 7,4 a 54 ¢ +
AV-18 11,7 ¢ 150 ¢ 95 b 31 ¢c 41 h +
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Tabela 11 — Area do halo de degradacdo (cm?) resultante da atividade das enzimas celulase, lacase, lipase,
pectinase e proteinase e atividade da enzima catalase produzidas por isolados de Colletotrichum
spp. em meios de cultura especificos

(continuacao)

Enzimas (area do halo de degradacéo — cm?) Atividade da
Isolados Celulose Lacase Lipase Pectinase Proteinase catalase’
AV-19 80 f 17,1 a 57 e 31 c 73 e +
AV-20 119 ¢ 0,0 h 25 ¢ 31 ¢c 4,1 h +
AV-21 130 b 0,0 h 8,6 b 59 b 6,8 e +
AV-22 13,3 a 138 ¢ 43 f 29 ¢ 50 ¢ +
AV-23 13,6 a 13,6 ¢ 6,1 e 58 b 6,0 f +
AV-24 10,6 d 156 b 7,0 d 37 ¢ 8,5 d +
AV-25 85 f 0,0 h 95 b 72 a 52 ¢ +
AV-26 13,7 a 0,0 h 81 ¢ 33 ¢ 51 g +
AV-27 0,0 h 0,0 h 0,0 i 55 b 91 c +
AV-28 10,9 d 0,0 h 77 ¢ 4 c 109 b +
AV-29 11,2 d 18,1 a 6,3 e 7,7 a 49 ¢ +
AV-30 10,8 d 18,8 a 90 b 30 ¢ 35 i +
MN-31 14,7 a 11,2 d 32 g 75 a 53 g +
MN-32 9,7 e 0,0 h 31 ¢ 2,7 ¢ 51 ¢ +
MN-33 10,0 d 159 b 6,1 e 32 ¢ 4,1 h +
MN-34 128 b 7,7 e 0,0 i 75 a 4,6 h +
MN-35 129 b 0,0 h 59 e 75 a 58 f +
MN-36 10,5 d 0,0 h 73 d 78 a 6,1 f +
MN-37 10,7 d 143 ¢ 6,8 d 28 ¢ 6,5 f +
MN-38 110 d 0,0 h 45 f 31 c 51 ¢ +
MN-39 12,7 b 10,9 d 76 ¢ 51 b 58 f +
MN-40 12,7 b 0,0 h 58 e 31 c 30 i +
MN-41 140 a 106 d 0,0 i 29 ¢ 6,7 e +
MN-42 11,7 ¢ 0,0 h 2,0 h 6,2 b 51 ¢ +
MN-43 122 b 0,0 h 51 e 42 c 9,6 ¢ +
MN-45 111 d 139 ¢ 6,4 e 57 b 50 g +
MN-46 13,7 a 21 g 0,0 i 30 ¢ 6,4 f +
MN-47 118 ¢ 35 ¢ 6,1 e 7,1 a 6,7 e +
MN-48 114 ¢ 122 d 74 d 6,7 a 59 f +
MN-49 13,8 a 98 d 6,1 e 7,3 a 56 ¢ +
MN-50 94 e 33 ¢ 2,2 h 7,4 a 59 f +
MN-51 15,2 a 38 g 41 f 49 ¢ 54 g +
MN-52 140 a 146 ¢ 75 d 76 a 4,2 h +
MN-53 12,6 b 0,0 h 8,0 ¢ 34 ¢ 72 e +
MN-54 125 b 0,0 h 51 e 36 C 4,0 h +
MN-55 145 a 0,0 h 95 b 36 ¢ 70 e +
MN-56 13,1 a 0,0 h 0,9 h 4,1 c 6,5 f +
MN-57 111 d 129 ¢ 43 f 6,5 b 42 h ++
MN-58 14,1 a 13,7 ¢ 1,1 h 6,0 b 6,0 f +
PS-59 9,6 e 6,2 f 0,0 i 19 ¢ 70 e +
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Tabela 11 — Area do halo de degradacdo (cm?) resultante da atividade das enzimas celulase, lacase, lipase,
pectinase e proteinase e atividade da enzima catalase produzidas por isolados de Colletotrichum
spp. em meios de cultura especificos

(continuacao)

Enzimas (area do halo de degradacéo — cm?) Atividade da
Isolados Celulose Lacase Lipase Pectinase Proteinase catalase’
PS-60 85 f 10,9 d 79 ¢ 6,7 a 8,4 d +
PS-61 6,4 g 0,0 h 0,0 i 35 ¢ 39 h +
PS-62 11,0 d 0,0 h 16 h 39 ¢ 6,9 e +
PS-63 8,2 f 1,8 h 15 h 36 C 110 b +
PS-64 10,6 d 11,5 d 6,9 d 59 b 54 ¢ +
PS-65 79 f 76 e 09 h 2,4 c 4,6 h +
PS-66 116 ¢ 0,0 h 6,2 e 33 ¢ 38 h +
PS-67 10,6 d 0,0 h 0,2 i 32 ¢ 8,9 d +
PS-68 12,0 ¢ 16,3 b 35 ¢ 30 ¢ 79 d +
PS-69 6,3 ¢ 71 e 0,0 i 16 ¢ 75 e +
PS-70 139 a 05 g 1,4 h 58 b 8,2 d +
PS-71 10,9 d 0,0 h 05 i 8,1 a 109 b +
PE-72 124 b 136 ¢ 10,1 b 76 a 3,7 h +
PE-73 10,1 d 146 c 0,0 i 39 ¢ 39 h ++
PE-74 112 d 8,7 e 1,7 h 26 c 50 g ++
PE-75 104 d 140 ¢ 1,2 h 29 ¢ 33 i +
PE-76 124 b 16,6 b 18 h 2,7 ¢ 31 i ++
PE-77 10,9 d 0,0 h 15 h 32 ¢ 33 i ++
PE-78 9,7 e 0,0 h 7,1 d 37 ¢ 6,0 f +
PE-79 119 ¢ 85 e 7,3 d 39 c 3,7 i +
PE-80 10,1 d 10,7 d 79 c 40 c 52 ¢ +
PE-81 123 b 155 b 6,8 d 32 ¢ 6,4 f +
PE-82 10,5 d 16,0 b 0,6 i 28 ¢ 34 i ++
PE-83 10,6 d 8,2 e 0,0 i 2,7 ¢ 4,2 h ++
PE-84 92 e 133 ¢ 8,4 c 46 c 92 ¢ +
PE-85 10,5 d 174 a 40 f 34 c 3,6 i +
PE-86 10,7 d 12,0 d 135 a 29 ¢ 92 ¢ +
PE-87 99 d 18,4 a 80 ¢ 31lc 7,7 d ++
PE-88 10,9 d 55 f 0,0 i 25 ¢ 54 ¢ ++
PE-89 125 b 142 ¢ 129 a 42 ¢ 8,1 d +
PE-90 113 ¢ 148 ¢ 52 e 33 ¢ 10,8 b +
PE-91 125 b 08 g 0,0 i 2,1 c 6,9 e ++
PE-92 12,1 ¢! 153 ¢ 55 e 30 ¢ 30 i +
PE-93 119 ¢ 0,0 h 104 b 50 ¢ 6,7 e +
PE-94 114 ¢ 16,2 b 6,8 d 31 ¢c 3,0 i +
C.V. (%)® 8,2 20,3 17,4 30,3 10,8

T Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. ? (+) baixa atividade, (++) alta atividade. * Coeficiente de variacao.
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Figura 15 - Decomposicdo do perdxido de hidrogénio em placas de Petri com colonias de Colletotrichum
cultivadas em meio a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias em meio batata-dextrose-
agar: (a) baixa atividade da catalase (pouco borbulhamento de gas na solucdo, indicado pela seta);
(b) alta atividade da catalase (borbulhamento de gas intenso na solucdo em toda a placa)

Figura 16 - Halos promovidos pela atividade in vitro da celulase (a), lipase (b), lacase (c), proteinase (d) e
pectinase (e) de isolados de Colletotrichum spp. de frutiferas cultivados em substrato solido
especifico
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2.3.3 Efeito da temperatura e periodo de molhamento sobre a pré-penetracéo infeccéo e

colonizacéo de Colletotrichum gloeosporioides em abacates ‘Hass’ e ‘Fuerte’

2.3.3.1 Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento na germinacao e
formacéo de apressdrios de Colletotrichum gloeosporioides

Temperatura e periodo de molhamento tiveram forte influéncia sobre germinacéo e
formacdo de apressorios de C. gloeosporioides, como pode ser observado nas Figuras 17 e 18.

As superficies de respostas da germinacgdo de conidios (i) e formacdo de conidios com
apressorios (ii), ajustadas pelo modelo beta-monomolecular, foram descritas, respectivamente,
pelas equagdes abaixo:

(i) Z=((0,001043)*((T-(4,11959)) ~ (2,54203)) * (((40,0006)-T) " (2,18824))) *

((0,117833) * (1-(2,90061) * EXP((0,39454)* M)))

(i) Z=((0,0000787)*((T-(4,16538))"\(3,36691))*(((40,0)-T)"\(2,70413)))*((0,032341)*(1-

(2,38677)*EXP(-(0,292395)*M)))

Para as duas equacdes descritas anteriormente, Z corresponde a variavel analisada, T
corresponde a temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (horas).

A germinacdo de conidios e formacdo de apressérios ocorreu em ampla faixa de
temperatura, compreendida entre 10°C e 35°C, ndo sendo constatada a germinacdo de conidios
nas temperaturas de 5 e 40°C.

Nas temperaturas de 10°C e 35°C houve baixas percentagens de conidios germinados e
conidios com apressorios. Essas variaveis atingiram valores méximos com 24 horas de
molhamento, com percentagens médias de conidios germinados de 17,2% a 10°C e de 18,2%
a 35°C e percentagem de conidios com apressoérios de 2,5% a 10°C e de 4% a 35°C.

A faixa compreendida entre 15 e 30°C foi favoravel para a germinacdo de conidios,
promovendo valores acima de 50% de conidios germinados a partir de 6 horas de
molhamento. Ap6s 12 horas de molhamento, a percentagem de conidios com apressérios foi
de 42% a 15°C e superior a 50% entre 20°C e 30°C.

Em relacdo ao periodo de molhamento, constatou-se que trés horas foram suficientes
para a germinacdo de alguns conidios incubados entre 15 e 30°C. Quando os mesmos foram
incubados a 10°C o periodo minimo para a germinacao de conidios foi de 12 horas enquanto a
35°C 0 minimo foi de seis horas.

O aumento no periodo de molhamento resultou em maiores percentagens de conidios

germinados e apressorios formados entre 10 e 35°C. Observou-se que com trés horas de
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molhamento a percentagem de conidios germinados foi inferior a 15% enquanto com 24 horas
de molhamento mais de 90% dos conidios germinaram e formaram apressorios em
temperaturas entre 20 e 30°C.

Considerando o periodo de molhamento de 24 horas, a temperatura 6tima calculada
através da equacdo ajustadas pelo modelo beta-monomolecular para a germinacao e conidios
foi de 23,4°C enquanto para a formacdo de apressérios foi de 24,0°C. Esses valores sao
proximos as temperaturas médias observadas na maioria dos municipios paulistas durante o
maior periodo do ano (MIRANDA et al., 2011).

Os resultados deste trabalho sdo similares aos constatados por Soares, Lourenco e
Amorim (2008) e por Moraes (2009) para isolados de C. gloeosporioides obtido de goiabeira.
Como no presente trabalho, esses autores constataram que a germinacdo de conidios e
formacéo de apressorios foi inibida nas temperaturas de 5 e 40°C e ocorreu entre 10°C a 35°C,
com maiores percentagens de conidios germinados e apressorios formados entre as
temperaturas de 20 e 25°C.

Tais resultados revelam que este fungo é capaz de explorar ampla faixa de
temperatura, indicando que este é capaz de germinar e formar apressorios em qualquer época
do ano e periodo do dia, pois sdo raros e curtos os periodos onde as temperaturas ambientes
ficam abaixo de 5°C ou acima de 40°C nas regides produtoras de abacate do Brasil.

A capacidade do fungo explorar ampla faixa de temperatura pode inviabilizar o
desenvolvimento de sistemas de previsdao de doencas baseados nessa variavel (MORAES,
2009).

O fato da germinacdo dos conidios de C. gloeosporioides ser totalmente inibida na
temperatura de 5°C, demonstra que a refrigeracdo consiste em um método adequado para
evitar novas infeccbes em frutos sob pdés-colheita. Constatacdo semelhante foi feita por
Everett (2003), o qual estudando isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides obtidos de
abacate, observou que a germinacao de conidios de C. acutatum sob temperaturas inferiores a
7,1°C foi totalmente inibida, enquanto C. gloeosporioides teve a germinacdo de conidios
inibida em temperaturas abaixo de 13,7°C.
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Superficie de resposta da germinacéo (%) de conidios de Colletotrichum gloeosporioides em abacate
‘Fuerte’, em funcdo da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela equacédo
Z=((0,001043)*((T-(4,11959)) ~ (2,54203)) * (((40,0006)-T) ~ (2,18824))) * ((0,117833) * (1-
(2,90061) * EXP((0,39454)* M))), onde Z é percentagem de conidios germinados, T é a temperatura
(°C) e M é o periodo de molhamento (h). Circulos pretos representam dados do primeiro experimento
e brancos representam dados do segundo experimento (experimentos realizados simultaneamente)
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Superficie de resposta de formagcéao de apressorios por Colletotrichum gloeosporioides sobre abacate
‘Fuerte’ em funcdo da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela equacdo (ii)
Z=((0,0000787)*((T-(4,16538))"(3,36691))*(((40,0)-T)"(2,70413)))*((0,032341)*(1-(2,38677)  *
EXP(-(0,292395)*M))) onde Z é a percentagem de conidios com apressorios, T é a temperatura (°C)
e M é o periodo de molhamento (h). Circulos pretos representam dados do primeiro experimento e
brancos representam dados do segundo experimento
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2.3.3.3 Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento na infeccéo e
colonizacéo de Colletotrichum gloeosporioides em abacates ‘Hass’ e ‘Fuerte’

Neste experimento foi constatada a ocorréncia de lesdes tipicas da antracnose nos
frutos das duas variedades quando estes foram incubados entre 15°C e 30°C. Na temperatura
de 10°C ndo houve manifestacdo de sintomas durante o periodo de avaliacdo do experimento.

O aumento no periodo de molhamento de 6 para 24 horas ndo teve influéncia sobre a
taxa de desenvolvimento da doenca e sobre o didmetro médio das lesdes ap6s 12 dias da
inoculacédo, conforme demonstram as Figuras 20 a 23. Esse resultado indica que, na presenca
de ferimentos, C. gloeosporioides infecta o hospedeiro em curtos periodos de molhamento,
inferiores a 6 horas, fato que deve ser considerado para o controle da doenca.

Por sua vez, a temperatura teve grande influéncia no desenvolvimento da antracnose.
Com base nos resultados obtidos observou-se que os periodos de incubacdo foram maiores a
15°C e menores a 25 e 30°C (Figura 19). Na temperatura de 15°C observou-se que, em média,
42% dos abacates ‘Hass’ apresentaram sintomas da antracnose, nimeros proximos aos
observados para o abacate ‘Fuerte’ cuja incidéncia média foi de 39%. Nas temperaturas de 20,
25 e 30°C, todos os frutos apresentaram sintomas de antracnose em até 9 dias para o abacate
‘Fuerte’ e em até 10 dias para o abacate ‘Hass’.

O efeito da temperatura também foi observado sobre o periodo de laténcia. Para o
abacate ‘Fuerte’ este periodo variou 11 e 12 dias a 15°C, de 7 a 12 dias a 20°C e de 6 a 9 dias
a 25 e 30°C. Para o0 abacate ‘Hass’, o periodo de laténcia ocorreu entre 10 e 12 dias a 15°C, de
7 a1l diasa20°C e de5a 10 dias a 25 e 30°C.

O aumento na temperatura promoveu, ainda, 0 incremento nas taxas de
desenvolvimento e nos didametros médios das lesdes (Figuras 20 a 23).

Tanto para o abacate ‘Hass’ como para o ‘Fuerte’, 0s sintomas observados nos frutos
incubados a 15°C foram menos severos que aqueles ocorridos acima de 20°C, ficando
limitados a pequenas lesbes necroticas superficiais. A 25 e 30°C as lesbes formadas
apresentaram grandes proporcdes, tanto em area como em profundidade, atingindo a polpa e
tornando os frutos imprestaveis para o consumo. As maiores taxas de desenvolvimento e
diametros das lesdes foram verificadas na temperatura de 30°C.

A temperatura 6tima obtida por meio do modelo beta-monomolecular, com base nos
didmetros das lesdes, foi de 29,2°C para o0 abacate ‘Fuerte’ e de 28,5°C para o abacate ‘Hass’.
Para ambas as variedades a temperatura minima calculada foi de 10,0 °C enquanto a
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temperatura maxima obtida pela equacdo ajustada pelo modelo beta-monomolecular foi de
35,5°C para 0 abacate ‘Fuerte’ e 34,6°C para o0 ‘Hass’.

Os resultados obtidos neste trabalho correspondem as observacdes de Fitzell e
Muirhead (1983), os quais verificaram que o nivel da antracnose em abacates ‘Fuerte’
aumentou com o acréscimo da temperatura, sendo baixo a 15°C e muito alto entre 27°C e
30°C. Desta forma, os autores concluiram que os elevados danos ocasionados pela antracnose
durante as épocas do ano em que a temperatura ambiente excede 24°C podem ser reduzidos
com o amadurecimento e comercializacdo dos frutos em temperaturas de até 17°C.

Hopkirk et al. (1994) também observaram que abacates ‘Hass’ mantidos a 25 e 30 °C
apresentaram niveis significativamente mais elevados de podridées e tornaram-se
imprestaveis para a comercializagéo, enquanto os frutos amadurecidos a 15°C demonstraram
vida de prateleira significativamente mais longa e tiveram baixas incidéncias de podriddes. Os
autores constataram, ainda, que os frutos mantidos a 25°C amoleceram na mesma taxa que 0s
mantidos a 20°C durante o amadurecimento, mas que a 30 °C as frutas ndo amadureceram
adequadamente.

Fato semelhante foi reportado por Erickson e Yamashita (1964), que demonstraram a
alta sensibilidade de abacates *“Hass’ a temperaturas superiores a 27°C, nas quais o fruto tem
sua maturacdo prejudicada, com conseqlente alteracdo na textura da polpa, fato que poderia
estar associado a maior severidade da antracnose, verificada neste trabalho.

Também ha indicios do processo de maturacdo estar relacionado com a
suscetibilidade do fruto a antracnose, fato que foi sugerido por varios autores para esta e
outras podridGes pos-colheita do abacate (TRUTER; EKSTEEN, 1987; DARVAS; KOTZE;
WEHNER, 1990; PRUSKY; PLUMBLEY; KOBILER, 1991). Desta forma, os frutos
incubados a 10 e 15°C podem ter apresentado baixos indices da antracnose por terem a
maturacao mais lenta que aqueles incubados a 25 e 30°C.

Ainda, hd que se considerar o efeito inibitério de baixas temperaturas sobre o
metabolismo do fungo, como foi demonstrado no item 2.3.2.1, onde as col6nias incubadas a
15°C tiveram crescimento inferior as incubadas a 25 e 30°C.

Essas informacdes devem ser consideradas durante os procedimentos de transporte e
armazenamento de abacates ‘Hass’ e ‘Fuerte’ e demonstram que a manutencdo dos frutos em
ambiente refrigerado, considerado por Kohatsu e Moreira (2008) como sendo o principal
método de conservacdo pos-colheita empregado para o abacate, deve ser adotado sempre que
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possivel durante o transporte e armazenamento dos frutos, visando minimizar os danos

ocasionados pela antracnose.
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Figura 19 — Incidéncia de antracnose em abacates ‘Fuerte’ (a) e ‘Hass’ (b) inoculados com Colletotrichum

gloeosporioides e incubados sob diferentes temperaturas

Didmetro da lesdo (mm)

Figura 20 - Superficie de resposta do diametro das lesdes de antracnose apds 12 dias da inoculagdo de um
isolado de Colletotrichum gloeosporioides em abacate ‘Fuerte’ em fungdo da temperatura e do
periodo de molhamento, descrita pela equacdo Z=((1,36398)*((T-(9,9994))(1,514))*(((35,5719)-
T)"(0,507149)))*((0,69494)*(1-(0,777153)*EXP(-(0,0000694)*M))) onde Z é o didmetro da lesdo,
T é a temperatura (°C) e M ¢ o periodo de molhamento (h). Circulos pretos representam dados do

primeiro experimento e brancos representam dados do segundo experimento
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Didmetro da lesdo (mm)

Figura 21 - Superficie de resposta do diametro das lesdes de antracnose apds 12 dias da inoculagcdo de um
isolado de Colletotrichum gloeosporioides em abacate ‘Hass’ em funcédo da temperatura e do periodo
de molhamento, descrita pela equacdo Z=((0,274028)*((T-(9,9999))"(1,60253))*(((34,6397)-
T)*(0,532106)))*((0,511157)*(1-(0,262566)*EXP(-(0,924801)*M))) onde Z é o didametro da leséo,
T é a temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (h), Circulos pretos representam dados do
primeiro experimento e brancos representam dados do segundo experimento
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Figura 22 - Superficie de resposta da taxa de progresso das lesbes promovidas por Colletotrichum
gloeosporioides em abacate ‘Fuerte’ em funcdo da temperatura e do periodo de molhamento,
descrita pela equagdo Z=((0,54293)*((T-(9,99943))"(1,19829))*(((35,262)-T)"(0,357384)))*
((0,20823)*(1-(0,02623)*EXP(-(0,899807)*M))) onde Z ¢é a taxa de progresso da lesdo, T € a
temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (h). Circulos pretos representam dados do
primeiro experimento e brancos representam dados do segundo experimento
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Figura 23 - Superficie de resposta da taxa de progresso das lesGes promovidas por Colletotrichum
gloeosporioides em abacate ‘Hass’ em funcdo da temperatura e do periodo de molhamento,
descrita pela equacéo Z=((0,290072)*((T-(9,99926))(1,23527))*(((34,7453)-
T)™0,371775)))*((0,29973) *(1-(0,38769)*EXP(-(1,59277)*M))) onde Z é a taxa de progresso
da lesdo, T é a temperatura (°C) e M é o periodo de molhamento (h). Circulos pretos
representam dados do primeiro experimento e brancos representam dados do segundo
experimento

2.3.4 Controle da antracnose em abacates com fungicidas e sanitizantes

Dentre os produtos avaliados o procloraz foi o Gnico que reduziu significativamente a
antracnose em abacate ‘Hass’ até o 14° dia de armazenamento, com 10,8% de incidéncia, ante
65,0% apresentado pela testemunha (Tabela 12). Auséncia de sintomas de antracnose foi
observada até o oitavo dia de armazenamento com os fungicidas procloraz e imazalil,
comparado a 13,3% de incidéncia na testemunha. Decorridos 14 dias do tratamento, o
procloraz foi o Unico funcigida cuja incidéncia da antracnose foi significativamente menor do
que a ocorrida no tratamento controle, porém, os resultados do tratamento com procloraz ndo
diferiram estatisticamente dos obtidos com o imazalil.

Esses resultados corroboram as informagdes de outros trabalhos, que demonstram que
0 tratamento de abacates por imersdo em calda contendo com procloraz é eficaz no controle
pos-colheita da antracnose do abacateiro (MUIRHEAD et al., 1982; ROUX; WENTZEL,;
ROOSE, 1985; POWELL, 1988; MCMILLAN; NARAYANAN, 1990).

O tiabendazol, que atualmente é o Unico fungicida que pode ser utilizado no Brasil
para o controle da antracnose em pés-colheita (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005),
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também promoveu o controle significativo da antracnose doenca, mas apenas aos dez dias do
tratamento, apos este periodo o produto foi ineficaz.

Na Africa do Sul, Dyk, Villiers e Korsten (1997), constataram que o tiabendazol teve
eficacia bastante variavel no controle da antracnose em funcéo da origem dos frutos, fato que
poderia estar associado com diferentes niveis de resisténcia do patégeno a esse fungicida.
Entretanto, no Brasil a ocorréncia de resisténcia em C. gloeosporioides do abacateiro ndo é
relatada.

O controle da doenga também foi verificado com cloreto de benzalcénio e diéxido de
cloro, somente no décimo dia de armazenamento, ndo sendo eficientes em reduzir a incidéncia
da antracnose, nas avaliagbes subsequentes. Por sua vez, ndo foi constatado controle
significativo da antracnose em nenhuma das avaliagdes quando se empregou o hipoclorito de
sodio no tratamento dos frutos.

Apesar desses resultados, Boshoff, Slabbert e Korsten (1995) obervaram que o
tratamento dos frutos com produtos a base de aménia quaternaria, como é o caso de cloreto de
benzalconio (amonio quaternario catiénico) e cloro a 900 ppm, reduziram significativamente
a antracnose, de modo que a imersdo dos frutos em solugdo com cloro nos packinghouses
pode ser importante na reducéo das podriddes.

O fato de produtos que ndo atuam sistemicamente no fruto promoverem reducéo na
incidéncia da antracnose, mesmo quando os frutos sdo tratados apds a colheita, pode estar
relacionado a atuacdo desses produtos sobre os apressérios melanizados que permanecem
quiescentes na epiderme do fruto verde e s6 completam o processo de infeccdo apds o
amadurecimento do fruto e decréscimo na concentragcdo do composto antifingico “dieno” (1-
acetoxi-2-hidrdxi-4-oxoheneicosa-12,15-dieno), presente no pericarpo dos frutos imaturos
(BINYAMINI; SCHIFFMANN-NADEL, 1972; PEGG et al.,, 2002). Desta forma, o
tratamento do fruto ainda verde, logo apds a colheita, pode impedir o estabelecimento da
infeccéo resultando no controle da doenca.

O tratamento dos frutos com azoxistrobina e Ecolife® também se mostraram ineficazes
para o controle da antracnose em todos os periodos de avaliacéo.

Contrariando os resultados obtidos neste trabalho, Coates et al. (2001) demonstraram
que o tratamento de abacates ‘Hass’ com azoxistrobina, associado a um agente molhante, foi
eficaz no controle da antracnose, mas quando este fungicida foi aplicado sem o adjuvante, 0s

niveis de controle desta doenca foram menores.
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Em relacio ao Ecolife®, o mesmo se mostrou eficaz no controle da antracnose na pos-
colheita de algumas variedades de banana (FURTADO et al., 2010), entretanto, ndo ha relatos

na literatura do uso deste produto para 0 manejo da antracnose do abacate.

Tabela 12 - Efeito de produtos na incidéncia (%) da antracnose em abacate ‘Hass’, ap6s diferentes periodos do
tratamento pés-colheita

Produtos Dias ap6s o tratamento
6 8 10 12 14

Testemunha 28a"  13,3a 30,0 a 49,2 a 65,0 a
Azoxistrobina 0,0a 5,6 ab 24,7 ab 49,7 a 54,7 a
Dioxido de cloro 0,0a 53ab 13,6 bc 41,1a 56,9 a
Ecolife® 0,0a 5,3 ab 21,7 abc 492 a 64,7 a
Cloreto de benzalconio 0,0a 2,5ab 8,1cd 30,0 ab 46,4 a
Hipoclorito de sédio 0,0a 5,3ab 19,2 abc 41,4 a 49,4 a
Imazalil 0,0a 0,0b 8,1cd 27,2 ab 38,lab
Procloraz 0,0a 0,0b 0,0d 8,3b 10,8 b
Tiabendazol 0,0a 2,5ab 13,6 bc 38,6 a 43,6 a

T'Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si, em nivel de 5%

pelo teste ndo paramétrico de comparagao de multiplas proporgoes.
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3 CONCLUSOES

e A principal doencga pos-colheita identificada em abacates ‘Fuerte’ e ‘Hass’,
durante o ano de 2008, em packinghouse de Bauru-SP, foi a antracnose;

e As injarias mecanicas decorrentes das operacGes de colheita e pds-colheita ndo
favorecem o desenvolvimento de podridGes a partir de infeccdes quiescentes;

e No Estado de Séo Paulo, a antracnose do abacate e manga é causada por C.
gloeosporoides, espécie que também esta associada a antracnose do maracuja e
do péssego. Além de C. gloeosporioides, C. boninense causa antracnose em
maracuji e C. acutatum promove antracnose em péssego neste Estado;

e Isolados de Colletotrichum de abacate, manga, maracuja e péssego sdo
altamente variaveis do ponto de vista morfo-cultural, patogénico e fisiologico,
tanto inter quanto intraespecificamente;

e C. gloeosporoides, C. acutatum e C. boninense, potencialmente, podem
promover infecgdes cruzadas em abacate, manga, maracuja e péssego;

e Ha certo grau de especializacdo dos isolados de C. gloeosporoides de manga,
ainda que, inoculagdes artificiais revelem que tais isolados podem causar
infecces também em abacate, maracuja e péssego;

e A temperatura e periodo de molhamento influenciam a pré-penetracdo de C.
gloeosporioides e 0 seu desenvolvimento em abacate. Temperaturas entre 20 e
30 °C com periodos de molhamento superior a 6 horas sdo mais favoraveis para
o desenvolvimento da antracnose, enquanto temperaturas abaixo de 10°C
controlam eficientemente a doenca;

e Controle eficaz da antracnose em abacate pode ser obtido com os fungicidas

procloraz e imazalil.
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