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RESUMO

A mancha foliar de Glomerella (MFG), causada por espécies de
Colletotrichum spp., € uma das principais doencas que afetam pomares de macieira
no Brasil, especialmente em cultivares como 'Gala’. A doenga compromete a
produtividade devido a desfolha intensa e ao impacto negativo no acumulo de
reservas da planta. Este estudo teve como objetivo avaliar o progresso temporal da
MFG em folhas de diferentes idades da cultivar 'Gala’, inoculadas com isolados
Colletotrichum chrysophilum (MdCc-33) e Colletotrichum nymphaeae (MdCn-142), de
forma isolada e em mistura. Para isso, foram realizados trés ensaios ex vivo com
folhas destacadas, sendo dois que serviram de pré-teste e um que serviu para avaliar
a infeccéo latente, e também, um teste principal com mudas de macieira. As folhas
destacadas e as mudas foram inoculadas com suspensdo de conidios, exceto no
ensaio para verificacdo da infeccéo latente, onde foi utilizado metologia ONFIT. A
avaliacdo ocorreu no 7° dia para os pré testes, 12° dia para ONFIT e durante
aproximadamente 3 meses para o teste principal. Todos os ensaios foram realizados
em duplicata, as avaliac6es ocorreram por meio de escala diagramética para a doenca
e, a infeccao latente (ONFIT) avaliou-se por incidéncia do patdgeno. Para analise
estatistica utilizou-se o software R e as médias, quando significativas foram
comparadas com Tukey (0,05%). Os resultados do ensaio principal demonstraram que
C. chrysophilum foi o patdgeno mais agressivo, apresentando as maiores medias de
severidade em ambos o0s ensaios. A mistura de dois isolados mostrou um
comportamento intermediério, enquanto C. nymphaee exibiu menor severidade, com
progressdo mais acentuada no segundo ensaios, realizado em condi¢des climaticas
mais amenas. Em relacdo a posicdo das folhas no ramo, as folhas mais velhas
(posicdes inferiores) tiveram maior severidade na mistura dos isolados, enquanto C.
chrysophilum se destacou em posi¢cdes intermediarias. Embora as analises néo
tenham identificado diferencas estatisticas significativas entre as posi¢cdes das folhas,
os resultados sugerem que a idade das folhas influencia a manifestacédo dos sintomas
e a agressividade dos isolados. Este trabalho contribui para o entendimento da
epidemiologia da MFG ao demonstrar que o comportamento Colletotrichum spp. pode
depender da idade da folha.

Palavras-chave: Mancha foliar de Glomerella; Colletotrichum chrysophilum;
Colletotrichum nymphaeae; Mistura de isolados; idade da folha.



ABSTRACT

Glomerella leaf spot (GLS), caused by Colletotrichum spp., is one of the main
diseases affecting apple orchards in Brazil, especially in cultivars such as 'Gala’. The
disease compromises productivity due to intense defoliation and the negative impact
on the accumulation of plant reserves. This study aimed to evaluate the temporal
progression of GLS in leaves of different ages of the cultivar 'Gala’, inoculated with the
isolates Colletotrichum chrysophilum (MdCc-33) and Colletotrichum nymphaeae
(MdCn-142), alone and in mixture. For this purpose, three ex vivo tests were performed
with detached leaves, two of which served as pre-tests and one that served to evaluate
latent infection, in addition to the main test with apple seedlings. The methodologies
were applied by means of conidial suspension and formation of a humid chamber,
except in the test to verify latent infection, in which the leaves had already been
inoculated and were only subjected to low temperatures and subsequently kept in a
humid chamber (ONFIT). The evaluation occurred on the 7th day for the pre-tests, on
the 12th day for ONFIT and for approximately 3 months for the main test. All tests were
performed in duplicate, the evaluations occurred through a diagrammatic scale for the
disease and the latent infection (ONFIT) was evaluated by incidence of the pathogen.
For statistical analysis, the R software was used and the means, when significant, were
compared with Tukey (0.05%). The results showed that C. chrysophilum was the most
aggressive pathogen, presenting the highest severity means in both experiments. The
mixture of two isolates showed an intermediate behavior, while C. nymphaee exhibited
lower severity, with a more pronounced progression in the second experiment, carried
out under milder climatic conditions. Regarding the position of the leaves on the
branch, the oldest leaves (lower positions) had greater severity in the mixture of
isolates, while C. chrysophilum stood out in intermediate positions. Although the
analyses did not identify statistically significant differences between the leaf positions,
the results suggest that the age of the leaves influences the manifestation of symptoms
and the aggressiveness of the isolates. This work contributes to the understanding of
the epidemiology of GLS.

Keywords: Glomerella leaf spot; Colletotrichum chrysophilum; Colletotrichum
nymphaeae; Mixture of isolates; leaf age.
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1 INTRODUCAO

A macéd (Malus domestica Borkh) é a fruta de clima temperado mais consumida
no mundo, destacando-se por sua grande relevancia socioeconOmica, ao gerar
empregos e contribuir para a economia. Além disso, € reconhecida pelos beneficios
gue oferece a saude dos consumidores (FAORO, 2022).

O pais que mais produz magca € a China, seguido por Estados Unidos da América
e Turquia (FAORO, 2023). O Brasil por sua vez, ocupa o 11° lugar no ranking mundial
de producdo (IBGE, 2022). Historicamente, o Brasil comec¢ou a produzir macad em
escala comercial na década de 1970, aliado a implementacao de tecnologias como
porta-enxertos ananizantes, plantio em alta densidade, superacdo artificial da
dorméncia e armazenamento controlado da fruta, e desde entdo é uma atividade
consolidada no pais (PETRI et al., 2011).

De acordo com IBGE (2023), o Brasil produziu em 2023 cerca de 1.183.794
toneladas da fruta, em 33.358 hectares, que correspondem a um valor gerado de
2.931.988 mil reais. Santa Catarina € o estado que mais produz a fruta, seguido por
Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais e Sdo Paulo (IBGE, 2023). A cultivar ‘Gala’
€ a mais plantada, e caracterizada por ser suscetivel a problemas fitossanitarios que
acometem a cultura e diminuem a produtividade, entre eles, a principal doenca de
verdo, mancha foliar de Glomerella (MFG) ou também chamada mancha foliar da Gala
(MOREIRA et al., 2019).

A MFG é causada por espécies de Colletotrichum spp., mais comumente do
complexo C. gloeosporioides, C. acutatum e C. boninense (CARRARO et al., 2023),
sendo os dois primeiros o de maior relevancia (MOREIRA et al., 2019). O patégeno
pode infectar e causar sintoma nas folhas e frutos, nas folhas apresentam manchas
irregulares de coloracdo marrom avermelhada que evoluem para lesdes necréticas, e
nos frutos, apresentam uma grande quantidade de pequenas pontuacdes de cor
marrom claro, que nao evolui para uma podriddo (HAMADA et al., 2019). A epidemia
da doenca se inicia com a sobrevivéncia do in6culo de uma safra para outra, esta
sobrevivéncia pode se dar através de qualquer tecido vegetal vivo como em flores,
galhos e brotos dormentes, e ainda, de folhas caidas no solo e frutos mumificados que
se mantem na area no periodo em que a planta esta dormente (inverno), assim que a

planta comeca a brotar (primavera), o inéculo que sobreviveu ira infecta tecidos
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saudaveis e se disseminar pelo pomar (HAMADA et al., 2020; HAMADA e MAY DE
MIO 2017).

O curto periodo de incubacao da doenca e a falta de produtos curativos tornam o
manejo da doenca no campo dificil, sendo feito principalmente com o uso de produtos
quimicos de acao preventiva com pulverizacdes calendarizadas (KATSURAYAMA e
BONETI, 2009).

Conhecer a espécie causadora da doencga nos diferentes locais de cultivo é
importante para definir melhor as estratégias de manejo. Existem diferengcas em
relacdo a agressividade e também sensibilidade aos fungicidas (Moreira et al., 2019).

Diversas pesquisas sdo direcionadas a esta problematica, o que contribui para o
entendimento do manejo da doenca em campo (ARAUJO et al., 2017), dentre elas,
um estudo sobre a disperséao e distribuicdo da doenca no dossel da planta foi realizado
por Hamada et al (2019) e mostrou que o indculo inicia na parte mais baixa da planta,
mas a doenca se distribui aleatoriamente por toda a copa com o desenvolvimento da
epidemia.

Existem relatos da relacdo da epidemia com a desfolha (HAMADA et al., 2019),
mas o0s estudos sobre o tema séo raros, como por exemplo a interferéncia da idade
da folha e suscetibilidade do patdgeno ainda ndo foram plenamente estudados. Outro
aspecto interessante no estudo para entender a epidemiologia da doenca, € a relacéo
que existe entre as espécies inoculadas, pois, assim como ha diferenca na
agressividade das espécies, conforme visto por Moreira, Peres e May De Mio (2018),
pode haver diferenca em relacéo a expressao do sintoma ao longo do tempo, quando
uma ou mais espécies sao inoculadas em combinacao e separadamente.

Neste contexto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o progresso temporal
da mancha foliar de Glomerella em folhas de diferentes idades da cultivar ‘Gala’,
inoculadas com Colletotrichum chrysophilum e Colletotrichum nymphaeae de maneira

isolada e em mistura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A macieira é uma das frutiferas de clima temperado mais cultivadas no mundo,
destacando-se por sua relevancia histérica, econémica e produtiva. No Brasil, a
producao é centralizada na regido Sul, com cultivares predominantemente sendo Gala
e Fuji. No entanto, os desafios como a mancha foliar de Glomerella (MFG)
comprometem a produtividade, especialmente em condi¢cdes adequadas ao fungo
Colletotrichum spp. Essa revisdo aborda aspectos da cultura da macieira, historico,
produtividade e caracteristicas da MFG, incluindo sua epidemiologia, sintomatologia

e manejo.

2.1 A CULTURA DA MACIEIRA

A macieira (Malus x domestica Borkh.) pertence a familia Rosaceae (RICCE et
al., 2018). Do ponto de vista botanico, € uma planta perene de folhas caducas que
entra em dorméncia durante o inverno, exigindo um acumulo de horas de frio
adequado para induzir a brotacdo na primavera. A frutificacdo efetiva requer
polinizacdo cruzada, resultando em fruto do tipo climatérico, arredondado e de
coloracdo avermelhada (PETRI, 2008).

2.1.1 Historico

A historia da evolucdo da maca cultivada foi elucidada através de estudos que
utilizaram marcadores moleculares para interferéncias evolutivas, complementados
por evidéncias arqueoldgicas coletadas em expedicbes de campo. Esses estudos
indicam que a primeira macieira, Malus sieversii (Ldb). Roem, teve sua origem nas
montanhas Tian Shan, na Asia Central, por volta de 6.500 a.C. Posteriormente, M.
sieversii passou por processos de hibridizacdo e introgressao genética com outras
espécies enquanto era comercializada ao longo da ‘Rota da Seda’ que passava da
Asia para a Europa, permitindo interacdes com Malus baccata (L.) Borkh. na
Sibéria, Malus orientalis Uglitz. no Caucaso e Malus sylvestris Mill. na Europa
(CORNILLE et al., 2014).

A maca chegou as Américas durante os séculos XVI e XVII e, ao longo dos

séculos seguintes, tornou-se uma das frutiferas mais cultivadas mundialmente, gracas
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a expansdo e ao desenvolvimento continuo de sua exploracdo (DE LA PENA-
ARMADA e MATEOS-APARICIO, 2022).

No Brasil, os primeiros relatos sobre a macieira datam no inicio do século XX.
O primeiro registro de cultivo ocorreu na regido de Indaial, no estado de Santa
Catarina, com a cultivar Bismark, no entanto, foi em 1926 na regido de Valinhos, no
estado de Sao Paulo, que houve o primeiro registro de comercializacdo, com a cultivar
Ohio Beauty (PETRI et al., 2009). Com o reconhecimento do potencial da cultura no
pais, a adesdo dos agricultores aumentou, impulsionada pela criagdo de centros de
pesquisa e incentivos estaduais com projetos e legislacdo que facilitaram sua
expansado. Esse desenvolvimento consolidou trés polos de producédo no Brasil: Santa
Catarina com as cidades de Fraiburgo e Sdo Joaquim, Rio Grande do Sul com a
cidade de Vacaria e Parana com a cidade de Palmas — as regides mais frias

encontradas na porcdo Sul (PETRI et al., 2011).

2.1.2 Produtividade

A producao brasileira de maca aumentou significativamente, passando de de

44 mil toneladas em 1970 para 314 mil toneladas em 1980, evidenciando a crescente
consolidacdo do fruto (SEAGRI, 2010), neste periodo, o pais passou a ser
autossuficiente no abastecimento local da fruta, e em 1998 passou a exporta-la
(PETRI et al., 2011). Os estados que mais produzem no pais sdo Rio Grande do Sul
e Santa Catarina, que alternam a lideranca do ranking conforme o ano, seguido pelo
Parana. Segundo estimativa feita pelo IBGE, na safra 2023/2024 foram produzidas
cerca de 1.183.988 toneladas, sendo Santa Catarina o principal estado responsavel,
contribuindo com a quantidade de 593.140 toneladas de maca e valor de producao de
1.565.693 mil reais, 0s municipios que elevam estes indicadores sao principalmente
S&o Joaquim, Bom Jardim da Serra, Urupema, Monte Carlo e Fraiburgo (IBGE, 2024).
As cultivares sofreram sucessivas mudancas, passando de Golden

Delicious, Starkimson, Blackjon e Melrose plantadas no inicio, para Gala e Fuji com
seus clones Royal Gala, Imperial Gala, Maxi Gala, Fuji Suprema e Fuji Seleta (PETRI
et al., 2011). Atualmente na regido sul do Brasil, as principais cultivares plantadas sé&o
Gala e Fuiji, por terem boa aceitabilidade do mercado consumidor que leva em conta
aparéncia e sabor do fruto (KVITSCHAL et al., 2023), e 95% de toda producdo

brasileira provém de clones dessas duas cultivares (KIST, 2015). Outra caracteristica
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ligada a elas, é a susceptibilidade a diversas doencas fungicas, como sarna (Venturia
inaequalis, Cke. Wint.) em regides de altitude maior, e podriddo amarga e mancha
foliar de glomerella (Colletotrichum spp.) para cv. Gala, em regides de altitude menor,
que possuem temperaturas mais elevadas e verées umidos (KVITSCHAL et al., 2023).
A mancha foliar de glomerella se tornou uma problematica a ser enfrentada pelos
produtores, devido a seu rapido aumento dos danos econémicos causados no pomar
(FURLAN et al., 2010; DENARDI et al., 2015).

2.2 MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA

A mancha foliar de Glomerella (MFG) ou mancha foliar da ‘Gala’, é considerada
a principal doenca de verdo no Brasil. Em regi6es onde seu desenvolvimento é
favoravel, pode acometer as folhas e frutos de macieira, afetando a produtividade do
pomar (ARAUJO et al., 2017).

Esta doenca comecou a ser relatada na literatura global entre as décadas de
1950 e 1960, sendo uma mancha foliar associada a cultivar Golden Delicious e
causando desfolha na cultura (SUTTON & SANHUEZA, 1998). Estudos mais recentes
mostram que em alta pressao de inéculo a doenca pode incidir por toda a planta e
causar desfolha superior a 75% (ARAUJO, et al., 2017), reduzindo 50% da
produtividade ou até causar perda total (SANHUEZA et al., 2003).

Nas regiées marginais ao clima temperado e em pomares onde o plantio é
mais adensado, observa-se um aumento na incidéncia da doenca (HAMADA et al.,
2017). As cultivares com maior susceptibilidade sdo do grupo Gala e seus clones
(ARAUJO, et al., 2017).

2.2.1 Sintomatologia e Etiologia

Os sintomas iniciais da MFG nas folhas, surgem no segundo dia apés a
infeccdo do patogeno, sdo lesdes irregulares de coloracdo vermelho-purpura que
evoluem para lesdes necroticas entre o sétimo e décimo dia. Neste periodo o tecido
foliar desidrata, se torna completamente marrom ou amarelado e ocorre a desfolha
(MOREIRA et al., 2019 & VELHO et al., 2018). A perda de folhas impacta diretamente

no acumulo de reservas da planta, que por consequéncia diminui a energia disponivel
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para as proximas brotacfes, impactando diretamente na produtividade das safras
subsequentes (ARAUJO, et al., 2016).

Em frutos, os sintomas s&o caracterizados por apresentarem um grande
namero de lesdes com coloracdo marrom-claras e levemente deprimidas, de tamanho
variando de 1 a 3 mm, que ndo aumentam com o tempo e nao evoluem para uma
podriddo (WANG et al., 2012). O sintoma também pode ser observado nos ramos
verdes, com lesdes longitudinais de cor marrom clara que se tornam corticentas e com
borda saliente (KATSURAYAMA e BONETI, 2009).

FIGURA 1 — SINTOMA DE MFG EM FOLHA (a), EM FRUTO (b), E ESPORULACAO DE
Colletotrichum spp. (c)

FONTE: A autora (2024)

As espécies de Colletotrichum estdo frequentemente associadas a varias
doencas em culturas de interesse agronémico. Uma Unica espécie pode infectar
diferentes hospedeiros, assim como um unico hospedeiro pode ser infectado por
varias espécies (TRKULJA et al., 2024; MOREIRA et al., 2019). Estudos mostram que
a mancha foliar de Glomerella é causada principalmente pelos géneros C.
gloeosporioides, C. acutatum e C. boninense (VELHO et al., 2018).

Em um levantamento recente, Trkulja et al., (2024) identificaram espécies de
Colletotrichum capazes de infectar folhas de macieira e causar MFG em diversas

regides do mundo (Tabela X). C. fructicola pertence ao complexo C. gloeosporioides,
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e € a espécie com maior predominancia em Santa Catarina (VELHO et al., 2018),
engquanto que no Rio Grande do Sul e no Parana a espécie de maior predominancia

é C. nymphaeae, que pertence ao complexo C. acutatum (MOREIRA et al., 2019).

QUADRO 1- ESPECIES DE Colletotrichum CAPAZES DE CAUSAR MANCHA FOLIAR DE
GLOMERELLA

Complexo Espécie
Colletotrichum tropicale
Colletotrichum siamense

Glomerella cingulata
Colletotrichum fructicola

Colletotrichum chrysophilum
Colletotrichum asianum
Colletotrichum alienum

Colletotrichum paranaense

Colletotrichum nymphaeae
C. acutatum Colletotrichum melonis
Colletotrichum limetticola
Colletotrichum fioriniae
Colletotrichum aenigma
C. boninense Colletotrichum karsti
FONTE: Trkulja et al., (2024).

C. gloeosporioides

A identificacdo das espécies pode ser realizada por técnicas laboratoriais de
extracdo de DNA, que permitem a amplificacdo de regides gendmicas conhecidas,
como ITS, GAPDH e B-tubulina. Além disso, a identificacdo morfolégica € feita com
base em caracteristicas como tamanho e forma dos conidios, presenca de cerdas e
esclerédios, coloragdo, taxa de crescimento em meio de cultura e presenca de
teleomorfos (VELHO et al., 2018). Conhecer a espécie causadora da doenca é
essencial, pois elas variam em agressividade e frequéncia de ocorréncia.

As espécies mais agressivas tendem a aumentar sua frequéncia no pomar e,
por meio da reproducédo sexuada, podem gerar individuos com genotipos variados
(CISNE et al., 2017). Isso impacta diretamente o manejo da doenca, considerando
que hé relatos de Colletotrichum spp. com redu¢do na susceptibilidade a fungicidas
comumente utilizados para o controle da MFG. Por exemplo, o tiofanato metilico é

eficaz contra C. gloeosporioides, mas nao contra C. acutatum, enquanto as
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estrobilurinas mostram perda de eficiéncia para alguns isolados de Colletotrichum
(ARAUJO et al., 2017).

2.2.2 Epidemiologia da doenca

O in6culo priméario sobrevive no pomar de forma dormente, no interior do tecido
vegetal de gemas, cancros, folhas caidas ao solo e frutos mumificados de safras
anteriores, da macieira, ou, de culturas que se localizam na proximidade. Além disso,
o indculo primario também pode chegar ao pomar através de vetores, como por
exemplo pela contaminacdo de maos, equipamentos, maquinario e insetos. Os
conidios de Colletotrichum spp. sdo envoltos por uma massa mucilaginosa constituida
de acucares e proteinas, capaz de nutrir o patdégeno e proteger da dessecacao
(HAMADA e MAY DE MIO, 2017).

Para que o in6culo seja disseminado pelo pomar é necessario que haja
estimulo sobre a massa mucilaginosa, como por exemplo da gota de chuva, que ir4
dissolver a mucilagem e deixar os conidios livres para infectar o tecido vegetal
(AMORIM e PASCHOLATI, 2018). Esses conidios atingem principalmente o terco
inferior e interior da copa das arvores (EMBRAPA, 2002; HAMADA et al., 2019).

A colonizacéo inicial de Colletotrichum spp. ocorre em aproximadamente duas
horas ap6s o contato do patégeno com o tecido vegetal, quando os conidios comecam
a emitir o tubo germinativo. Entre seis e dezoito horas, forma-se o apressorio, uma
estrutura localizada na extremidade do tubo germinativo que se fixa e penetra no
tecido vegetal por meio do peg de penetracdo (BROOK, 1977) Apds essa penetracao,
as hifas primarias se desenvolvem nos poros basais e infectam as células
epidérmicas. Em seguida, a vesicula e as hifas primarias intracelulares promovem a
formacdo de hifas secundarias, que se tornam mais estreitas e se espalham por todo
o tecido do hospedeiro, causando les6es necréticas (KATSURAYAMA e BONETI
(1999).

No Brasil, a doenca ocorre com mais frequéncia em regides marginais ao clima
temperado e em pomares mais adensados, onde o clima quente e chuvoso favorece
o desenvolvimento do patdgeno. Nessas condi¢des, temperaturas acima de 24°C,
associadas a alta umidade e ao molhamento foliar de oito horas, sdo fatores favoraveis
para desencadear a epidemia no pomar (HAMADA e MAY DE MIO, 2017).

Katsurayama e Boneti (1999), atribuiram que a temperatura 6tima para o fungo
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infectar, varia de acordo com o periodo minimo de molhamento foliar. A umidade é a
condicao climatoldgica considerada indispensavel para haver incidéncia da doenca e
aumento de severidade, pois sem ela o fungo é incapaz de germinar seus esporos e
realizar a penetracdo (CARRARO et al., 2022).

A doenca geralmente aparece nos meses de novembro e dezembro, quando
as temperaturas aumentam naturalmente; entretanto, em periodos sem chuvas os
sintomas tendem a surgir apenas em janeiro. O inverso também ocorre, em anos com
chuvas antecipadas em outubro, os sintomas podem ser notados j& nas flores
(SANHUEZA et al., 2003). Denardi et al., (2015) apontam que o0 vigor excessivo das
plantas e altos niveis de nitrogénio estimulam o surgimento de MFG, especialmente

em pomares situados em baixadas com exposi¢ao ao Sul.

3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido na Universidade Federal do Parana (UFPR),
no Laboratério de Epidemiologia para Manejo Integrado de Doencas de Plantas
(LEMID).

3.1 CONDUCAO DAS PLANTAS DE MACIEIRA

Mudas de aproximadamente 1,5 metros de altura foram produzidas em viveiro
comercial no estado do Parana, constituidas de porta enxerto da cultivar ‘M9’ e copa
da cultivar ‘Gala’.

Antes do plantio, fez-se a limpeza das raizes mais grosseiras e desidratadas,
para acomodar corretamente as plantas nos vasos de 5 litros, em seguida, 0s vasos
foram preenchidos com terra e substrato na propor¢cdo 1:1 até a borda. As plantas
permaneceram em casa de vegetacdo com as condicfes controladas através da
irrigacéo por aspersao, com temperatura de 25°C e umidade relativa do ar em 85%.

Enquanto as plantas se desenvolviam, houve controle de plantas daninhas e
controle fitossanitario com defensivos quimicos. Apdés a montagem dos ensaios,
somente controle bioldégico e manual foram utilizados. Os vasos receberam adubacéo
de 10 gramas de NPK (5-20-10) apds 3 semanas do plantio. Na TABELA 1, estédo

descritos os produtos utilizados para o controle fitossanitario.
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TABELA 1. — CONTROLE FITOSSANITARIO DAS MUDAS UTILIZADAS.

Produto P. A Dose (L/Ha) Alvo

Agua + Pulgéo e
detergente - - cochonilha
Abamex ® Abamectina 0,5 Acaro
Abamex ® Abamectina 0,5 Acaro
Oberon ® Espiromesifeno 0,1 Acaro
Oberon ® Espiromesifeno 0,1 Acaro
Spical C ® Neoseiulus _ Acaro

californicus
Boveril ® Beauveria Acaro
bassiana -

FONTE: A autora (2024).

3.2 ENSAIOS EX VIVO COM FOLHAS DESTACADAS DE MACIEIRA

Para estes ensaios foram escolhidas as espécies do patdgeno selecionadas de

acordo com as mais frequentes em regides brasileiras de producdo de macéa, C.

chrysophilum e C. nymphaea e na Tabela 1 sdo descritas as caracteristicas de cada

isolado, incluindo a espécie, a cultura de origem, 0 ano de coleta do material e a parte

da planta de onde foi obtido.

TABELA 2 — RELACAO DOS ISOLADOS QUANTO AO CODIGO, ESPECIE, ANO, ESTADO,
CULTIVAR E PARTE DA PLANTA AO QUAL FOI OBTIDO.

Cddigo Espécie Ano

Estado Cultivar Parte da planta

MdCn-89 C. nymphaeae 2016
MdCn-142  C. nymphaeae 2011
MdCc-110 C. chrysophilum 2017
MdCc-33  C. chrysophilum 2010

SC Gala Folha
PR Gala Folha
PR Eva Fruto de raleio

RS Gala Folha

FONTE — Moreira (2019).
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Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo meio nutritivo BDA
(batata, dextrose e agar), e incubados em BOD com temperatura de 25°C (x 2°C) e
fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias.

O ensaio ex vivo foi realizado a fim de selecionar os isolados para realizacao
do ensaio principal. O delineamento experimental escolhido foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos, compostos por: i) MdcC-110 ii) MdCc-33, iii)
MdCn-89SC, iv) MdCn-142 e v) Agua destilada como testemunha, e quatro repeticdes
contendo trés folhas cada, totalizando 12 folhas por tratamento.

Folhas completamente expandidas, localizadas na por¢do mediana dos ramos,
foram destacadas das mudas de 'Gala’ descritas no item 3.1. Em seguida, foram
desinfestadas em hipoclorito de sodio a 0,5% por 1 minuto, e lavadas trés vezes com
agua destilada. Apdés a secagem, as folhas foram inoculadas utilizando aerdgrafo
(modelo alpha Arprex®, bico 0,03mm) na superficie abaxial com uma suspensao de
in6culo ajustada por meio de camara Newbauer, para 1 x 10* conidios/mL, e foram
acomodadas sobre tela em recipientes do tipo gerbox.

O fundo do gerbox foi preenchido com papel filtro umedecido, e as tampas
foram igualmente umedecidas e seladas com filme plastico para formar uma camara
umida. O ensaio foi mantido em uma camara de crescimento Conviron a 25°C (+ 2°C)
com fotoperiodo de 12 horas. A avaliacdo da severidade de MFG (% de area doente)
foi realizada ap6és 7 dias. O mesmo procedimento foi repetido em um segundo ensaio,
a fim de confirmar a agressividade de MdCc-33 e MdCn-142 de maneira isolada e em
mistura. Ambos os ensaios foram realizados em duplicata.

Os sintomas observados nas folhas foram avaliados por meio de escala de

severidade proposta por Moreira et al., (2019).



21

FIGURA 2— ESCALA DIAGRAMATICA PARA MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA.

0.2% 2.5% 5% 10% 20%
30% 40% 50% 60% 75%

FONTE: Moreira et al (2019).

A andlise estatistica foi realizada por meio do software RStudio® (verséo 4.3.0,
R Core Team, 2023), onde os dados foram submetidos a ANOVA e teste de
comparacao de médias de Tukey, ao nivel de 0,05% de significancia. Os pressupostos
da ANOVA foram conferidos utilizando analise de Shapiro-Wilk para normalidade e

Levene para homogeneidade.

3.3 VERIFICAGCAO DA INFECCAO LATENTE PELO METODO ONFIT

ApoOs a segunda inoculacdo das mudas de macieira (item 3.3), foi realizado a
verificacdo da infeccao latente dos isolados, por meio de overnight freezing incubation
technique (ONFIT) adaptado de Borve e Stensvand (2016). O delineamento
experimental foi composto pelos mesmos quatro tratamentos e seis repeticbes da
secao anterior, e em cada repeticdo foram utilizadas duas folhas, totalizando 12 folhas
por tratamento.

Duas folhas por planta foram destacadas e desinfestadas na sequéncia de
alcool 70%, hipoclorito de sodio a 1,0% e lavadas trés vezes com agua destilada, por
um minuto em cada etapa. Posteriormente, as folhas foram congeladas em freezer a
-20°C por 5 horas. Apés este periodo, as folhas foram transferidas para recipientes do
tipo gerbox e permaneceram mantidas com umidade e no escuro a 25°C. A avaliagéo
foi realizada no 12° dia, observando a olho nu e com o auxilio de lupa quando
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necessario, as esporulacdes alaranjadas de Colletotrichum spp. (FIGURA 1 (b)), e

com isso, foram plotados graficos de incidéncia.

3.4 ENSAIOS IN VIVO COM MUDAS DE MACIEIRA

O ensaio in vivo foi realizado para avaliar a severidade de mancha foliar de
Glomerella (MFG) e o progresso temporal da doenca de acordo com a idade das
folhnas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por
quatro tratamentos: i) Isolado MdCc-33, ii) Isolado MdCn-142, iii) Mistura das duas
espécies dos referidos isolados, e iv) Agua destilada como testemunha, e 6
repeticbes, ramo marcado na planta contendo 10 folhas, totalizando 60 folhas por
tratamento.

Cada ramo contendo 10 folhas completamente expandidas foi marcado em
ambas as extremidades, para delimitar as folhas que seriam avaliadas conforme sua
posicdo, da folha mais velha (posicdo 1) a folha mais nova (posicao 10). Foram
realizadas quatro inoculagdes: a primeira com uma suspensao ajustada para 1 x 10*
conidios/mL em dois ramos por planta, e as trés seguintes com uma suspensao
ajustada para 1 x 10° conidios/mL em quatro ramos por planta, com intervalos entre
15 e 25 dias para as trés primeiras e trinta dias para a ultima inoculacdo. As
inoculacdes foram realizadas respeitando 0 momento do dia com temperatura mais
amena de acordo com as seguintes datas: Ensaio 1- 17/ janeiro, 1/ fevereiro, 18/
marco e 18/ abril; Ensaio 2- 2/ mar¢o, 18/marco, 3/abril e 7/maio.

Aproximadamente 5 mL da suspenséao foi aplicada nas superficies adaxial e
abaxial das folhas, utilizando um aerdgrafo (modelo alpha Arprex®, bico 0,03mm). Os
ramos foram cobertos por sacos plasticos previamente umedecidos e amarrados na
base do ramo, formando uma camara Umida que permaneceu por 72 horas. Para
verificar a viabilidade do in6culo em germinar, as suspensdes foram pulverizadas em
placas de Petri contendo meio Agar-Agua e foram mantidas no local, apés 72 horas.
A seguir, a germinacgao foi interrompida com lactofenol de Amann e foram contados
os primeiros 100 conidios encontrados na placa, considerando germinados aqueles
com tubo germinativo de tamanho 2x maior que o conidio.

O ensaio foi monitorado diariamente para identificar o dia em que 0s primeiros

sintomas de MFG surgiram e a avaliagdo da incidéncia, numero de folhas com sintoma
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no total de folhas e da severidade, seguindo escala diagramatica (Moreira et al., 2019),

ocorreu a cada 2 ou 3 dias, durante aproximadamente trés meses.
3.4.1 Analise dos dados

A partir das severidades coletadas, foi realizado o calculo da area a baixo da
curva do progresso da doenca (AACPD) no Microsoft Excel (versdo 2021), aplicando
a férmula de Campbell & Madden (1990), que soma a &rea dos trapézios formados
pela curva do progresso da doenca:

AACPD =2%

Essa férmula considera a média da severidade ((yi + yi+1)/2) entre dois

x(tiyr — t;)

tempos consecutivos multiplicada pelo intervalo de tempo entre eles (ti+1 —ti), e soma
os valores ao longo de todas as avaliagdes. O resultado reflete a evolu¢cdo acumulada
da doenca ao longo do tempo.

A andlise estatistica foi realizada através do Software R (versdo 4.3.0, R Core
Team, 2023). Os dados foram transformados duas vezes, a primeira somando 1,0 a
todos os resultados, para nédo permitir valores nulos, e a segunda de acordo com
método Box-Cox (Box e Cox 1964), para atender a pelo menos um dos pressupostos
da ANOVA e poder considerar o teste de separacdo de médias feito por Tukey a

0,05%. A normalidade foi analisada por Shapiro-Wilk e homogeneidade por Lavene.
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4 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo foram separados em trés secdes, onde a
primeira (4.1) corresponde aos testes ex vivo com folhas destacadas, a segunda (4.2)
corresponde ao ensaio ONFIT para verificacdo da infeccao latente e a terceira (4.3)

corresponde ao ensaio in vivo com as mudas de macieira.

4.1 ENSAIO EX VIVO COM FOLHAS DESTACADAS DE MACIEIRA

Para cada folha avaliada, foi atribuida uma porcentagem de severidade de
mancha foliar de Glomerella, avaliando ndo sé o tecido sintomético, mas também a
area de tecido sadio pois, cada folha apresenta um tamanho diferente. Os dados de
severidade foram tabelados e com isso feito a média por tratamento e analise

estatistica das médias.

4.1.1 Primeiro pré teste

As médias de severidade dos tratamentos foram representadas no GRAFICO
1, onde (a) corresponde ao primeiro ensaio e (b) ao segundo ensaio. Estatisticamente,

nao houve diferencga significativa entre os tratamentos em ambos os ensaios.

No primeiro ensaio do pré-teste, o tratamento MdCc-33 apresentou a maior
média de severidade, com 12,2%, seguido pelos tratamentos MdCn-142 (8,7%),
MdCc-110 (3,8%) e MdCn-89 (1,0%). J4 na repeticdo do ensaio, o tratamento com
maior média de severidade foi MdCn-142, com 5,1%, seguido por MdCc-33 (3,5%),
MdCc-110 (3,3%) e MdCn-89 (0,4%). O tratamento utilizado como controle onde foi

borrifado agua, nédo apresentou sintoma em nenhum dos ensaios.

Em ambos 0s ensaios, 0s dois tratamentos com maior severidade foram MdCc-
33 e MdCn-142, correspondendo as espécies Colletotrichum chrysophilum e

Colletotrichum nymphaeae, respectivamente.
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GRAFICO 1- MEDIA DA SEVERIDADE DO PRIMEIRO PRE TESTE.

14,0 1

12,0 1 a 4

10,0 4 B
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i * i LJ
2,0 1 -
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Testemunha MdCc- 33 MdCc110 MdCn- 89 Man—1425 Testemunha MdCc- 332 MdCc-110° MdCn- 89 Man142
(a) Tratamento (b) Tratamento

FONTE: A autora (2024).

Nota: (a) Primeiro ensaio, (b) Repeticéo, tAgua destilada, 2 e 3 Isolados de Colletotrichum
chrysophilum, # e ® Isolados de Colletotrichum nymphaeae.

Em relacdo a incidéncia (GRAFICO 2), a maior quantidade de folhas que
expressaram sintomas de MFG foram aquelas inoculadas com os isolados MdCc-33
e MdCn-142, exceto no segundo ensaio onde MdCn-142 e MdCn-89 se igualaram
com incidéncia de 50%. Com base nesses resultados, os isolados MdCc-33 e MdCn-
142 foram selecionadas para dar continuidade ao estudo, apesar da analise estatistica

de severidade ndo mostrar diferencas devido a variabilidade nas repeti¢des.

GRAFICO 2 — MEDIA DE INCIDENCIA DO PRIMEIRO PRE TESTE

100 -
90 A
80 A
70 1
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50
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0 T T T T

Testemunha ' MdCc-33 2 MdCc-110° MdCn-89* MdCn-142°
Tratamento

Incidéncia (%)

EmEnsaio 1 mEnsaio 2

FONTE: A autora (2024).

Nota: tAgua destilada, 2 e 3 Isolados de Colletotrichum chrysophilum, * e ® Isolados de Colletotrichum
nymphaeae.



26

A FIGURA 3 ilustra o primeiro ensaio do primeiro pré teste. Observa-se na parte
abaxial das folhas, a diferenca na severidade entre os tratamentos, onde a
testemunha permaneceu sem nenhum sintoma e MdCc-33 cuja a espécie €
Colletotrichum chrysophilum, apresentou um maior nimero de folhas sintométicas e

com maior severidade.

FIGURA 3- SEVERIDADE DE MFG DO PRIMEIRO ENSAIO DO PRIMEIRO PRE TESTE.

Testemunha
"- /(\( L »

FONTE: A autora (2024).

4.1.2 Segundo pré teste

As médias de severidade dos tratamentos estdo representadas no GRAFICO
3, onde (a) corresponde ao primeiro ensaio e (b) ao segundo ensaio. Estatisticamente,

ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em ambos os ensaios.

No primeiro ensaio, o tratamento MdCn-142 obteve a maior média de
severidade observada (19,0%), seguido pelo tratamento MdCc-33 (15,9%). Porém,

guando os tratamentos foram misturados houve uma diminuicdo na média de
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severidade (1,1%). O mesmo ocorreu no segundo ensaio, onde o tratamento ‘Mistura’
obteve média de severidade cerca de 1,0 e 4,2% menor quando comparado ao
tratamento MdCn-142 e MdCc-33, respectivamente. Ao contrario do primeiro ensaio,
neste, o tratamento com maior média de severidade foi MdCc-33 (5,6%), seguido por
MdCn-142 (2,5%).

GRAFICO 3- MEDIA DA SEVERIDADE DO SEGUNDO PRE TESTE.

25,0 - a .
20,0 ab 1

15,0 -

10,0 - i a

50 - b ab | a - a a
00 . |  dm . B -

Testemunha' MdCc-332 MdCn-142 2 Mistura® Testemunha' MdCc-332 MdCn-142 2 Mistura?

(a) Tratamento (b) Tratamento

FONTE: A autora (2024).

Nota: (a) Primeiro ensaio, (b) Repeticdo, tAgua destilada, 2 Isolado Colletotrichum chrysophilum,
3Colletotrichum nymphaeae e * Mistura dos dois isolados.

No GRAFICO 4 é possivel observar que MdCn-142 foi o tratamento com maior
média de incidéncia no primeiro ensaio, sendo 8,4 e 41,7% maior que MdCc-33 e a
Mistura dos isolados, respectivamente. JA no segundo ensaio, MdCc33 e a Mistura
dos isolados igualaram suas médias de incidéncia, enquanto MdCn-142 obteve média

8,4% menor.
GRAFICO 4- MEDIA DE INCIDENCIA DO SEGUNDO PRE TESTE.
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FONTE: A autora (2024).
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Nota: *tAgua destilada, 2 Isolado Colletotrichum chrysophilum, 3Colletotrichum nymphaeae e * Mistura
dos dois isolados.

A FIGURA 4 ilustra os sintomas de MFG do primeiro ensaio. Observa-se com
destaque que o tratamento Mistura apresentou pouco ou nenhum sintoma, enquanto
gue MdCc-33 e MdCn-142 foram capazes de necrosar a area foliar com mais

facilidade e em maior quantidade de folhas afetadas.

FIGURA 4— SEVERIDADE DE MFG DO SEGUNDO PRE TESTE.
MdCn-142 Mistura

4.2 ENSAIO ONFIT

No GRAFICO 5, estdo expostos as médias obtidas para a incidéncia de
esporulacédo de Colletotrichum spp., nas folhas destacadas das mudas que haviam
sido inoculadas, de acordo com cada tratamento.

Por mais que as folhas ndo apresentassem sintoma apds duas inoculacoes,
é possivel observado através do GRAFICO 5, o sucesso dos indculos na infeccéo do
tecido vegetal. No primeiro ensaio, com excecdo da Testemunha, todos os
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tratamentos apresentaram 75% de incidéncia. No segundo ensaio, MdCn-142
apresentou a maior incidéncia, 83,33%.
As Testemunhas compostas por agua destilada, obtiveram 16,66 e 8,33% de

incidéncia no primeiro e segundo ensaio, respectivamente.

GRAFICO 5- INCIDENCIA DE SINAL DE Colletotrichum spp. EM FOLHAS DESTACADAS DE
MACIEIRA APOS DUAS INOCULACOES.
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FONTE: A autora (2024).

Nota: (a) Primeiro ensaio, (b) Repeticéo, *Agua destilada, e 2 Isolado Colletotrichum chrysophilum, 3
Isolado Colletotrichum nymphaeae e * Mistura dos isoaldos.

4.3 ENSAIO IN VIVO COM MUDAS DE MACIEIRA

4.3.1 Anélise Descritiva

No GRAFICO 4, encontram-se as curvas gerais do progresso da doenca
(CGPD) para o primeiro (a) e segundo (b) ensaio, com mudas de macieira. O eixo “X”
representa o tempo a partir das primeiras observacdes dos sintomas, € o eixo “y”
representa a média das severidades observadas em cada tratamento. O tempo “1” no
gréafico, representa os primeiros sintomas observados, e foram respectivamente apos
a primeira inoculacdo em 40 dias para 0 ensaio 1 e apos 18 dias para o ensaio 2.

Os tratamentos apresentam CGPD distintas. Em ambos os ensaios as folhas
inoculadas com suspensédo de esporos comecaram a apresentar sintoma de mancha
foliar de Glomerella a partir da segunda inoculacdo, sendo que o primeiro levou um

intervalo de dias maior, enquanto a testemunha (agua destilada), manteve severidade



30

nula ao longo do periodo avaliado. Em algumas situacdes a severidade média de
determinado tratamento diminui, indicando que houve a queda da folha.

No primeiro ensaio, o tratamento MdCc-33 (Colletotrichum chrysophilum),
obteve maiores médias de severidade quando comparado ao tratamento MdCn-142
(Colletotrichum nymphaeae) e a Mistura das duas espécies, ao longo do tempo.
Inicialmente, MdCc-33 e a Mistura das espécies aumentaram de severidade de
maneira semelhante, entretanto, no quarto dia apds a terceira (22° dia) e quarta
inoculacéao (50° dia), a severidade de MdCc-33 se diferenciou, elevando sua CGPD
em relacdo a Mistura. MdCn-142 foi o tratamento inoculado com fungo que apresentou
menor severidade durante todo o ensaio. Ao final, as severidades médias de MdCc-
33, Mistura e MdCn-142 foram 4,99, 2,33 e 0,47%, respectivamente.

No segundo ensaio, 0s tratamentos levaram mais tempo para aumentar de
severidade, sendo necessarios 11 dias apds a terceira inoculacdo (15°dia) para
observar uma elevacdo na CGPD. Desde entdo, os tratamentos MdCc-33 e Mistura
das duas espécies progrediram de maneira semelhante durante todo o periodo
avaliado. Ao final do ensaio, MdCc-33 alcancou média de severidade 0,5% maior que
o tratamento composto pela Mistura dos dois isolados, 4,13 e 3,63 %,
respectivamente. MdCn-142 manteve sua média inferior durante todo o periodo
avaliado, porém em comparacdo ao primeiro ensaio, obteve médias maiores,

chegando ao final do ensaio com 1,82%.
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GRAFICO 6- CURVA GERAL DO PROGRESSO DA DOENGA PARA OS DOIS ENSAIOS in vivo
COM MUDAS DE MACIEIRA INOCULADAS COM Colletotrichum spp.
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FONTE: A autora (2024)

Nota: (a)primeiro ensaio, (b)segundo ensaio, tagua destilada, 2Colletotrichum chrysophilum,
3Colletotrichum nymphaeae e “Colletotrichum chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae.

No GRAFICO 7, estdo presentes as curvas gerais do progresso da desfolha
no primeiro (a) e segundo (b) ensaio. O eixo “xX” representa os dias de avaliagao dos
ensaios e o eixo “y” representa a média do progresso da desfolha.

O progresso da desfolha ocorreu de maneira diferente nos dois ensaios. No
primeiro ensaio, a queda das folhas iniciou no 7° dia apos a terceira inoculagéo (29°
dia) para o tratamento MdCc-33, e no 11° dia ap0s a terceira inoculacdo (33° dia) para
o tratamento composto pela Mistura das espécies. O progresso da desfolha ocorreu
de maneira mais acentuada para MdCc-33 em relacdo aos outros tratamentos,

passando de 1,7% no inicio para 40% no final do ensaio. A Mistura manteve desfolha
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de 8,3% do dia 47 até o dia 70. Nao foram observadas desfolhas para os tratamentos
testemunha e MdcCn-142.

No segundo ensaio, a desfolha ocorreu de maneira mais precoce, iniciando
antes da terceira inoculagéo. Neste ensaio o tratamento com maior porcentagem de
desfolha do comeco até o fim, foi a Mistura das duas espécies, que iniciou com 1,7%
no 12° dia e terminou com 25%. MdCc-33 por sua vez, desfolhou de maneira mais
tardia e abrupta em comparacdo com a Mistura, iniciou com 1,7% no 50° dia e
terminou com 18,3% de desfolha. MdCn-142 causou desfolha de 3,3%.

GRAFICO 7- CURVA GERAL DO PROGRESSO DA DESFOLHA PARA OS DOIS ENSAIOS in vivo
COM MUDAS DE MACIEIRA INOCULADAS COM Colletotrichum spp.
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FONTE: A autora (2024)

Nota: (a)primeiro ensaio, (b)segundo ensaio, tagua destilada, 2Colletotrichum chrysophilum,
3Colletotrichum nymphaeae e “Colletotrichum chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae.
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4.3.1.1 Curva Geral do Progresso da Doenca por Posi¢céo da Folha no Ramo.

Nos GRAFICOS 8 e 9, estdo presentes as curvas gerais do progresso da
doenca em diferentes posi¢cbes da folha no ramo, no primeiro e segundo ensaio,
respectivamente. E possivel analisar nesses graficos, um maior detalhamento do que
foi exposto na secéo 4.3.1. Em algumas situacdes a severidade média de determinado
tratamento e posi¢cao diminui, indicando que houve a queda da folha.

As curvas de severidade por tratamento se comportaram de maneira diferente
em cada posi¢ao. No primeiro ensaio, o tratamento MdCc-33 exibiu maior severidade
na maioria das posi¢cdes, com destaque para as posicdes 6, 7 e 8. Em contraste a
isso, MdCn-142 exibiu progressao lenta e reduzida em todas as posicGes observadas.
O tratamento composto pela Mistura das duas espécies demostrou comportamento
dependente da posicéo, pois, nas posicdes 1, 2 e 3 as porcentagens de severidade
superaram em pelo menos um momento, as severidades do tratamento MdCc-33,
enguanto no restante das posicdes, as porcentagens de severidade foram nulas ou
proximas de zero.

No segundo ensaio, o0 comportamento observado para o tratamento Mistura
das duas espécies se manteve, com as folhas mais velhas, representadas pelas
posicdes 1, 2 e 3. MdCc-33 apresentou maior severidade ao longo do tempo nas
posicdes 4, 5, 6, 7 e 8. O tratamento testemunha ndo apresentou sintoma da doenca

em nenhuma das posi¢des observadas de ambos o0s ensaios.
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GRAFICO 8- CURVA GERAL DO PROGRESSO DA DOENGA POR POSIGAO DA FOLHA NO
RAMO NO PRIMEIRO ENSAIO in vivo COM FOLHAS DE MACIEIRA.
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FONTE: A autora (2024)

Nota: tAgua destilada, 2Colletotrichum chrysophilum, 3Colletotrichum nymphaeae e “Colletotrichum
chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae.
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GRAFICO 9- CURVA GERAL DO PROGRESSO DA DOENGA POR POSIGAO DA FOLHA NO
RAMO NO SEGUNDO ENSAIO in vivo COM FOLHAS DE MACIEIRA
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FONTE: A autora (2024).

Nota: tagua destilada, 2Colletotrichum chrysophilum, 3Colletotrichum nymphaeae e “Colletotrichum
chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae.
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4.3.2 Analise Estatistica

A partir dos graficos e das analises descritivas expostas na secédo 4.2.1, a
area abaixo da curva do progresso da doenca para cada tratamento (AACPD) foi
calculada e submetida as andlises estatisticas. Nas TABELAS 3 e 4 encontram-se 0S
resultados de AACPD geral e por posicao da folha no ramo, respectivamente.

Na tabela 3, observa-se que o tratamento Testemunha n&o apresentou
progresso da doenca (AACPD=0,0) em ambos os ensaios. Nos tratamentos
inoculados com fungo, MdCc-33 e MdCn-142, foram identificadas diferencas
significativas nos valores de AACPD em relacdo a testemunha em ambos 0s ensaios.

O tratamento com MdCc-33 apresentou os maiores valores de AACPD em
ambos os ensaios (170,0 no ensaio 1 e 115,3 no ensaio 2). Por outro lado, o
tratamento com MdCn-142 obteve valores significativamente menores (11,9 no ensaio
1 e 44,8 no ensaio 2). O tratamento Mistura das espécies apresentou valores
intermediarios de AACPD, com 97,3 para 0 primeiro ensaio, demonstrando uma
severidade da doenca significativamente maior que MdCn-142, mas igual a de MdCc-
33. No segundo ensaio, a Mistura obteve valor de 111,9, demonstrando ainda ser
maior que o tratamento MdCn-142, mas estatisticamente igual a ele, conforme
indicado pela letra “b”.

A TABELA 4 indica que ndo houve diferenca estatistica em relacéo a posicéo
das folhas testadas nos dois ensaios. Em ambos o0s ensaios, o tratamento Mistura
obteve valores de AACPD altos para as folhas mais velhas, com 238,4 e 277,0 no
ensaio 1, e 108,5 e 337,3 no ensaio 2, respectivamente para as folhas 1 e 2. As
maiores AACPD encontrada para MdCc-33 foram no ter¢o superior e médio do ramo,
nas posi¢cdes 9 e 6, respectivamente nos ensaios. Para MdCn-142 os valores de
AACPD foram distintos entre 0s ensaios, com valores mais elevados para as folhas
mais velhas no primeiro ensaio, e valores mais elevados para as folhas mais jovens

no segundo ensaio.
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TABELA 3— AREA ABAIXO DA CURVA DO PROGRESSO DA DOENGA (AACPD) GERAL NOS
DOIS ENSAIOS REALIZADOS COM MUDAS DE MACIEIRA.

A.A.C.P.D.
Tratamento Ensaio 1 Ensaio 2
Testemunhat 0,0 a 0,0 a
MdCc-332 1700 b 1153 ¢
MdCn-1423 119 ¢c 44,8 b
Mistura* 97,3 b 1119 b

FONTE: A autora (2024).

Nota:tagua destilada, 2Colletotrichum chrysophilum, 3Colletotrichum nymphaeae e “Colletotrichum
chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae.

TABELA 4- AREA ABAIXO DA CURVA DO PROGRESSO DA DOENGA POR POSICAO DA FOLHA
NO RAMO NOS DOIS ENSAIOS REALIZADOS COM MUDAS DE MACIEIRA.

A.A.C.P.D.

Tratamento posicio 1 posicdo?2 posicAo3 posicdo4 posicBo S  posicBo6 posicBo? posicdo 8  posicdo 9 posicdo 10

Ensaio 1 (CV 46,9 %)

Testemunha® 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 00a 00a 00a 00a 00a 00a
MdCc-332 1461 a 1137 a 139,7 a 779 a 140,9 a 137.2 a 2000 a 1026 a 156,3 a 1342 a
MdCn-142% 289 a 16,4 a 12,1 a 29.7 a 27 a 156 a 00a 0,0a 13,7 a 0,0a
Mistura® 2384 a 2770 a 1209 a 898 a 149 a 209 a 19a 109 a 44 4 a 945 a
Ensaio 2 (CV 59,0 %)
Testemunha® 0,0a 0,0a 0,0a 0.0a 00a 0.0a 00a 00a 00a 00a
MdCc-332 18,0 a 692 a 346 a 142,7 a 190,3 a 2308 a 940 a 1854 a 1537 a 692 a
MdCn-142*% 99a 185 a 532a 50,7 a 330a 653 a 66,0 a 423 a 815a 518 a
Mistura® 1085a 3373a 66,2 a 1154 a 138,2 a 19.0 a 344 a 287 a 2679 a 617 a

FONTE: A autora (2024)

Nota: tagua destilada, 2Colletotrichum chrysophilum, 3Colletotrichum nymphaeae e “Colletotrichum
chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae.

A FIGURA 5 ilustra os sintomas que foram observados ao longo das
avaliacdes do primeiro (a) e segundo (b) ensaio, estao representados por uma folha
de cada posicdo e independente da repeticdo. As folhas inoculadas com agua nao
apresentaram sintoma tipico de MFG. Observa-se pela figura que, MdCc-33
apresentou maior severidade em ambos 0s ensaios, seguido pela Mistura e MdCn-
142. A severidade de MFG causada por MdCn-142 foi relativamente maior nas folhas

do segundo ensaio, comparando este mesmo tratamento ao primeiro ensaio.
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FIGURA 5- SINTOMAS DE MFG OBSERVADOS NO PRIMEIRO (a) E SEGUNDO (b) ENSAIO COM MUDAS DE MACIEIRA.
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FONTE: A autora (2024).

Nota: * Colletotrichum chrysophilum, 2Colletotrichum nymphaeae e 3 Colletotrichum chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae
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5 DISCUSSAO

Espécies de Colletotrichum sédo amplamente relatadas causando doencas em
frutiferas como péssego, caqui, uva e maca. Na macieira, as espécies que pertencem
aos complexos Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides sdo as mais
frequentes associadas a doenca de mancha foliar de glomerella (MFG)
(JAYAWARDENA et al., 2021 e CARRARO et al., 2023).

Diversos autores relataram, em seus estudos, a ocorréncia de diversas
espécies causando MFG, deixando claro o predominio dos dois complexos
mencionados. Velho et al., (2018) identificaram que 94% dos 19 isolados obtidos a
partir de folhas sintométicas de MFG dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
sul, foram C. chrysophillum. Moreira et al., (2019) identificaram 207 isolados obtidos
de diferentes partes da planta nas regides de Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul e relataram que 114 pertenciam ao complexo C. acutatum e 93
pertenciam ao complexo C. gloeosporiodes. Isto é relatado também fora no Brasil,
como no sudeste dos EUA (TAYLOR, 1971), leste da China (WANG et al., 2012) e
Uruguai (CASANOVA et al., 2017).

O aspecto de frequéncia € diferente de agressividade, pois, como visto neste
estudo, Colletotrichum chrysophilum (Cc) que pertence ao complexo C.
gloeosporioides, atingiu valores de severidade maiores quando comparado a
Colletotrichum nymphaeae (Cn), que pertence ao complexo C. acutatum, embora
ambos sejam frequentemente encontrados causando a doenca.

Andrello et al (2024) compararam a viruléncia de isolados de Cc e Cnh em
folhas de macieira com diferentes metodologias, os autores relataram que foi
necessario realizar microferimentos com pé de carborudum na superficie foliar de
folhas destacadas para que Cn expressasse sintoma necrotico, diferente do que foi
visto no presente estudo, onde Cn foi capaz de expressar sintoma necrotico sem o
ferimento. Por outro lado, Cc manifestou o sintoma independentemente da presenca
do microferimento, se mostrando mais agressivo, assim como Visto no presente
estudo. Semelhante a isso, Moreira et al., (2020) mostrou que os isolados de C.
nymphaeae apresentaram diferentes agressividades quando inoculados em péssegos
com e sem ferimento, evidenciando a variacdo que pode ocorrer entre os isolados e

em especifico para esta espécie.


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-09-16-1320-PDN#b2
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-09-16-1320-PDN#b4
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Um amplo estudo realizado nos EUA para esclarecer a etiologia da MFG
mostrou que nenhum dos 11 isolados de Colletotrichum spp. (6 C. gloeosporiodes e 5
C. acutatum) foram patogénicos quando inoculados em folhas de mudas de macieira,
estes autores apontam que ha semelhanca em caracteristicas do DNA de isolados
gue infectam folhas e frutas, e por isso, atribuem que os genotipos de Colletrotrichum
spp. que infectam a folha, surgiram a partir de populagdes endémicas que causavam
infeccdo na fruta (GONZALEZ, SUTTON e CORRELL, 2006). Assim, é possivel
observar que além da diferenca na agressividade entre isolados de mesma espécie,
o ambiente em que eles estao inseridos estimulam uma resposta diferente em relacéo
ao desenvolvimento da doenca.

Semelhante ao observado neste trabalho, Hamada et al., (2019) observaram
4 isolados de C.n causando MFG em folhas da cultivar ‘Gala’, com incidéncia média
de 44 a 50%. Estes autores também realizaram inocula¢do em frutos sem ferimento e
destacam que os sintomas de MFG nas folhas surgiram mais rapido do que os
sintomas nos frutos, pois, a constituicdo da superficie do tecido foliar e da fruta, tem
influéncia na germinacao dos esporos e consequentemente surgimento dos sintomas.
Avaliar os frutos € importante, visto que o mesmo isolado de Colletotrichum spp. pode
infectar frutos causando Podriddo Amarga e folhas e frutos causando MFG, e se
ambas as doencas estiverem presentes no pomar, podem servir de indculo uma para
outra desencadeando novas epidemias (HAMADA et al.,, 2019; CASTELLAR,
PETERMANN e MAY DE MIO, 2023).

Frutos com sintoma tipico de MFG néo evoluem para podriddo amarga, mas
isolados obtidos a partir de MFG podem causar podriddo amarga quando inoculados
a partir de metodologia suspensao de conidios e deposicdo de gota no fruto, como
relatado por Castellar, Petermann e May De Mio (2023). Neste mesmo estudo
mencionado, os autores relataram que frutos de tamanho 5,5cm (& 4) considerados
mais velhos, quando inoculados pelos isolados MdCc-33 e MdCn-142 expressaram
incidéncia de mais de 50% de MFG no campo e pouca ou nenhuma incidéncia da
doenca no laboratorio, a hipétese levantada para isso esta relacionada com as
metodologias aplicadas, pois, no campo os frutos foram inoculados com suspensao
de conidios por borrifada e no laboratério por gota. Sabendo que a infec¢do ocorre
por meio de lenticelas e pequenos ferimentos, e que a densidade das lenticelas
diminui com o crescimento do fruto, aqueles que foram inoculados no campo tiveram

uma area de exposi¢cdo relativamente maior, quando comparados a aqueles
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inoculados no laboratorio, especialmente para os frutos de diametro maior, que
possuem densidade menor de lenticelas (CASTELLAR, PETERMANN, MAY DE MIO,
2023).

Uma extensao destes relatos pode ser aplicada a este estudo, onde viu-se que
as folhas mais velhas foram mais susceptiveis a expressar sintomas de MFG quando
inoculadas pela Mistura das espécies, possivelmente pela composicdo da superficie
foliar ser diferente nestas posi¢coes, onde Cn pode, assim como Cc exercer
competitividade e colonizar o tecido foliar. De acordo com Smith et al., (2006), a
composicao da cuticula, especialmente das ceras, varia conforme a espécie e 0 6rgao
vegetal, influenciando diretamente a germinacao de esporos e o desenvolvimento de
apressorios.

Neste estudo, as mudas de macieira foram estressadas com a ocorréncia
espontanea de pulgdo e de acaro na estufa, e isto pode té-las deixado mais sensivel
a infeccdo do patdgeno pois, como relatado por Moreira et al., (2020) o parénquima
que serve como uma barreira fisica a germinacdo dos conidios, nas folhas
estressadas apresenta um menor nimero de camadas do que o parénquima de folhas
sem estresse, e ainda, os resultados se severidade obtidos para Cc e Cn de ambos
os estudos estao de acordo, visto que Moreira et al., (2020) observou sintomas visiveis
a olho nu em inoculacdes realizadas na parte abaxial de folhas com e sem estresse,
assim como neste estudo, em que as folhas foram inoculadas nas duas superficies e
por mais que nao tenham sofrido estresse em niveis iguais pelos insetos,
apresentaram sintomas visiveis a olho nu.

Colletotrichum chrysophilum em teste in vitro, germinou com uma ampla faixa
de temperatura e teve sua germinacdo 6tima nas mais elevadas, em comparacédo a
Colletotrichum nymphaeae, que germinou em uma faixa mais estreita de temperatura
e teve sua germinacdo 6tima nas mais amenas (MOREIRA et al., 2020). Isso pode ter
influenciado no presente estudo pois, a temperatura observada nos meses do primeiro
ensaio foram relativamente mais altas do que as do segundo, que ocorreram no verao
e no outono, respectivamente, e aliado a isso foi observado que MdCc-33 apresentou
maiores porcentagens de severidade nos dois ensaios, enquanto MdCn-142 foi mais
agressivo no segundo. Embora a germinacdo observada em meio 4gar-agua de
MdCn-142 tenha sido alta em todas as inoculagdes, a interacdo do hospedeiro com a
planta favoreceu o isolado em temperaturas menores, influenciando inclusive a queda

das folhas no segundo ensaio.
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As folhas de macieira ndo expressaram sintoma de MFG apés duas
inoculacdes de suspensado dos esporos, mas foi identificado o sucesso da infecgcéo
através de metodologia que quebra a barreira superficial da folha permitindo visualizar
a esporulacdo do fungo, tal como relatado por Borve e Stensvand (2016), estes
autores aplicaram metodologia semelhante em folhas de pomar experimental da
Noruega e avaliaram um possivel efeito da posicdo da folha, para isso a coleta do
material se deu através de folhas localizadas no espordo de frutas e de brotos
vegetativos, o resultado da incidéncia ndo demonstrou diferenca significativa,
indicando que Colletotrichum spp. sobrevive de forma assintomética igualmente em
folhas por toda a arvore. A partir da segunda inoculacdo, a pressdo de esporos
exercida sobre a planta fez com que os mesmos colonizassem o tecido e causassem
a necrose.

A sobrevivéncia do in6culo priméario em folhas caidas no solo € um fator que
pode contribuir para o surgimento da doenca no campo (HAMADA e MAY DE MIO,
2017) pois, os esporos sdo mais frequentes no terco inferior da planta enquanto as
taxas de MFG s&o maiores no terco superior, devido ao prolongamento do periodo de
molhamento e possiveis falhas na pulverizacdo desta regido (HAMADA et al., 2019).

N&o foi possivel observar diferenca estatistica em relacdo a AACPD entre as
posicbes das folhas no ramo, assim como Hamada et al., (2019) ndo observaram
diferencga nas posi¢fes das folhas dos brotos. Porém, é importante observar como as
espécies se comportam de forma isolada e em mistura e em qual nivel de severidade
acometem a folha de acordo com a posi¢éo. A desfolha da planta ndo ocorre sé em
razao da doenca, mas também do clima, fisiologia, nutricdo e estresse (HAMADA et
al., 2019). Existem poucos estudos ainda, relacionando a severidade de MFG
causando desfolha em relacdo a posicao da folha, portanto, é necessario direciona-

los de modo a entender a relacdo que existe entre esses dois fatores.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foram necessérias sucessivas inoculagbes para que Colletotrichum spp.
expressasse sintoma de mancha foliar de Glomerella, por mais que todas as espécies
estivessem presente de forma endofitica nas folhas. Colletotrichum chrysophilum foi
a espécie mais agressiva na maioria dos ensaios com folhas destacadas de macieira
da cultivar ‘Gala’, e na maioria das posi¢des das folhas de mudas da mesma cultivar,
exceto nas posicbes de folhas mais velhas, onde a Mistura dos dois isolados
(Colletotrichum chrysophilum + Colletotrichum nymphaeae) mostrou maior
severidade, entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre posi¢cdes. Para a AACPD
geral, os tratamentos inoculados com fungo diferiram estatisticamente da testemunha
e a Mistura dos isolados se manteve mais proxima de C. chrysophilum no primeiro

ensaio e mais proxima de C. nymphaeae no segundo ensaio.
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