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RESUMO

O género Colletotrichum causa doencas em diversos hospedeiros, apresentando ampla
variabilidade entre e dentro das espécies. Sua fase teleomorfica € denominada Glomerella. No
feijoeiro comum a antracnose causa muitos prejuizos, sendo seu agente etiolégico o fungo
Colletotrichum lindemuthianum. No entanto, tem sido observado nos campos de producgéo, uma
doenca emergente, a sarna, que vem sendo associada ao género Colletotrichum, porém, ainda
ndo se sabe a espécie. Diversos fatores podem influenciar no desenvolvimento e
estabelecimento do patégeno no hospedeiro. Este estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da temperatura e da sensibilidade a diferentes fungicidas no crescimento, esporulacao
e morfologia de conidios de linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. Quanto a
sensibilidade a cinco fungicidas (tiofanato metilico, piraclostrobina, mancozeb, clorotalonil,
piraclostrobina + metconazol), 30 linhagens do patégeno foram avaliadas quanto ao diametro
colonial (DC), indice de crescimento (IVCM) e taxa de esporulacdo. A influéncia de trés
temperaturas (17°C, 23°C e 33°C) em caracteres morfoldgicos e citologicas das linhagens foi
avaliada por meio do DC, IVCM, esporulacdo, porcentagem de germinacdo dos conidios,
porcentagem de formacéo de CATs (Tubos de anastomoses entre conidios) e porcentagem de
formacdo de apressorio. Foi observada uma ampla variabilidade para todas as caracteristicas
avaliadas. Houve diferenca entre as linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. quanto
a sensibilidade aos diferentes fungicidas. A temperatura influenciou todas as caracteristicas
avaliadas e, para a maioria das linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp., a
temperatura de 23 °C foi a mais adequada. Portanto, para os testes in vivo em casa de vegetacéo,
sugere-se avaliar temperaturas proximas a este valor, para a avaliacdo da sarna do feijoeiro.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Melhoramento Genético. Temperatura.



ABSTRACT

The Colletotrichum genus causes diseases in several hosts, presenting wide variability among
and within the species. In common bean, the anthracnose causes many damages andits etiologic
agent the fungus Colletotrichum lindemuthianum. However, an emerging disease, scabies,
which has been associated with the genus Colletotrichum has been observed in the production
fields, but the species is not known yet. Several factors may influence the development and
establishment of the pathogen in the host. This study aimed to evaluate the influence of
temperature and sensitivity of different fungicides on the growth, sporulation and morphology
of conidia of Colletotrichum spp. and Glomerella spp.. Regarding the sensitivity to five
fungicides (methyl thiophanate, pyraclostrobin, mancozeb, chlorothalonil, pyraclostrobin +
metconazole), 30 lines were evaluated for colonial diameter (DC), growth index (IVCM) and
sporulation rate. The influence of three temperatures (17 ° C, 23 ° C and 33 ° C) on
morphological and cytological traits was evaluated by means of DC, IVCM, sporulation,
percentage of conidia germination, percentage of CATSs (conidia anastomosis tubes between)
and percentage of appressory formation. A wide variability were observed for all evaluated
traits. There were differences between the strains of Colletotrichum spp. and Glomerella spp.
sensitivity to different fungicides. The temperature influenced all the traits evaluated and for
most strains of Colletotrichum spp. and Glomerella spp. the temperature of 230C was the most
adequate. Therefore, for the in vivo tests in greenhouse it is suggested to evaluate temperatures
close to this value for the evaluation of the common bean scab.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Genetic breeding. Temperature.
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1 INTRODUCAO

O género Colletotrichum pertencente ao filo Ascomiceta, abrange um grande nimero
de espécies capazes de causarem diferentes doencas em muitos hospedeiros. No feijoeiro
comum, além da antracnose causada pelo fungo (Colletotrichum lindemuthianum), tem-se
constatado a presenca da sarna, doenca também atribuida ao género Colletotrichum, porém, a
espécie ainda ndo foi identificada.

Linhagens de feijoeiro ao serem inoculadas com Colletotrichum spp. e Glomerella spp.,
oriundas de lesdes de sarna, apresentaram sintomas tipicos de antracnose nas folhas e caules
(MOTA etal., 2016). No entanto, nas vagens, os sintomas foram similares a sarna, o que levanta
a hipotese de se tratar de um complexo de espécies do género Colletotrichum associados a essas
doencgas (DIAS et al., 2017).

Na literatura, a ocorréncia da sarna no feijoeiro vem sendo associada a elevadas
precipitacdes e a altas temperaturas (COSTA et al. 2001), ja para a antracnose, é necessario
temperaturas moderadas a baixas (17 °C a 25 °C), associadas a alta umidade relativa do ar
(acima de 90%) (GALLI; PANIZZI; VIEIRA, 2007). A temperatura € um dos principais fatores
climaticos que influenciam em todas as fases do desenvolvimento do hospedeiro e, também, no
ciclo de vida do patgeno (AGRIOS, 2005). No entanto, no caso da sarna, por se tratar de uma
nova doenga, as varidveis climéticas que influenciam no desenvolvimento dela ndo estdo bem
estabelecidas (DIAS et al. 2017). Essas informacdes sdo importantes para os programas de
melhoramento do feijoeiro visando a resisténcia as doencas, pois, para obter cultivares
resistentes € necessario a avaliacdo da doenca in vivo por meio dos sintomas. Portanto, conhecer
o comportamento de diferentes isolados do patdgeno in vitro em relacdo a temperatura a priori
torna-se necessario para, posteriormente, realizar os testes in vivo, mais laboriosos e que
demandam mais tempo.

O emprego de cultivares resistentes tem-se mostrado um dos métodos de controle mais
eficiente e ecologicamente vidvel para maioria das doencas. Entretanto, para antracnose do
feijoeiro a resisténcia genética é dificultada devido a variabilidade do patégeno (PAULA
JUNIOR; ZAMBOLIN, 2006). Desta forma, uma alternativa a curto prazo para o controle da
mesma seria a utilizacdo de fungicidas, tanto nas sementes como na parte aérea da planta.
Porém, sua larga utilizagdo faz com que haja uma reduc¢éo da eficiéncia dos produtos utilizados
comercialmente, visto que é associada a selecdo de isolados resistentes (SARTORATO, 2006).

No controle da antracnose varios fungicidas sdo recomendados (AGROFIT, 2018), porém,
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nenhum produto vem sendo relatado na literatura para o controle da sarna do feijoeiro. Diante
do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da temperatura e da
sensibilidade de diferentes fungicidas no crescimento, esporulacéo e morfologia de conidios de

linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Aculturado feijao no Brasil

O feijdo comum pertence a familia Fabaceae (ou Fabacias), subfamilia Faboideae,
género Phaseolus L. e espécie Phaseolus vulgaris L. E uma espécie autbgama, apresentando
baixa taxa de alogamia, sendo esta, inferior a 1,4% (VIEIRA et al., 2005; BOREM;
CARNEIRO, 2015). Cerca de 61% da producdo mundial deste produto é proveniente de apenas
seis paises, sendo eles o Brasil, China, EUA, india, Myanmar e México. Na produc&o nacional
de feijdo da safra 2018/2019 devera ocorrer reducdo de 7,9% a 4% na area em relacao a safra
passada, refletindo numa producdo media de 1,1 milhGes de toneladas. Deste total, 643,8mil
toneladas sdo de feijdo comum cores, 294,5 mil toneladas séo de feijado comum preto e 180,6
mil toneladas sdo de feijdo-caupi. Essa leguminosa é cultivada em todo o territorio brasileiro,
tendo como principais produtores os estados do Parana, Minas Gerais, Goias, Santa Catarina e
Séo Paulo (CONAB, 2018).

O consumo nacional do produto, por pessoa, em media, é de 19 quilos de feijdo por ano
e depende da disponibilidade interna e dos precos no mercado. O feijdo, por ser um alimento
de baixo custo, desempenha um papel importante na dieta brasileira pois os grdos contém alto
valor nutricional como fonte de proteina vegetal, vitaminas do complexo B e sais minerais.
Alem disso, pode ser cultivado em diferentes condicdes de clima e solo (CONAB, 2018).

No Brasil, o feijoeiro é cultivado em trés diferentes safras: i) a primeira, conhecida como
safra das aguas, e € assim chamada porque o plantio e a colheita ocorrem com alto indice de
chuvas, o que favorece a ocorréncia de doencas fungicas, como por exemplo, a antracnose. O
plantio dessa safra na regido Centro-Sul vai de agosto a dezembro, e no Nordeste, de maio a
junho; ii) a segunda safra, realizada no periodo com o menor indice de chuva no pais, é chamada
de safra da seca, e a semeadura € realizada de dezembro a marco; iii) j& a terceira, a safra
irrigada, ou de outono-inverno, é assim conhecida por se referir a colheita do feijao irrigado, a
qual tem a concentracdo do plantio na regido Centro-Sul no periodo de abril a junho. O feijdo
pode ser colhido em média apds 90 dias depois da semeadura (MAPA, 2016). Considerando a
primeira safra 2018/2019, estima-se que a area semeada poderé variar de 51 e 55 mil hectares,
podendo ter um acréscimo de 16,2% e 25,3% em relacdo a safra passada (CONAB, 2018).

Varios fatores limitam a producao do feijoeiro, dentre eles destacam-se as doencas, pois

estas reduzem a produtividade da cultura e depreciam a qualidade do produto (SARTORATO
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et al., 2000). Dessa forma, a obtengdo de cultivares resistentes € uma questdo relevante tratada
pelos melhoristas, uma vez que é a forma mais eficiente e econémica de controle de diversas
enfermidades que acometem a cultura. No entanto, a obtencéo de cultivares com resisténcia
durdvel é dificultada pela variabilidade do patégeno, os quais frequentemente conseguem
quebrar essa resisténcia (BOREM; MIRANDA, 2005).

2.2 Antracnose do feijoeiro

A antracnose causada pelo fungo C. lindemuthianum é uma das principais doengas do
feijoeiro, pois é capaz de infectar a cultura nas trés épocas de cultivo, se destacando nas regies
subtropicais e temperadas, especialmente em localidades com temperaturas moderadas a frias,
entre 13 a 27°C, e com alta umidade relativa. No Brasil, esta doenca prevalece nos estados de
Minas Gerais, Parana, Séo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (KIMATI et al., 1997).

Os sintomas da doenca aparecem em todos os estigios de crescimento da planta, e
geralmente sdo observados no sexto dia da infeccdo nas folhas, caules, ramos vagens e
sementes. As sementes infectadas sdo ligeiramente descoloridas, podendo apresentar cancros,
cuja coloracéo varia de amarela a café-escuro ou negro. J& nos peciolos e caule, as lesbes séo
ovaladas, deprimidas e de coloragdo escura. Nas folhas as lesdes ocorrem, inicialmente, na face
abaxial, ao longo das nervuras, como pequenas manchas de cor pardo-avermelhada que se
tornam cafe-escuras a negras. Nas vagens, as lesdes sdo arredondadas, deprimidas e apresentam
o centro claro, delimitado por um anel negro levemente protuberante, rodeado por um bordo de
coloracéo laranja-avermelhada (SARTORATO, 1988).

O patdgeno sobrevive em restos culturais na forma de esporos, sendo as sementes
contaminadas consideradas a principal via de sobrevivéncia e disseminacdo (VECHIATO et
al., 2001). Apos a germinacdo destas sementes, observam-se lesdes escuras nos cotilédones e
no hipocatilo das plantas (BARCELQOS, 2010). Além da disseminacéo via sementes infectadas,
a 4gua da chuva ou da irrigacdo torna-se um meio de dissemina¢do a curta distancia.

A ampla distribuicdo deste patdgeno no Brasil é facilitada pelo livre comércio de graos
entre os estados e pela reutilizacdo dos grdos como sementes, uma vez que o feijdo é uma
espécie autégama, para futuros plantios em uma mesma area, acarretando em um aumento no
potencial do indculo do patégeno de uma safra para outra (THOMAZELLA et al., 2000).

As perdas causadas por este patdogeno podem chegar a 100% quando sdo utilizadas

sementes contaminadas para plantio e quando ocorrem periodos prolongados de condicdes
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favoraveis ao seu desenvolvimento, como alta umidade (acima de 90%) e temperaturas amenas
(17 °C a 25 °C) (CHAVES, 1980; SARTORATO, 1988; SINGH et al., 1991; TRUTMANN;
GRAF, 1993). A antracnose ocasiona mancha nos graos, o que deprecia a qualidade do produto
e inviabiliza o seu consumo (DALLA PRIA et al., 2003).

Entre os métodos de controle empregados, destacam-se o controle quimico e o uso de
cultivares resistentes a um ou mais patdgenos. A resisténcia varietal € um dos métodos mais
eficientes no controle da doenca, pois além de ndo onerar o custo de producao, evita o controle
quimico. No entanto, a resisténcia genética é dificultada devido a grande variabilidade
patogénica de Colletotrichum (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIN, 2006).

A fase sexual deste patdgeno é conhecida como Glomerella cingulata f sp. phaseoli. Por
meio de analises morfologicas, citoldgicas, moleculares e patogénicas, Barcelos et al., (2014),
separaram linhagens de Glomerella cingulata sp., obtidas de lesdes de antracnose do feijoeiro,
em dois grupos distintos, denominadas Glomerella cingulata sp grupos I e Il. As linhagens do
grupo | ndo causaram sintomas no feijjoeiro comum e amplificaram para o par de primers
especifico de Glomerella cingulata spp. (HMGglo) (BARCELOS et al., 2011) e ndo ampificou
para o par de primers especifico para C. lindemuthianum (GARCIA-SERRANO et al., 2008).
Ja as linhagens do grupo Il causaram sintomas leves aos 10 dias ap6s a inoculagdo e nédo
amplificaram para nenhum dos pares de primers. Essa grande variabilidade de linhagens
oriundas de lesbes de antracnose também foram investigadas por Mota et al. (2016) e Dias et
al. (2017).

2.3 Sarnado feijoeiro

A sarna do feijoeiro comum, é encontrada principalmente nos estados de Goias e Minas
Gerais. Os sintomas iniciam-se no estadio de plantula, formando manchas vermelhas ou pretas,
com bordas avermelhadas, localizadas nos talos e internddios, o que compromete o enchimento
de grédos. As folhas e as vagens, por sua vez, apresentam pequenas lesdes avermelhadas
lembrando uma sarna (COSTA et al., 2001). Por se tratar de uma doenca emergente, as formas
de controle ainda nédo estdo bem estabelecidas. Entretanto, como o fungo pode ser transmitido
por sementes, o ideal é adotar as de boa qualidade fitossanitaria (SARTORATO; RAVA, 2002).

Anélises morfoldgicas e moleculares indicam que o agente etioldgico do patdgeno seria
0 fungo Colletotrichum truncatum. Testes de patogenicidade na cultura do feijoeiro foram

realizados na Embrapa utilizando isolados de C. truncatum e C. graminicola, provenientes do
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sorgo e do milho. Constatou-se que C. truncatum é patogénico as trés culturas (sorgo, milho,
feijdo), enquanto os isolados de C. graminicola ndo causaram sintomas no feijoeiro (COSTA
etal., 2001).

C. truncatum também infecta outras espécies, como soja, lentilha e feijdo-fava, no
entanto, nestes casos, a doenca causada ¢ denominada antracnose. Ja no feijao-caupi a doenga
é chamada mancha-café. Em soja, a doenca caracteriza-se por apresentar, no estadio de plantula,
a chamada infeccdo latente, no qual o patdgeno infecta a planta, sendo os sintomas da doenca
sO observados em estadios mais avancgados. Entretanto, o fungo infecta em qualquer estadio de
desenvolvimento, podendo causar a morte das plantulas, necrose dos peciolos, manchas nas
folhas, queda total das vagens ou deterioracdo total das sementes em colheita retardada. O
indculo proveniente de restos de cultura e sementes infectadas pode causar necrose nos
cotilédones, que pode se estender para 0 hipocétilo, causando o damping-off de pré e pos-
emergéncia. As vagens apresentam manchas deprimidas, de coloragdo castanho-escura e nos
estadios R3 e R4 adquirem coloragdo castanha escura a negra e ficam retorcidas (ALMEIDA
et al., 2005). A doenca é favorecida por elevadas precipitacdes e altas temperaturas,
principalmente nos estadios finais do ciclo da cultura (GALLI; PANIZZI; VIEIRA, 2007).

Figura 1 - Diferenciacdo dos sintomas de antracnose (A e B) e sarna (C e D) em vagens do
feijoeiro comum.

Fonte: Da autora (2019).

Mota et al. (2016) estudaram linhagens isoladas de lesdes de antracnose e sarna do
feijoeiro, pertencentes a trés diferentes grupos, Glomerella cingulata spp. grupo | e I
previamente identificados por Barcelos et al. (2014) e Colletotrichum spp. As linhagens do
grupo | ndo apresentaram sintomas, ja as linhagens do grupo Il e de Colletotrichum spp.
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apresentaram lesGes caracteristicas da antracnose, sendo observadas a partir do décimo dia,
apos a inoculacdo, em folhas e peciolos. No entanto, a melhor visualizacdo foi aos 17 dias.
Sendo os sintomas caracteristicos de sarna sé observados no fim do ciclo da cultura nas vagens.

Dias et al. (2017), avaliaram linhagens oriundas de lesdes de sarna e demonstraram que
tanto as linhagens que amplificaram para o par de primers especificos para C. lindemuthianum,
quanto para o par de primers especificos para Glomerella spp. apresentaram sintomas tipicos
de antracnose quando avaliados na fase de plantula e sintomas tipicos de sarna quando avaliados
em vagens do feijoeiro. Porém, algumas linhagens apresentaram ambos 0s sintomas nas vagens,
ou seja, ocorre variabilidade nestas lesoes.

A ocorréncia de sintomas tipicos de sarna causados por linhagens de C. lindemuthianum,
observados por Dias et al. (2017), indica que estudos de avaliacdo dos sintomas da antracnose
deveriam ser conduzidos no fim do ciclo da cultura. E necessario elucidar se a antracnose é
expressa por meio de diferentes sintomas devido a linhagem do patégeno e/ou hospedeiro, ou
a sarna e realmente outra doenga do feijoeiro e, além disso, verificar a influéncia da temperatura
na expressao dessas doencas. Essas informacGes sdo importantes para os programas de

melhoramento visando obter cultivares resistentes de feijoeiro.

2.4  Colletotrichum spp. no feijoeiro

O género Colletotrichum infecta diversas espécies de plantas, causando em sua maioria,
a doenca conhecida como antracnose. Segundo Dean et al. (2012), este grupo foi classificado
como o oitavo grupo mais importante de fungos patogénicos de plantas, sendo, portanto, sempre
necessarios estudos a respeito do género.

Para a infeccdo do tecido do hospedeiro, as espécies de Colletotrichum utilizam
estratégias que variam de hemibiotroficos intracelulares a necrotroficos subcuticulares,
desenvolvendo estruturas especializadas para penetrar no hospedeiro, como por exemplo, os
apressorios. Com o processo de colonizagdo do patdgeno nos tecidos da planta afetada, surgem
o0s sintomas de antracnose, visiveis em folhas, inflorescéncias e frutos (MENEZES, 2006).

Caracteres morfoldgicos e culturais sdo tradicionalmente utilizados para diferenciar
espécies de fungos, porém, no caso do Colletotrichum, esta identificacdo € dificultada em
funcdo da grande diversidade fenotipica e instabilidade destes caracteres em funcdo do
ambiente (ANDRADE et al., 2007). No feijoeiro ha evidéncias da ocorréncia de diferentes

espécies do género a partir de isolamentos de lesdes tipicas de antracnose, sendo observadas
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linhagens de Glomerella, a qual é a forma sexual ou teleomorfica (BARCELOS et al., 2014;
MOTA etal., 2016; DIAS et a., 2017). Estes estudos tém caracterizado essas e outras linhagens
do género Colletotrichum spp. isoladas de lesdes de sarna do feijoeiro, por meio da morfologia
da colonia, taxa de esporulacdo, indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
diametro colonial (DC), teste de patogenicidade e marcadores moleculares. Dias et al. (2017),
mostraram que linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. isoladas a partir de lesdes
de sarna apresentaram comportamento divergente quando utilizados pares de primers
especificos para C. lindemuthianum e Glomerella spp.. Neste estudo, 66% das linhagens
avaliadas amplificaram para o primer HMG de C. lindemuthianum, 19% para o primer HGM
de Glomerella spp. e 15% ndo amplificaram para nenhum dos primers. Ja as linhagens obtidas
a partir de lesdes de antracnose ndo amplificaram para nenhum dos primers utilizados.

Para caracteristicas como o IVCM e o DC, resultados semelhantes foram obtidos por
Dias (2017) e Mota et al. (2016). As linhagens que amplificaram para o género C.
lindemuthianum apresentaram crescimento mais lento quando comparadas com aquelas
amplificadas para Glomerella spp. Resultado similar foi observado para a taxa de esporulacéo
dessas espécies, onde as linhagens que amplificaram para o marcador especifico de C.
lindemuthianum apresentaram baixa capacidade de esporulacdo quando comparados as demais
linhagens (BARCELOS et al., 2014; MOTA et al., 2016; DIAS, 2017).

Na andlise da severidade da doenca por meio de escala de notas, Dias et al. (2017)
verificaram que as linhagens de C. lindemuthianum, foram mais virulentas quando comparadas
com as linhagens de Glomerella spp. Estes resultados se assemelham aos encontrados por Mota
et al. (2016). No entanto, as linhagens amplificadas para o primer HMGglo, nos estudos de
Barcelos et al. (2014) e Mota et al. (2016) ndo foram patogénicas, contrastando com 0s
resultados obtidos por Dias et al. (2017), onde as linhagens que amplificaram para Glomerella
spp. apresentaram notas elevadas.

Segundo Mota et al. (2016), as linhagens que ndo amplificaram para ambos 0s primers
HMG pertenciam a Glomerella spp. grupo Il e causavam sintomas brandos aos 10 dias nas
folhas e caules, sendo observados sintomas tipicos da sarna na vagem do feijoeiro. J& as
linhagens avaliadas por Dias et al. (2017) ndo amplificadas para nenhum dos pares de primers
HMG apresentaram medias elevadas. Estes resultados corroboram com a hipdtese de um
complexo de espécies de Colletotrichum infectam o feijoeiro (BARCELOS et al., 2014; MOTA
et al., 2016) e tem causado sintomas de ambas as doencas (MOTA et al., 2016; DIAS et al.,
2017).
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Devido & alta variabilidade das espécies de Colletotrichum, manifestada pela morfologia
da col6nia, forma dos conidios, presenca e forma de setas, apressérios, pigmentacdo,
patogenicidade, além de outras caracteristicas, a diferenciacdo de espécies de Colletotrichum,
inter e intraespecificas, podem ser feitas por outros métodos ndo morfoldgicos. Tais métodos
ampliam o conjunto de caracteres usados para identificar essas espécies, e deve promover uma
forma de estimar a diversidade genética e entender melhor a estrutura da populagédo
(MENEZES, 2006).

2.5  Controle Quimico da antracnose

Uma alternativa para controlar a antracnose do feijoeiro € a utilizacdo de fungicidas,
tanto nas sementes quanto na parte aérea da planta. Porém, sua larga utilizacdo faz com que
haja uma diminuicdo da eficiéncia dos produtos utilizados comercialmente, visto que é
associado a selecdo de isolados resistentes (SARTORATO, 2006).

Existem varias opc¢des de produtos quimicos controlando a antracnose no Brasil. Dos
149 fungicidas registrados, ou seja, produtos comercias, cita-se 0s grupos dos benzimidazois,
dos ditiocarbamatos, dos inorganicos (cobre e estanho), das estrobilurinas e dos triazois e
algumas misturas desses grupos (AGROFIT, 2018). Varios sdo 0s mecanismos de a¢do do
fungicidas estrubilurinas, que atuam como inibidores da respiragdo, ja o fungicida tiofanato
metilico age na inibicdo da mitose e divisdo celular, sendo que ambos os fungicidas sdo
sistémicos. Ja os fungicidas de contato mancozeb e clorotalonil sdo fungicidas protetores que
desencadeiam interferéncia generalizada das func¢Bes celulares com atividade multi-sitio
(RODRIGUES, 2006).

Entretanto, linhagens resistentes de C. lindemuthianum, podem surgir na populacdo
devido a grande diversidade do fungo, sua intensa capacidade de multiplicacdo, seus
mecanismos para ampliar a variabilidade e as aplicagdes sucessivas de um mesmo ingrediente
ativo ou do mesmo grupo quimico de fungicida. Essas linhagens resistentes podem predominar
na populacdo até o produto perder sua eficiéncia. Portanto, torna-se necessario monitorar a
variabilidade patogénica e a sensibilidade de linhagens de C. lindemuthianum a aplicacdo de
diferentes principios ativos (GHINI; KIMATI, 2000).

A resisténcia dos patdgenos aos diversos fungicidas tem sido denominada por alguns
pesquisadores como a perda de sensibilidade dos fungos aos produtos, resultando em uma

diminuicdo da eficiéncia destes sob condicdes de campo (GHINI, KIMATI, 2000). Esse
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fendmeno se deve a um aumento da frequéncia de uso de um mesmo fungicida ou fungicidas
de um mesmo grupo quimico, agravado ainda pelo fato de se tratar de patdgenos que produzem
uma grande quantidade de esporos e um curto periodo entre geracdes. Existe uma boa
compreensdo dos mecanismos mais importantes de resisténcia aos fungicidas benzimidazois,
difenilamidas, carboxanilidas e fosforotiolatos (BRENT, 1995).

De acordo com Kimati (1987), a seletividade, que possibilita um fungicida atuar
sistemicamente, aumentando sua eficiéncia, € também a causa principal da sua vulnerabilidade.
O principal motivo para o elevado risco de resisténcia destes fungicidas se da devido a
toxicidade para um unico sitio de acdo do fungo, sendo que, uma Unica alteracdo neste, pode
resultar em resisténcia ao fungicida (EDGINGTON et al., 1980; BRENT, 1995). Ao testarem
trés fungicidas pertencentes ao grupo dos benzimidazdis, o patdégeno produziu estruturas
semelhantes a esclerodios, ao ser cultivado em meio de cultura contendo benomyl, formados
em resposta ao estresse causado pelo fungicida, segundo Tu e Jarvis (1979 a; b).

A ineficicia do controle quimico da antracnose com fungicidas benzimidazois em
isolados de C. lindemuthianum coletados no estado de Sdo Paulo foi verificada por Maringoni
e Barros (2002). Pinto et al. (2012) também observaram a ineficiéncia do controle de linhagens
de C. lindemuthianum quando avaliados in vitro, onde 90,5% das linhagens avaliadas
apresentaram-se sensiveis ou de sensibilidade intermediaria ao fungicida tiofanato metilico,
comprovando a ineficiéncia do produto. Este grupo vem sendo ineficiente para muitas espécies
de Colletotrichm, segundo Fischer et al. (2012), linhagens de C. gloeosporioides isolado de
goiaba tambem foram resistentes ao mesmo. Ja quando a eficiéncia de fungicidas do grupo das
estrubilurinas e dos triazdis no controle da antracnose e da mancha angular do feijoeiro foram
testadas, observou-se que, para a antracnose, trifloxystrobin + propiconazol na maior dose
(187,5 g/ha) e propiconazol + trifenil hidréxido de estanho destacaram-se no controle total da
doenca. Os demais produtos testados foram igualmente eficientes, apresentando baixos niveis
de infeccdo (OLIVEIRA, 2003).

Em estudo recente, Souza Filho et al. (2015) avaliaram a sensibilidade de isolados de C.
lindemuthianum a diferentes fungicidas in vitro e in vivo e observaram que o0s produtos
piraclostrobina e a mistura piraclostrobina + metiram foram os mais eficazes na inibicdo do
crescimento da colonia e germinacdo de conidios in vitro. Ja os tratamentos contento
clorotalonil, mancozeb e misturas mancozeb + oxicloreto de cobre e clorotalonil + tiofanato
metilico foram eficazes na reducdo da severidade da antracnose in vivo. Porém, a ineficacia dos

benzimidazois e 6xido de cobre foram comprovadas in vivo e in vitro.
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A reducdo da eficiéncia dos produtos utilizados comercialmente no controle da
antracnose € um fator a ser considerado, uma vez que esse fato é associado ao aparecimento de

microrganismos com niveis elevados de tolerancia a esses produtos (TAVARES et al, 2005).

2.6 Efeito da temperatura

Fatores climaticos, tais como a temperatura, exercem importancia crucial, tanto na
infeccdo quanto na colonizagcdo do patdgeno, constituindo-se o fator climatico mais
correlacionado com respostas biologicas (AGRIOS, 2005). Sabe-se que a ocorréncia de doengas
esta diretamente relacionada a trés fatores: hospedeiro suscetivel, patdgeno virulento e ambiente
favoravel, que constituem o triangulo da doenca. Qualquer modificagdo em um desses fatores
pode afetar a intensidade ou até mesmo sua taxa de pregresso.

Em alguns estudos sobre Colletotrichum spp. a temperatura étima para a colonizacao
dos tecidos e inicio dos sintomas, é citada geralmente entre 22 °C e 28 °C (DIAS et al.
2005, POLTRONIERI et al. 2013). Segundo Araujo et al. (2016) os sintomas da antracnose
variam com a estacdo, indicando que as condi¢fes ambientais influenciam a severidade da
doenca em plantas ornamentais de pimenta. Mclntosh et al. (1995) mostraram uma forte
influéncia da interagdo Gend6tipos x Ambientes (principalmente a temperatura) na expressao
fenotipica observada, ou seja, ocorre uma expressdo fenotipica diferencial em fungdo do
ambiente. Sendo assim, estudos sobre a influéncia de fatores ambientais, € de suma
importancia para um melhor conhecimento do patégeno e para a obtencdo de cultivares
resistentes (MAIA et al., 2011).

A associagdo da temperatura com umidade é importante para o pregresso de epidemias
de patégenos da parte aérea, contudo, a temperatura é considerada, na maioria das vezes, 0
fator com maior destaque no surgimento de epidemias. O periodo de incubacéo e o periodo
latente dependem da temperatura (VALE et al., 2004). A temperatura interfere tanto nos
processos iniciais de infec¢do, quanto nos processos de colonizagéo e reproducdo do patégeno
(AGRIOS, 2005; VALE et al. 2004).

O efeito da temperatura no progresso de uma doenca em particular, apos a infeccao,
depende da combinacéo especifica entre 0 patdgeno e o hospedeiro. A doenca tem uma taxa de
progresso maior, ou seja, necessita de menor tempo para completar um ciclo de infeccéo,

usualmente quando a temperatura é 6tima para o desenvolvimento do patégeno. Quando a
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temperatura esta acima ou abaixo do 6timo, o desenvolvimento do hospedeiro é prejudicado
(AGRIQS, 2005).

A temperatura exerce papel fundamental na producdo dos diferentes tipos de propagulos
dos fitopatdgenos, além de influenciar no seu crescimento, producéo de estruturas de resisténcia
e a germinacdo das mesmas. Em pesquisas realizadas durante o processo de infeccéo, a
temperatura atuou aumentando ou diminuindo a taxa de germinacao dos esporos (MAIA et al.,
2011; POLTRONIERI et al., 2013). Segundo Kurian et al. (2018), estudando o efeito da
temperatura em Fusarium oxysporum, a germinacao dos esporos foi inibida quando avaliados
na temperatura de 35 °C. Ja na producdo de CATs, ndo foram observadas diferencas
significativas para as temperaturas testadas (22, 25 e 35 °C). Apos a infeccdo, a temperatura
pode determinar a rapidez e a extensdo da infec¢do, sendo a mais favoravel ao desenvolvimento
de patdgeno, aquela com maior nimero de ciclos da doenca (MAY-DE-MIO et al., 2002; VALE
et al., 2004).

Uma vez que a duracdo de um ciclo de infeccdo determina o nimero de ciclos da
mesma, fica evidente que o efeito da temperatura sobre a prevaléncia de uma doenca numa
dada estacdo € expressivo. Além do efeito direto sobre o patdgeno, a temperatura também
pode afetar a estrutura genética da célula do hospedeiro, favorecendo ou inibindo a expressao
de certos genes envolvidos na resisténcia ou suscetibilidade a doencas (AGRIOS, 2005). Além
disso, varias caracteristicas sofrem influéncia da temperatura, como o crescimento micelial,
esporulacdo, germinacdo de conidios e a coloracdo das coldnias, o que viabiliza a utilizacéo

dos mesmos como parametro para diferenciacdo de espécies (MAIA et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Doencas
e em casa de vegetacgdo, localizados no Departamento de Biologia da Universidade Federal de

Lavras, no municipio de Lavras, MG.

3.2  Origem das linhagens

Foram utilizadas 30 linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. obtidas de
lesOes tipicas de antracnose e sarna do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) pertencentes a Micoteca
do Laboratério de Resisténcia de Plantas a Doencas, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras. Essas linhagens foram submetidas a purificacdo genética para
obter culturas monosporicas de conidios e ascosporos e mantidas em meio de cultura M3 a 22
°C, no escuro. Essas linhagens foram caracterizadas por Dias (2017) quanto a cultivar de
origem, lesdo, tipo de esporos que as originaram e ao tipo de coldnia, de acordo com
metodologia proposta por Chilton e Wheeler (1949). Além disso, a autora caracterizou essas

linhagens quanto a severidade da doenca e sintomas nas vagens (TABELA 1).
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Tabela 1- Classificacdo morfoldgica das linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp.
quanto ao tipo de col6nia, lesdo isolada, tipo de esporo que originaram as linhagens
e sintomas causados nas vagens de feijoeiro.

ID! Linhagem -clz_ci)rljgn?: Lesdo? nsair\]/t;éz?n ID! Linhagem -(I:_ci)?gn(ijs Lesdo? nsair\]/t;éz?n
1 o a1 ConBidiaI S-MO - 16 194D Corjoi\dial S-MO

2 gAa Minus  S-MA - 17 190 A Conédial sMo AnvSarna
3  151D1 Corjbi\dial S-MO - 18 1908 Conédial S-MO Sarna

4 131c Minus S-MA  Sama 19 g, ConBidiaI sMo Antracnose
5 131A1 Plus  S-MA ‘Antracnose 20 g o 4 ConE;diaI S-MO Sarna

6 130A Plus SMA  Sama 21 4 ap Corjbi\dial s.Mo  AntSarna
T 173A Cor)Ai\diaI S-MO - 22 y93cC Corjbi\dial s-Mo Antracnose
8  17.3C Cor)Ai\diaI sMo Antracnose 23 g 4 CoeriaI S-MO Sarna

9 173D Cor)Ai\diaI s.Mo Antvsama 24 L4 o Conédial S-MO Sarna
0 1gaa GO Apo S B ggoa Mins AMA

1 o19a Corzdia' sMo M 26 5408 Minus AMA ]

12 9B Corj‘j\dial S-MO sarma 27 4o 4 p Minus A-MA  Sarna
13 191 A Corj‘j\dial S-MO Sarma 28 05 A Corjai\dial S-MO Sarna
14 194B Corjbi\dial sMo AnvSama 29 o, Minus  S-MA Sarna
15 191cC Corjoi\dial smo AnvSarna 30 59 Corjoi\dial S-MO -

1 Os nimeros de 1 a 30 representam a identificacdo das linhagens. 2 S-MO- sarna e monosporica, S-MA- sarna e
monoascosporicas, A-MO- antracnose e monospérica e A-MA- antracnose e monoascosparicas.
Fonte: Dias et al. (2017).

3.3  Analises de PCR de genes Mating-type

Para a obtencdo da massa micelial, pequenos discos de meio de cultura, contendo
micélio do fungo, foram transferidos para erlenmeyers contendo aproximadamente 125 mL de
meio de cultura liquido M3. Os frascos foram mantidos a 22°C em incubadora com agitacao
constante de 110 rpm/min por cerca de 2 a 3 dias. O micélio teve sua umidade reduzida
utilizando Miracloth e foi congelado. O DNA foi extraido conforme as instru¢bes do kit de

extracdo Wizard® Genomic DNA purification (Promega).
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Nas reacdes de PCR foram utilizados um par de primers especifico para C.
lindemuthianum, descrito na literatura por Garcia-Serrano et al. (2008), que amplifica a regido
HMG do gene mating-type MAT1-2-1, sendo eles HMGCLF e HMGCLR. Um par de primers
especificos para os isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli, HMGGLOF e HMGGLOR, os quais
foram desenvolvidos por Barcelos, Souza e Vaillancourt (2011), também foram utilizados na
caracterizagdo dessa populagdo. Assim como 0s primers descritos por Garcia Serrano et al.
(2008), os primers especificos para G. cingulata f. sp. phaseoli amplificam a regido HMG do
gene mating-type MAT1-2-1. Como algumas linhagens séo provenientes de lesdes da sarna do
feijoeiro, foram utilizados também um par de primers descritos por Menat et al. (2012),
CT21HMG, que amplifica para Glomerella truncata. Todos os géis foram tratados com
brometo de etidio, visualizados em luz ultravioletra (Fotodyne Ultraviolet Trans-illuminator) e

fotografados com camera digital Kodak EDA-290.

3.4  Sensibilidade in vitro de linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. a
diferentes fungicidas

A sensibilidade a fungicidas foi avaliada por meio do crescimento e da esporulacdo das
linhagens em bioensaios in vitro. Os fungicidas foram incorporados em meio de cultura M3S
fundente, na mesma proporcao do volume de calda aplicado por ha recomendados na bula do
fabricante e vertidos para placas de Petri. Apds a solidificagdo do meio, discos de micélio de 6
mm de diametros foram adicionados a placa de Petri. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 30 x 6, sendo 30 linhagens,
5 fungicidas e o controle (sem fungicida), totalizando 180 tratamentos com trés repeti¢des. Cada
parcela foi constituida por uma placa de Petri. Os seguintes fungicidas foram utilizados em
concentragfes comerciais: Piraclostrobina, Mancozeb, Clorotalonil, Piraclostrobina +
Metconazol e Tiofanato Metilico. Esses fungicidas sdo recomendados para o controle da
antracnose do feijoeiro (TABELA 2).
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Tabela 2 - Nome comercial, ingrediente ativo, concentracdo do ingrediente ativo, dose
comercial do produto, concentracdo PPM e o volume de calda em L/ha dos
fungicidas utilizados.

Produto Ingrediente C_oncent_ra(;ao Grupo Dose Concentragéo Volu
Comercial Ativo ingrediente Quimico comercial  ppm/mg/kg me

ativo (L/ha)
Comet Piraclostrobina 250 g/L Estrobilurina 0,3 L/ha 250 300
Manzate750 Mancozeb 750 g/kg  Ditiocarbamato 750 g/ha 7500 300
Brg‘ég”" Clorotalonil ~ 500g/  'sofitalonitrila 5, 0 5000 300

Cercobin Tiofanato Benzimidazol

700 Metilico 700 g/kg 70 g/ha 70 300
Opera Ultra Piraclostrobina 210 g/L Estrobilurina 0,5 L/ha 525 200

+ Metconazol Triazol

Fonte: Da autora (2019).

O crescimento das linhagens foi avaliado por meio do indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) e do diametro colonial (DC).

O IVCM foi avaliado por meio da leitura das médias, em milimetros, entre os dois
diametros ortogonais da coldnia, em intervalos de 24 horas, durante 9 dias e estimado de acordo

com a expressao proposta por Oliveira (1991):

_ X(Dc—Dp) 1
IVCM = ———— (1)

Em que:
Dc é a média atual do didametro colonial;
Dp é a média do dia anterior do didmetro colonial;
N é o nimero de dias apds a inoculacéo.

As porcentagens médias de inibigdo de cada Fungicida + Linhagem crescida no meio
M3S foram comparadas com o crescimento do controle. As linhagens resistentes, intermediarias
ou sensiveis, foram definidas como aquelas que exibiram nivel de inibicdo menor que 10%,
entre 10% a 60% e maior que 60%, respectivamente, quando comparadas com 0s controles
(PINTO et al., 2012). J& o diametro colonial foi determinado medindo-se os diametros
ortogonais das col6nias em milimetros ap6s 10 dias de incubacao.

Para avaliar a capacidade de esporulacdo das linhagens foi obtida uma suspensédo de
esporos de cada linhagem ap6s 15 dias de incubacdo. Foram adicionados 6 mL de agua estéril

nas placas e estas foram raspadas e, posteriormente, filtradas usando Miracloth estéril. Foram
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adicionados 10 pL da suspensdo na Camara de Neubauer e contados o nimero de esporos,
obtendo-se assim, a concentracao.

Todos os dados foram submetidos a anélise de variancia. As meédias dos caracteres
avaliados foram comparadas pelo teste Scott Knott (P<0,05) no programa estatistico R
Development Core Team (2015). Para a esporulacéo foi realizada uma analise de variancia
apenas entre o fungicida Cercobin e o Controle, uma vez que os demais fungicidas apresentaram
nivel de controle de quase 100%. Para melhor atender os pressupostos da analise de variancia,
os dados foram transformados para log (x+1) e, posteriormente, as médias para o fungicida
Cercobin foram comparadas por Scott Knott (P<0,05) no programa estatistico Genes (CRUZ,
2013).

3.5 Efeito da temperatura no crescimento e esporulacdo de linhagens de
Colletotrichum spp. e Glomerella spp.

Foi conduzido um experimento em DIC com trés repeticdes para cada uma das trés
temperaturas avaliadas (17 °C, 23 °C e 33 °C). Cada parcela foi constituida por uma placa de
Petri contendo meio de cultura MsS, onde um disco de micélio de 6 mm de diametro de cada
linhagem foi adicionado. Posteriormente, as placas foram armazenadas a 23 °C, 17 °C e 33 °C
em BOD no escuro. O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), didmetro colonial
(DC) e a taxa de esporulagdo foram avaliados conforme descrito no item 3.3. Foram realizadas
as analises individuais para cada temperatura e, posteriormente, a conjunta, considerando as 3
temperaturas. As medias dos caracteres avaliados foram comparadas por Scott Knott (p<0,05)
no programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015).

O crescimento e a esporulacdo das 30 linhagens também foram avaliados alternando-se
a temperatura e o fotoperiodo em BOD. O experimento foi conduzido em DIC com trés
repeticbes. Cada parcela foi constituida por uma placa de Petri. Discos de micélio de 6 mm de
diametro de cada linhagem foram depositados no centro da placa contendo meio M3S em BOD,
com fotoperiodo e temperatura controlados: 18 horas na luz a 32 °C e 6 horas no escuro a 23
°C. Foram avaliados 0 IVCM, DC e esporulagdo, conforme descrito no item 3.3. Todos os dados
foram submetidos a andlise de variancia. As médias dos caracteres avaliados foram comparadas
pelo teste Scott Knott (P<0,05) no programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2015).
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3.6 Caracterizacdo citoldgica de linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp.

A caracterizacdo citologica foi realizada por meio da avaliacdo da dimensdo dos
conidios, porcentagem de germinacdo e formacdo de tubos de anastomoses entre conidios
(CATSs) e porcentagem de formacdo de apressorios das 30 linhagens avaliadas.

Placas de Petri de cada linhagem contendo meio M3S foram incubadas em BOD por 15
dias a 23°C no escuro. Posteriormente, foram adicionados 6 mL de agua estéril nas placas e
estas foram raspadas e a suspensao de esporos foi filtrada usando Miracloth estéril. Foram
adicionados 10 puL da suspensdo em Camara de ‘Neubauer’ para contar 0S esporos e a
concentragdo foi ajustada para 1,2 x 10° conidios/mL. A partir desta, 200 pL das suspensdes de
esporos foram gotejados em uma célula em lamina de cultivo de oito células (Nalge Nunc
International, Rochester, NY) e incubadas a 17 °C, 23 °C e 33 °C no escuro por 24 horas.
Amostras foram examinadas usando um microscopio invertido Zeiss Vert.Al (Zeiss Axio
Observer Z1).

Para as medic¢es citoldgicas foram analisados 30 conidios ndo germinados de cada
linhagem em DIC, com duas repeticdes, incubadas a 23 °C. A largura e o comprimento dos
conidios (um) foram obtidos utilizando-se o software Zeiss Axiovision com aumento de 63X.

Na avaliagdo da porcentagem de germinacdo de conidios, porcentagem de formagéo de
CATSs e porcentagem de formacdo de apressorios, um experimento em DIC foi conduzido em
esquema de parcela subdividida no tempo com duas repeti¢fes. Foram utilizadas suspensées de
conidios ajustadas para 1,2 x 10° conidios/mL de cada linhagem. Uma aliquota de 200 pL foi
colocada em camaras de cultivo conforme descrito anteriormente. Essas foram incubadas a 17
°C, 23 °C e 33 °C, no escuro. Apés 24 e 48 horas foram avaliados 100 conidios por repeticdo
por meio de microscopia de luz, sendo considerados germinados os conidios com tubo
germinativo de tamanho igual ou maior do que o menor diametro do conidio. A formacéao de
CATSs foi quantificada como a porcentagem de conidios envolvidos em fusées (ISHIKAWA et
al., 2010b). Para esta analise foram realizadas duas repeti¢des, sendo avaliados 100 conidios
por repeticao.

Todos os dados foram submetidos a anélise de variancia. As meédias dos caracteres
avaliados foram comparadas pelo teste Scott Knott (P<0,05) no programa estatistico R (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015).
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4 RESULTADOS

4.1  Analises de PCR genes Mating-type

Trés pares de primers especificos foram utilizados para separar as espécies. Das 30
linhagens avaliadas, 18 amplificaram para o par de primers da regido HMG do gene mating-
type MAT1-2-1, que caracteriza linhagens de C. lindemuthianum descritos por Garcia-Serrano
et al. (2008). Vale ressaltar, que essas linhagens foram isoladas de lesdes de sarna. Para os
primers especificos da regido HMG do gene mating-type MAT1-2-1 desenvolvida por Barcelos,
Souza e Vaillancourt (2011), seis linhagens oriundas de lesdes de sarna amplificaram,
caracterizando linhagens de Glomerella spp. Ja para o par de primer CT21HMG especifico para
G. truncata, 10 linhagens amplificaram, sendo trés isoladas de lesdes de antracnose e sete de
sarna (TABELA 3). As linhagens 13-1 C, 13-1 Al, 40-2 A e 51-2 A amplificaram tanto para o

par de primers para Glomerella spp quanto para G. truncata.
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Tabela 3 - Analise molecular para os primers especificos para regido HMG do gene mating-
type MAT1-2-1, que caracteriza linhagens de C. lindemuthianum e Glomerella spp.

e G. truncata.

Linhagem CT21HMG HMGCL HMGGLO Linhagem CT21HMG HMGCL HMGGLO

2-1 Al
9A 4
12-1D1 ]
13-1C N
13-1A1 N
13-2 A ]
17-3A ]
17-3C ]
17-3D ]
18-1 A ]
19A 4
19B .
19-1 A ]
19-1B
19-1C

+

+

+

19-1D
19-2 A
19-2B
19-2C
19-3A
19-3B
19-3C
19-4 A
19-4B
38-2 A
38-2B
38-3 A
40-2 A
51-2 A
52

+

+

+

“+” linhagens que amplificaram para o par de primers utilizado

4.2  Sensibilidade in vitro de linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella
diferentes fungicidas

Fonte: Da autora (2019).

spp. a

Foi observada ampla variabilidade entre as linhagens para todas as caracteristicas

avaliadas, assim como para o efeito dos fungicidas e da interagdo Linhagem x Fungicida. Para
0 IVCM e para 0 DC todas as fontes de variagdo foram significativas (P<0,05) (APENDICE

A). A significancia da interagdo Linhagens x Fungicidas indica que a sensibilidade das

linhagens néo foi coincidente nos fungicidas testados.

O diametro colonial das linhagens no tratamento controle (sem fungicida) variou de

30,83 a 68,33 mm, sendo formados quatro grupos estatisticamente distintos pelo teste Scott-

Knott (APENDICE B). O diametro colonial das linhagens variou de 8 a 69 mm quando foi
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utilizado o fungicida Tiofanato Metilico. Neste caso, foram formados oito grupos
estatisticamente distintos, sendo o fungicida que menos inibiu o crescimento das linhagens.
Para os demais fungicidas utilizados, a maioria das linhagens apresentaram diametro médio
préximo de 6,0mm, indicando o bom desempenho da maioria dos fungicidas no controle do
crescimento micelial das linhagens. Somente as linhagens 2-1 Al, 13-2 A, 19A, 19B, 19-3B,
19-3C, 19-4A, 38-3 A e 51-2 A apresentaram crescimento colonial para mais de um fungicida
sendo esses o Tiofanato Metilico, o Clorotalonil e 0 Mancozeb (GRAFICO 1) (FIGURA 1).



Grafico 1- Estimativas médias para 0 DC das 30 linhagens (identificacdo na TABELA 1) de Colletotrichum e Glomerella avaliadas nos seis
tratamentos testados.
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Figura 1- Bioensaio da sensibilidade in vitro das linhagens 19B (Aa F) e 13-2 A(G aL) acinco
fungicidas.

Mancozeb (A e G). Piraclostrobina + Metconazol (B e H)). Piraclostrobina (C e I). Clorotalonil (D e J). Tiofanato
Metilico (E e K). Testemunha sem fungicida (F e L).
Fonte: Da autora (2019).

Para a caracteristica IVCM, o controle, sem fungicida, variou de 2,7 a 6,8mm por dia e
as médias de crescimento foram agrupadas em cinco grupos estatisticamente distintos. A
porcentagem de inibicdo do crescimento em relacdo ao controle foi calculada para cada
linhagem em cada fungicida testado. Todas as linhagens foram sensiveis aos fungicidas
Piraclostrobina, e Piraclostrobina + Metconazol. Para o fungicida Clorotalonil, 3,3% das
linhagens apresentaram sensibilidade intermediaria. Ja para o fungicida Mancozeb 6,7% das
linhagens apresentaram sensibilidade intermedidria, o restante das linhagens foram sensiveis ao
fungicida testado. O fungicida Tiofanato Metilico foi o que menos inibiu o crescimento das
linhagens, sendo que 23,3% das linhagens podem ser consideradas resistentes, 53,4%
intermediarias e 23,2% foram sensiveis (TABELA 5) (FIGURA 1).



32

Tabela 5- Estimativas médias para a porcentagem de inibicdo média do crescimento micelial
nos 5 fungicidas avaliados em relacdo ao controle.

Tiofanato

Piraclostrobina

Linhagem Piraclostrobina . Clorotalonil Mancozeb
Metilico + Metconazol
2-1 Al 100% S 0% R 100% S 95% S 100% S
9A 97,8% S 88,4% S 86,2% S 58,3% | 100% S
12-1 D1 98,5% S 13,2% | 100% S 100% S 100% S
13-1C 100% S 80,7% S 100% S 100% S 100% S
13-1 A1 100% S 78,8% S 100% S 100% S 100% S
13-2 A 100% S 85,1% S 100% S 72,2 S 100% S
17-3 A 100% S 12,6% | 100% S 100% S 100% S
17-3C 100% S 12,0% 1 100% S 100% S 100% S
17-3D 100% S 24,6% | 100% S 100% S 100% S
18-1 A 100% S 0% R 100% S 100% S 100% S
19A 100% S 53,8% | 73,5% S 100% S 100% S
19B 100% S 10,7% 1 79,7% S 100% S 100% S
19-1A 100% S 1,2% R 92,5% S 100% S 100% S
19-1B 100% S 13,5% | 100% S 100% S 100% S
19-1C 100% S 21% | 100% S 100% S 100% S
19-1D 100% S 22,8% | 100% S 100% S 100% S
19-2 A 100% S 15,4% | 100% S 100% S 100% S
19-2B 100% S 37,1% | 100% S 100% S 100% S
19-2C 100% S 23,2% | 100% S 100% S 100% S
19-3 A 100% S 31,3% | 100% S 100% S 100% S
19-3B 66,1% S 20,6% 1 84,2% S 87,3% S 100% S
19-3C 82,0% S 3,4%R 87,5% S 100% S 83,1% S
19-4 A 100% S 14,4% | 14,4% | 67% S 100% S
19-4B 100% S 12,7% 1 100% S 100% S 100% S
38-2 A 94,0% S 95,7% S 100% S 100% S 100% S
38-2B 100% S 3,1%R 100% S 100% S 100% S
38-3A 70,0% S 81,5% S 100% S 100% S 779% S
40-2 A 97,1% S 5,3% R 100% S 100% S 92,8% S
51-2 A 78,7% S 71,0% S 66,1% S 100% S 98,1% S
52 100% S 60,0% | 100% S 100% S 100% S
R- Linhagens Resistentes ao fungicida; I- linhagens com resisténcia intermediaria ao fungicida; S- Linhagens

sensiveis ao fungicida

Fonte: Da autora (2019).

Para a capacidade de esporulacéo, diferencas significativas (P<0,05) foram observadas

para todas as fontes de variacao Linhagens, Fungicidas e na interacdo Linhagens x Fungicidas.

No teste de médias as linhagens foram separadas em oito grupos distintos quando estas foram

avaliadas sem a presenca de fungicidas. J& na presenca da maioria dos fungicidas, houve

inibicdo significativa da esporulacdo das linhagens. Apenas na presenca do fungicida Tiofanato

Metilico € que a maioria das linhagens apresentaram elevada esporulacdo e o mesmo foi

comparado com o controle (TABELA 6).
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Em alguns casos, como para as linhagens 12-1 D1, 17-3C, 19-1 A, 19-1 B, 19-2 B, 19-

2 C e 40-2 A, a esporulacdo na presenca do fungicida Tiofanato Metilico foi superior ao
controle. Ja para as linhagens 2-1 A1, 9 A, 13-1C, 13-2 A, 19 A, 19-1 D1, 19-3 A, 38-2 Ae 51-

2 A néo foram observadas diferencas entre o fungicida e o controle, ou seja, as linhagens

apresentaram a mesma taxa de esporulagdo na presencga e na auséncia do fungicida. Para a

linhagem 19B, a maior taxa de esporulacdo foi observada em placas contendo o fungicida

Clorotalonil. A interacdo significativa entre Linhagens x Fungicidas, evidencia diferencas na

sensibilidade entre as linhagens aos fungicidas, isto é, a esporulacdo das linhagens nao foi

coincidente na presenca dos diferentes produtos.

Tabela 6 - Estimativas médias para a capacidade de esporulagdo (107 conidios/ml) das linhagens
com o fungicida Tiofanato Metilico em relacdo ao controle.

Linhagem Tiofanato Controle Linhagem Tiofanato Controle
Metilico Metilico
2-1A1 0,005NSE 0,02 19-1D 0,08"s E 0,03
9A 0,02N E 0,03 19-2 A 0,43* C 0,99
12-1 D1 0,46* C 0,08 19-2B 0,17* D 0,03
13-1C 0,04\S E 0,05 19-2C 0,33* D 0,08
13-1 Al 0,00* E 0,04 19-3A 0,10N E 0,04
13-2 A 0,00 E 0,01 19-3B 0,02* E 0,61
17-3 A 0,01* E 0,02 19-3C 0,05* E 1,03
17-3C 0,25* D 0,04 19-4 A 0,15* D 2,39
17-3D 0,02* E 0,22 19-4B 0,01* E 0,01
18-1 A 1,15* A 0,36 38-2 A 0,16 5D 0,25
19A 0,11NS E 0,21 38-2B 0,92* B 1,48
19B 0,01* E 0,18 38-3A 0,00* E 0,09
19-1 A 0,84* B 0,18 40-2 A 0,61* C 0,09
19-1B 0,63* C 0,16 51-2 A 0,00 E 0,02
19-1C 0,25* D 0,86 52 0,00* E 0,35

*= diferencas significativas pelo teste F a 5% de probabilidade

ns= diferencas ndo significativas pelo teste F a 5% de probabilidade
Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

4.3 Efeito da temperatura no crescimento e esporulacdo de
Colletotrichum spp. e Glomerella spp.

linhagens de

Na andlise de varidncia individual realizada para cada temperatura, houve diferenca

significativa entre as linhagens (P<0,05) para o IVCM, DC e esporulagcdo (Apéndice C).

Posteriormente, foi realizada a analise conjunta considerando as diferentes temperaturas. Todas
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as fontes de variagdo foram significativas (P<0,05) para as trés caracteristicas avaliadas
(APENDICE D). Na temperatura de 23 °C, o DC variou de 29,67 a 76,00mm. Aos 17 °C as
médias foram inferiores e variaram de 24,83 a 49,83mm. A 33 °C as linhagens foram
significativamente mais distintas, variando de 6 a 80,00mm. Maiores médias para o DC foram
observados na temperatura de 23 °C para a maioria das linhagens, porém para as linhagens 13-
1C, 13-1 Al, 13-2 A foram na temperatura de 33 °C.

Quanto ao IVCM, as linhagens apresentaram maiores indices de crescimento na
temperatura de 23 °C (APENDICE F). Com excecdo das linhagens 13-1 C, 13-1 A1, 13-2 Ae
18-1 A, como para o DC, estas apresentaram maiores médias de crescimento na temperatura de
33°C (GRAFICO 2). Vale ressaltar, que essas linhagens amplificaram para o par de primers
especifico para Glomerela truncata, exceto as 13-1A1 e 18-1A. E importante destacar que as
linhagens que amplificaram para o primer especifico de C. lindemuthianum apresentaram
crescimento mais lento quando comparadas com as demais. Além disso, tais linhagens nao
apresentaram crescimento ou apresentaram crescimento inferior as demais na temperatura de
33 °C (GRAFICO 2). Foram observadas também, alteracbes na morfologia da colénia e na
producéo de peritécios, nas trés temperaturas, ndo sendo observada producéo de peritécios nas
linhagens de Glomerella spp. crescidas a 33 °C (FIGURA 3).



Grafico 2 - Estimativas médas para o DC (mm) das 30 linhagens (identificacdo na TABELA 1) de Colletotrichum e Glomerella avaliadas nos trés
tratamentos testados.
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1 representa as linhagens crescidas a 17°C, 2 a 23°C e 3 a 33°C. Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).
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Grafico 3 - Estimativas médias para o IVCM (mm/dia) das 30 linhagens (identificacdo na TABELA 1) de Colletotrichum e Glomerella avaliadas
nos trés tratamentos testados.
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Legenda: 1 representa as linhagens crescidas a 17°C, 2 a 23°C e 3 a 33°C. Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).
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As linhagens apresentaram maiores médias para a capacidade de esporulagdo quando
avaliadas aos 23°C (TABELA 7). Considerando as temperaturas de 23 °C, 17 °C e 33 °C, as
linhagens com maiores médias foram respectivamente: 17-3 A (66 x 10°conidios/mL), 38-3 A
(10 x 10° conidios/mL) e 13-1 C (12 x 10° conidios/mL) (TABELA 7). Vale ressaltar, que
aproximadamente 90% das linhagens apresentaram as menores médias de esporulagdo quando
avaliadas aos 33 °C, sendo que dessas, 46,7% né&o cresceram nesta temperatura. Em relacéo as
linhagens que obtiveram elevados indices de crescimento na temperatura de 33 °C, vale destacar
as linhagens 13-1C e 13-22, pois estas apresentaram capacidade de esporulacdo elevadas em

comparagdo com as demais temperaturas, comprovando a variabilidade das linhagens.
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Tabela 7- Estimativas médias para capacidade de esporulacao (conidios/mL) e seus respectivos
desvios padr@es das linhagens avaliadas nas trés temperaturas.

Esporulac&o (10° conidios/mL)

Linhagem 17°C 23°C 33°C

2-1 A1 060 +057 D ™ 010 *0,02 E™ 0 o C™
9A 030 +0,30 D ™ 0,10 +0,06 E ™ 03 0,18 C ™
12-1 D1 150 £0,73 C a 040 +*015 E b 0,2 £0,08 C b
13-1C 020 0,04 D b 0,70 +0,06 E b 120 +510 A a
13-1 Al 260 £19 C a 330 13 Da 0 000 Cb
13-2 A 060 025 D b 100 +037 E b 82 +0,15 B a
17-3 A 0,70 £054 D b 66,00 +998 A a 19 =104 C b
17-3C 100 £+0,65 D a 1,10 +037 Ea 0 000 C b
17-3D 040 030 D b 310 *161 Da 0 000 Cb
18-1 A 160 +£1,76 C ¢ 16,00 +489 B a 84 *162 B b
19A 020 +0,07 D ™ 110 =067 E ™ 02 0,06 C ™
19B 030 £0,04 D b 610 +198 D a 06 =050 C b
19-1A 190 £+149 C b 410 059 D a 0,1 *006 C c
19-1B 180 092 C b 6,70 112 C a 0,2 £0,16 C ¢
19-1C 780 161 B b 1200 +3,18 B a 0 0 Cc
19-1D 130 £021 C b 39 116 D a O 0 Cec
19-2 A 1,10 £+033 D b 550 +190 D a O 0 Cc
19-2B 160 £050 C a 060 +*022 E a O 0 Cob
19-2C 020 +*0,04 D ™ 0,20 *0,06 E™ O o C™
19-3A 010 0,02 D b 060 +0,12 E a O 0 Cob
19-3B 020 £0,08 D b 9,70 +206 C a O 0 Cob
19-3C 080 035 D b 570 149 D a O 0 Cc
19-4 A 700 £163 B a 440 241 Db O 0 Cec
19-4B 0 0O D™ 010 x0,06 E™ O o C™
38-2 A 280 £09 C b 11,00 +595 B a O 0 Cc
38-2B 1,80 +045 C a 0,30 *009 E b O 0 Cb
38-3 A 10,00 +255 A a 7,30 £106 C a 03 *022 C b
40-2 A 0,20 +0,07 D b 49 +231 D a 01 0 Cob
51-2 A 010 +0,04 D ™ 040 =006 E ™ 01 002 C ™
52 0,40 0O Da 05 *024 E a O 0 Cob

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e, mindscula na linha, pertencem ao mesmo grupo pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
ns= diferencas ndo significativas pelo teste F a 5% de probabilidade

Fonte: Da autora (2019).



39

Figura 3 - Bioensaio da sensibilidade in vitro das linhagens 9A, 17-3D e 19-1D a diferentes
temperaturas de armazenamento.

Crescimento micelial das linhagens 9A, 17-3D e 19-1D na temperatura 17°C (A, D, G), 23°C (B, E, H), 33°C (C,
F, ).
Fonte: Da autora (2019).

A alternancia de temperatura e fotoperiodo (18 horas na luz a 32 °C e 6 horas no escuro
a 23 °C) foi avaliada simulando as condi¢bes de campo. Foram observadas diferencas
significativas (P<0,05) para as linhagens em todas as caracteristicas avaliadas, IVCM, DC e
esporulacio (APENDICE E). O DC variou de 7,3 a 85 mm, valores esses semelhantes aos
obtidos pelas linhagens mantidas na temperatura de 33 °C (TABELA 8). Para a esporulacéo,
os resultados foram semelhantes ao anterior, onde 60% das linhagens obtiveram baixa taxa de
esporulagdo mesmo com a alternancia da temperatura. Porém, o IVCM apresentou valores
menores quando comparados com a temperatura de 33°C, variando de 0,1 a 7,2 mm, enquanto
que apenas aos 33 °C essa amplitude foi de 0 a 9,3 mm.

Entretanto, houve coincidéncia das linhagens que apresentaram maiores valores de
IVCM, 13-1C, 13-1 Al e 18-1 A. Ja para as linhagens que apresentaram baixo IVCM, houve
uma taxa de coincidéncia de 85,7% das linhagens, exceto para as linhagens 38-2 A e 38-3 A
gue apresentaram uma boa taxa de crescimento com a alternancia da temperatura (FIGURA 4).
Esses resultados indicam que a alternancia de temperatura nao foi suficiente para contornar a
inibicdo de altas temperaturas no crescimento e esporulacdo dessas linhagens. Portanto, a

temperatura é um fator limitante no crescimento e reprodugdo das linhagens.
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Tabela 8 - Estimativas médias para o IVCM (mm/dia), DC (mm) e capacidade de esporulagédo
de esporulacdo (conidios/mL) para as 30 linhagens quando avaliadas alternando-se
a temperatura e o fotoperiodo na BOD.

IVCM DC Esporulacao IVCM DC  Esporulagédo

Linhagem — \dia) (mm) (conidio/mL) ="™39%M  (nivdia)  (mm)  (conidio/mL)
2 1AL 0L G 73 F 00 E 191D 04 G 100 F 00 E
9A 39 D 52 D 01 D 192A 05 G 107 F 00 E
121D1 02 G 85 F 00 E 192B 05 G 107 F 00 E
13-1C 67 A 792 A 04 C 192C 04 G 102 F 00 E
131A1 58 B 702 B 00 E 19-3A 04 G 103 F 00 E
132A 53 C 62 C 00 E 193B 03 G 88 F 00 E
173A 02 G 87 F 01 D 193C 05 G 105 F 00 E
17-3C 03 G 93 F 00 E 194A 03 G 92 F 00 E
17-3D 04 G 100 F 00 E 194B 03 G 98 F 00 E
181A 72 A 80 A 25 A 382A 47 C 55 C 15 B
19 A 20 F 285 E 00 D 382B 27 E 343 E 00 D
19B 19 F 270 E 01 D 383A 40 D 515 D 05 C
191A 03 G 90 F 00 E 402A 68 A 80 A 01 D
19-1B 04 G 97 F 00 E 512A 69 A 88 A 00 E
19-1C 04 G 102 F 00 E 52 03 G 93 F 00 E

Meédias seguidas pela mesma letra pertecem ao mesmo grupo pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

Figura 4 - Bioensaio da sensibilidade in vitro das linhagens 19-1 D e 38-2 A a diferentes
condiges de armazenamento.

A e B; C e D representam o crescimento micelial das linhagens 38-2 A e 19-1D, respectivamente nas temperaturas
de 33°C (A e C) e com a alternancia da temperatura e fotoperiodo (B e D).

Fonte: Da autora (2019).



41

4.4  Caracterizacdo citoldgica de linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp.

Todos os conidios apresentaram formato cilindrico, com excecdo da linhagem 13-2 A
que apresentou somente ascosporos e com formato falciforme (FIGURA 5) (TABELA 9).

Diferengas significativas (P<0,05) foram observadas para a largura e o comprimento dos
conidios. A largura variou de 5,0 (19 A) a 22,6 um (13-2 A), formando seis grupos de linhagens
distintos estatisticamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.

J& na avaliacdo do comprimento dos conidios para as linhagens, formaram-se cinco
grupos distintos, sendo que as médias variaram de 2,6 (19 B) a 6,4 um (9 A). As linhagens 19
A e 19 B apresentaram tamanho de conidios inferiores as demais, sendo agrupadas
separadamente para ambas as caracteristicas (TABELA 9) (FIGURA 6).



Tabela 9- Estimativa para a dimensao dos conidios (um) e formato dos conidios das 30 linhagens armazenadas a 23°C.
Tamanho conidio (pm) Tamanho conidio (um)
Linhagem Comprimento Largura Formato Linhagem Comprimento Largura Formato

2-1 Al 134 E 52 C Cilindrico 19-1D 12,7 E 46 D Cilindrico
9A 152 D 6,4 A Cilindrico 19-2A 131 E 49 D Cilindrico
12-1D1 140 D 50 C Cilindrico 19-2B 129 E 48 D Cilindrico
13-1C 174 B 52 C Cilindrico 19-2C 128 E 49 D Cilindrico
13-1A1 18,0 B 57 B Cilindrico 19-3A 126 E 46 D Cilindrico
13-2 A 226 A 6,1 A Falciforme 19-3B 12,7 E 47 D Cilindrico
17-3 A 123 E 48 D Cilindrico 19-3C 12,7 E 48 D Cilindrico
17-3C 135 D 52 C Cilindrico 194A 125 E 48 D Cilindrico
17-3D 16,0 C 48 D Cilindrico 194B 129 E 48 D Cilindrico
18-1 A 16,6 C 45 D Cilindrico 38-2A 133 E 6,1 A  Cilindrico
19 A 50 F 2,9 E Cilindrico 38-2B 148 D 6,1 A  Cilindrico
19B 54 F 2,6 E Cilindrico 38-3A 13,7 D 57 B Cilindrico
19-1 A 129 E 56 B Cilindrico 40-2 A 138 D 49 D Cilindrico
19-1 B 13,7 D 54 B Cilindrico 51-2A 191 B 56 B Cilindrico
19-1C 143 D 52 C Cilindrico 52 120 E 54 B  Cilindrico

Médias seguidas pela mesma letra pertecem ao mesmo grupo pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

A%
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Para a porcentagem de germinacdo (FIGURA 5), foram observadas diferencas
significativas (P<0,05) para todas as fontes de variacdo, exceto para a interagdo Temperaturas
x Tempos. Para todas as temperaturas ndo houve diferencas significativas na porcentagem de
germinacao para os dois tempos avaliados, exceto para as linhagens avaliadas aos 23 °C onde
a maior porcentagem de germinacdo foi observada as 48 horas. A porcentagem de germinacao
das linhagens ndo foi coincidente nos dois tempos e nas trés temperaturas avaliadas
separadamente, uma vez que a interacdo Linhagens x Tempos x Temperaturas foi significativa.
No Gréfico 4 observa-se que a maior porcentagem média de conidios germinados foi aos 23 °C
para ambas as linhagens em ambos os tempos. Vale ressaltar que poucas linhagens

apresentaram taxas elevadas de germinacgédo quando mantidas aos 30 °C.

Figura 5 - Conidios Germinados e com a presenca de apressorio.

A B

Nota: A- Linhagem 13-2A, B- Linhagem 40-2A, C- Linhagem 19-2C e D- Linhagem 38-2A. Escala 20 pm.
Fonte: Da autora (2019).



Grafico 4 - Porcentagem média de germinag&o para as 30 linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. avaliadas apds 24 (A) e 48 (B) horas
para as trés temperaturas.
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Fonte: Da autora (2019).
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Na avaliacdo da porcentagem de anastomoses entre conidios (CATS), foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) para todas as fontes de variacdo, exceto para o Tempo. Todas
as linhagens apresentaram formacédo de CATS, exceto as linhagens 13-2 A e 19 A. Para todas
as temperaturas ndo houve diferencas significativas na porcentagem da formacéo de CATSs para
os dois tempos avaliados, exceto para as linhagens avaliadas aos 17°C onde a maior
porcentagem de formacdo de CATSs foi observada as 48h.

A interacdo Linhagens x Tempos x Temperaturas foi significativa havendo uma grande
variagcdo quanto a temperatura ideal para formacdo de CATs de acordo com as linhagens.
Porém, em geral, a melhor temperatura foi 17 °C, sequida por 23 °C e 33 °C (GRAFICO 5). No
entanto, observa-se que a formagao de CATs decresceu com o0 aumento da temperatura para a
maioria das linhagens, exceto para as linhagens 9 A,18-1 A e 19-2 A quando avaliadas no tempo
de 24 horas e 19-2 A e 19-3 B no tempo de 48 horas. Essas linhagens apresentaram maior
formacdo de CATSs aos 33°C. Vale ressaltar que a linhagem 18-1 A foi a de maior média de
formacéo de CATs em ambos os tempos (FIGURA 6).

Figura 6 - Formacao de tubos de anastomose entre conidios (CAT’s)

A B

Nota: A. Linhagem 19B, B. Linhagem 9A, C. Linhagem 18-1A, D. Linhagem 19-1C. Escala 20 um.
Fonte: Da autora (2019).



Grafico 5 - Porcentagem média de CATSs para as 30 linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. avaliadas apos 24 (A) e 48 (B) horas para
as trés temperaturas.
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Ja para a produgdo de apressorio, foram observadas diferencas significativas (P<0,05)
para todas as fontes de variacdo, exceto para interacdo Temperaturas x Linhagens e Tempos X
Linhagens x Temperaturas. Em geral, as maiores porcentagens de formacéo de apressorio foram
observadas na temperatura de 17 °C. Nao foram observadas linhagens que apresentaram médias
superiores na temperatura de 33°C, ou seja, a temperatura inibiu significativamente esta
caracteristica. A linhagem 38-2 A foi a que apresentou as maiores medias para produgédo de
apressorios tanto para temperatura de 17 °C quanto 23 °C (FIGURA 5) (GRAFICO 6).



Grafico 6 - Porcentagem média de apressorios para as 30 linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. avaliadas nas trés temperaturas.
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5 DISCUSSAO

Linhagens de Glomerella isoladas a partir de lesGes de antracnose e sarna tem sido
relatada recentemente (BARCELOS et al., 2014; MOTA et al., 2016; DIAS et al., 2017). A
avaliacdo destes isolados por meio de caracteres morfoldgicos e moleculares tem mostrado
grande variabilidade. No presente trabalho, as linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella
spp. isoladas a partir de lesbes de sarna e antracnose apresentaram padrdes moleculares
distintos, sendo que 60% das linhagens amplificaram para o primer HMG C. lindemuthianum,
20% para o primer HGM Glomerella spp. e 33% para o primer HGM Glomerella truncata. No
entanto, as linhagens obtidas a partir de lesdes de antracnose amplificaram para os pares de
primers especificos para Glomerella. Todas as linhagens que amplificaram para o par de primer
especifico de Colletotrichum lindemuthianum originaram-se de lesdes de sarna. Portanto,
concordando com a hipétese de um complexo de espécies de Colletotrichum que infectam o
feijoeiro (BARCELOS et al., 2014; MOTA et al., 2016; DIAS et al., 2017), causando sintomas
de ambas as doencas. Vale ressaltar, que devida a ampla variabilidade das linhagens avaliadas,
a confiabilidade na determinacdo de cada uma das espécies com base apenas nesses primers
ndo € o mais indicado. Uma determinagdo segura das espécies envolvidas demandaria uma
analise filogenética multilocos.

Na avaliagdo da sensibilidade das linhagens in vitro a diferentes fungicidas, foi
observado que a maioria dos ingredientes ativos testados foram efetivos no controle das
linhagens, exceto para o fungicida Tiofanato Metilico, que apresentou menor eficiéncia no
controle do crescimento das mesmas (TABELA 5). A baixa sensibilidade de linhagens de
Colletotrichum a benzimidazois tem sido relatada, Sartorato (2006) observou que apenas dois
isolados testados se mostraram sensiveis a este fungicida. O fato da maioria das linhagens
apresentarem maior crescimento na presenca do tiofanato metilico em relacdo aos demais
fungicidas indica a ocorréncia de linhagens resistentes a este principio ativo. Neste estudo,
76,6% das linhagens avaliadas se mostraram sensiveis ou de sensibilidade intermediéria ao
produto, demonstrando o elevado grau de resisténcia das linhagens. Resultados semelhantes
foram observados por Pinto et al. (2012), que também demonstraram a ineficiéncia do controle
de linhagens de C. lindemuthianum quando avaliados in vitro para este fungicida, sendo que
31,1% das linhagens avaliadas se mostraram sensiveis ou de sensibilidade intermediéria,
comprovando a ineficiéncia do produto. Souza Filho et al. (2015) também comprovaram a
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ineficiéncia de fungicidas do grupo dos benzimidazois e 6xido de cobre no controle da
antracnose em experimentos in vivo e in vitro.

A pressdo de selecdo exercida pela aplicacdo constante de fungicidas € o principal fator
responsavel pela perda de sensibilidade das popula¢es (GHINI; KIMATI, 2000). Porém, a
grande variabilidade apresentada pelos patdgenos é o principal fator para que ocorra a baixa
eficiéncia a um determinado grupo quimico. Dentre alguns fatores que afetam a variabilidade
do patégeno estdo a mutacdo, a recombinacdo sexual, heterocariose e parassexualidade e
anastomose entre conidios, sendo este ultimo, relatado recentemente como um dos fatores
responsaveis pela presenca de polimorfismo cromossémico em C. lindemuthianum e
Glomerella (GONCALVES, 2016). Este autor tem relatado a plasticidade do genoma nessas
espécies, 0 que poderia explicar essas diferencas nos resultados da analise molecular realizada
no presente trabalho e em outros trabalhos recentes (ISHIKAWA et al., 2012, PINTO et al.,
2012; MOTA et al., 2016).

Para os demais fungicidas testados, as linhagens apresentaram elevado grau de
sensibilidade. Este fato pode sugerir que ndo houve uma pressdo suficiente causada pelo uso
desses fungicidas ao longo dos anos. Com relagéo as estrobilurinas, as linhagens testadas se
mostraram altamente sensiveis, fato este que ja havia sido relatado por Sartorato (2006). Além
disso, este produto vem sendo recomendado como uma medida eficiente no controle da
antracnose no campo (RAVA, 2002). No presente trabalho, todas as linhagens se mostraram
sensiveis a este fungicida, tanto as linhagens provenientes de lesdo de sarna quanto de
antracnose. Souza Filho et al. (2015) ja demonstraram a grande eficiéncia da piraclostrobina na
inibicdo do crescimento colonial e germinacdo de conidios in vitro para isolados de C.
lindemuthianum. Vale ressaltar, que em geral, as linhagens que amplificaram para o par de
primers especificos de C. lindemuthianum se mostraram sensiveis a todos os fungicidas
testados, exceto para o Tiofanato metilico. Somente a linhagem 19-4A apresentou sensibilidade
intermediaria ao fungicida Clorotalonil. Ja para as linhagens que amplificaram para o par de
primers especifico de Glomerella truncata e Glomerella spp. somente a linhagem 9A obteve
sensibilidade intermediaria ao fungicida Mancozeb, as demais linhagens foram sensiveis a
todos os fungicidas testados, exceto para o Tiofanato metilico.

Alguns autores indicam algumas estratégias anti-resisténcia, como a alternancia de
principio ativo, utilizacdo de misturas eficazes e, principalmente, a utilizacdo de cultivares
resistentes ao patdgeno, contribuindo para a reducdo na pressdo de selecdo do patdgeno
(RODRIGUES et al., 2007).
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A producdo dos diferentes propagulos dos fitopatdgenos, a taxa de crescimento, a
producdo de estruturas de resisténcia e a germinacdo dos mesmos sdo processos altamente
dependentes da temperatura, fazendo com que este fator seja limitante no desenvolvimento ou
ndo de uma epidemia. A ocorréncia da sarna do feijoeiro tem sido observada nos campos de
cultivo normalmente quando as temperaturas sdo elevadas (COSTA et al., 2001). Portanto, é
importante observar o comportamento das linhagens isoladas de lesGes de antracnose e sarna
em diferentes temperaturas. No presente trabalho, na avaliacdo de diferentes temperaturas,
pode-se observar a influéncia direta da temperatura no crescimento e esporulagao das linhagens
avaliadas. Na avaliagdo do crescimento micelial, as linhagens apresentaram maior 1IVCM
guando crescidas a 23 °C. A melhor temperatura para o desenvolvimento de C. lindemuthianum
é relatada como sendo de 17 a 25 °C (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013). Este fato foi
comprovado devido a um maior desenvolvimento das linhagens quando crescidas a 17 °C e 23
°C quando comparadas a temperatura de 33 °C. O efeito inibidor da temperatura sobre o
crescimento dos fungos € bastante variavel, porém, a maioria dos patdgenos apresentam melhor
desenvolvimento entre 20 °C e 25 °C (POLTRONIERI et al., 2013), o que também ocorreu
neste trabalho. As linhagens 13-1C, 13-1A1, 13-2A e 18-1A apresentaram 0s maiores indices
de crescimento na temperatura de 33°C, sendo que essas linhagens amplificaram para pares de
primers especificos de Glomerella. No entanto, as linhagens 13-1C e 13-1A1 amplificaram para
ambos os pares de primers de Glomerella spp. utilizados (CT21HMG e HMGGLO) e as
linhagens 13-2A e 18-1A apenas para o par de primers de Glomerella spp. (HMGGLO).

Quanto a capacidade de esporulacdo das linhagens, a temperatura também teve forte
influéncia, sendo que a temperatura de 23 °C foi a ideal. Cada espécie de fungo exige uma faixa
de temperatura ideal para esporular, sendo que ha fungos que reduzem suas taxas de
esporulacdo sob baixas temperaturas e aumentam a medida que a temperatura se eleva, até
atingir um ponto maximo ou o ponto Otimo, podendo também ocorrer 0 oposto
(POLTRONIERI et al., 2013). As linhagens avaliadas mostraram um padrdo semelhante. A
maioria das linhagens apresentaram aumento da esporulacdo com 0 aumento da temperatura até
atingirem 23 °C. No entanto, as linhagens 13-1 C e 13-2A apresentaram maior esporulacéo aos
33 °C. Essas linhagens amplificaram para o par de primers especificos para Glomerella spp.
Além disso, a linhagem 13-1C também amplificou para o par de primers especifico para
Glomerella truncata. Sardhara et al. (2016) observaram que para isolados de C.
lindemuthianum, o intervalo ideal da temperatura foi de 25 a 30 °C, porém, o maximo de

esporulacdo e crescimento foram observadas na temperatura de 30 °C, diferentemente do
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resultado observado neste trabalho, em que as linhagens que amplificaram para o par de primers
especifico para C. lindemuthianum apresentaram crescimento e esporulacdo inibidos na
temperatura de 33 °C.

O estudo de caracteres fisiologicos pode auxiliar diretamente na classificacdo dos
isolados que possuem maior facilidade no estabelecimento na superficie do seu hospedeiro, ou
seja, € importante para o entendimento dos eventos de pré e pos-infeccdo do hospedeiro pelo
patdogeno (BARCELOS, 2010; ISHIKAWA et al., 2010b). Neste estudo, altos niveis de
diversidade foram detectados na analise da germinacdo de conidios e ascosporos das linhagens
para as trés temperaturas e os dois tempos avaliados (24 horas e 48 horas). Durante o0 processo
de infecgéo, a temperatura pode aumentar ou diminuir a taxa de germinagéo dos esporos (MAIA
eta., 2011; POLTRONIERI et al., 2013). A germinacdo média para ambos os tempos foi maior
para a temperatura de 23 °C, diferentemente do que foi observado em trabalhos utilizando
isolados de C. gloeosporioides, nos quais a temperatura 6tima para germinacdo de conidios foi
entre 25°C a 30 °C (DENNER et al., 1986; POLTRONIERI et al., 2013). No presente trabalho,
apenas duas linhagens apresentaram germinacdo 6tima quando avaliadas na temperatura de 33
°C, considerando os dois tempos, as linhagens 9A, que amplificou para o par de primer
especifico para Glomerella truncata, e 18-12, que amplificou para o par de primer especifico de
Glomerella spp. J& Dias et al. (2005) observaram que isolados de Colletotrichum spp.
apresentaram variacdo quanto a temperatura Otima para germinacdo conidial. Resultado
semelhante foi observado no presente trabalho, pois, as linhagens 13-1 Al, 19 B, 19-1 A, 38-2
B e 52 apresentaram maiores taxas de germinacdo na temperatura de 17 °C considerando 0s
dois tempos.

Os CATs foram descritos com detalhes pela primeira em isolados de C. lindemuthianum
por Roca et al. (2003) e tem sido relatada no género Colletotricum (BARCELOS et al., 2014;
GONCALVES; VELHO; STADINIK et al., 2016; ISHIKAWA et al., 2012; MOTA et al.,
2016; PINTO et al., 2012), principalmente em C. lindemuthianum. Este € um mecanismo que
permite a troca de agua, nutrientes, organelas, e até mesmo material genético dentro e entre
espécies diferentes (READ et al., 2009). Por este processo pode ocorrer recombinagdo entre
espécies diferentes de fungos, até mesmo entre espécies incompativeis sexualmente
(ISHIKAWA et al., 2010; MOTA et al., 2016).

No presente estudo, a temperatura se apresentou como um fator determinante na
formacdo de CATS, nessas espécies, a temperatura ideal para a formacdo na maioria das

linhagens avaliadas foi a de 17 °C. Esse resultado pode ser explicado, uma vez que a melhor
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temperatura para o desenvolvimento da espécie € entre 17 e 25°C (FERREIRA; CAMPA;
KELLY, 2013). Ja se sabe que outros fatores favorecem a formacdo de CATs em
Colletotrichum, como a idade da col6nia, densidade dos conidios, nutrientes (meio de cultura
pobre: dgua) e longo tempo de incubacdo (apds 48 horas) (ISHIKAWA et al., 2010a; ROCA,;
READ; WHEALS, 2005). No presente trabalho, a maior media considerando as trés
temperaturas foram observadas nas linhagens quando avaliadas no tempo de 48 horas. Houve
uma reducdo na porcentagem de CATs a 30 °C para a maioria das linhagens, exceto para as
linhagens 9A, 18-1 A e 19-2A para o tempo de 24 horas e para as linhagens 19-2A e 19-3B no
tempo de 48 horas, onde foi observado um aumento da porcentagem de CATs a medida que se
aumentou a temperatura. Foi observado também, para maioria das linhagens avaliadas, uma
reducdo da formacdo de CATs em decorréncia do aumento da porcentagem de germinacao ou
o0 contrario, 0 mesmo foi observado por Ishiawa et al. (2010a), exemplo, o comportamento da
linhagem 18-1A, onde houve uma reducdo da porcentagem de germinacdo do tempo de 24 para
48 horas e um aumento da porcentagem de CATs formados nas mesmas condic¢des. O estudo
da influéncia da temperatura na formacdo de CATs vem sendo relatado também para outras
espécies, como por exemplo, Fusarium oxysporum (KURIAN et al. 2018). Estes autores
observaram que a producdo de CATSs para as temperaturas de 22, 25 e 35 °C foram similares,
ndo havendo interferéncia deste fator na formacao de CATSs para esta espécie. No entanto, Mota
(2017) observou redugdo na formacdo de CATSs nas temperaturas de 22 °C e 24 °C em relacdo
a temperatura de 20 °C para uma linhagem de C. lindemuthianum e Glomerella spp. Além disso,
a autora observou que para C. lindemuthianum houve decréscimo a 22 °C e acréscimo a 24 °C.
Comportamento semelhante pode ser observado para todas as linhagens testadas que
amplificaram para pares de primers especificos para C. lindemuthianum, exceto para as
linhagens 12-1D1, 19-1C, 19-3A, 19-3C e 19-4A.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que um complexo de espécies atua
no feijoeiro comum e, assim, estudos de filogenia deveriam ser realizados, bem como a

avaliag&o criteriosa dos sintomas.
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6 CONCLUSOES

Houve diferenca entre as linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. quanto a
sensibilidade aos diferentes fungicidas.
A temperatura influenciou todas as caracteristicas avaliadas e para a maioria das

linhagens de Colletotrichum spp. e Glomerella spp. a temperatura de 23 °C foi a mais adequada.
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APENDICES

Apéndice A- Quadro de analise de variancia para as caracteristicas IVCM, DC e taxa de
esporulacéo.

QM
GL IvCM DC Esporulacéo
Linhagens (L) 29 0,03** 2,91** 1,89**
Fungicidas (F) 5 2,75%*  241,9**  (,23**

FV

LxF 145 0,02** 2,00** 0,19**
Erro 360 0,001 0,12 0,01
CV% 29,32 19,53 29,96

** significativo a 1%
Fonte: Da autora (2019).
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avaliadas crescidas em meio utilizando fungicida e um controle sem fungicida.

Linhagem 1 2 3 4 5 Controle
2-1A1 6,00Cb 3850Ca 6,00Bb 26,67Ab 6,00Bb 37,67 Da
9A 716 Cd 11,83Hc 12,83Bc 6,00Cb 6,00Bd 55,67 Ba
12-1 D1 6,50Cb 32,00Ca 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 36,00Da
13-1C 6,00Cc 1567Gb 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 55,83Ba
13-1 Al 6,00Cc 17,83Fb 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 61,50 Aa
13-2 A 6,00Cd 1483Gc 6,00Bd 2250Ab 6,00Bd 6517 Aa
17-3 A 6,00Cb 3333Ca 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 37,33Da
17-3C 6,00Cb 31,67Ca 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 3517 Da
17-3D 6,00Cc 30,17Db 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 38,17 Da
18-1 A 6,00Cb 69,00Aa 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 6750Aa
19A 6,00Cd 3250Cb 21,17Ac 6,00Cd 6,00Bd 63,33Aa
19B 6,00Cd 57,00Bb 17,67 Ac 6,00Cd 6,00Bd 63,17 Aa
19-1 A 6,00Cb 36,83Ca 8,33Bb 6,00Cb 6,00Bb 37,17 Da
19-1B 6,00Cb 29,67Da 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 33,33Da
19-1C 6,00Cc 27,33Db 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 33,00Da
19-1D 6,00Cc 2517Db 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 30,83Da
19-2 A 6,00Cb 30,33Da 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 34,67 Da
19-2B 6,00Cc 2333Eb 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 33,67 Da
19-2C 6,00Cc 2567Db 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 31,67 Da
19-3 A 6,00Cc 26,17Db 6,00Bc 6,00Cc 6,00Bc 3533Da
19-3B 716 Cc 33,00Cb 11,17Bc 9,83Cc 6,00Bc 39,50 Da
19-3C 11,33Cb 34,67Ca 9,67Bb 6,00Cb 10,50Bb 35,83 Da
19-4 A 6,50 Cc 32,83Ca 10,00Bc 16,00Bb 6,00Bc 37,83Da
19-4 B 6,33Cb 30,33Da 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 33,67 Da
38-2A 883Cb 800Hb 600Bb 6,00Cb 6,00Bb 53,00Ba
38-2B 6,00Cb 3383Ca 6,00Bb 6,00Cb 6,00Bb 35,00Da
38-3A 23,66 Ab 1750Fb 650Bc 6,00Cc 18,83 Ab 63,50 Aa
40-2 A 833Cb 6583Aa 6,00Bb 665Cb 7,17Bb 68,33 Aa
51-2 A 17,16 Bb 21,83Eb 2350Ab 6,00Cc 6,83Bc 59,33 Ba
52 6,66 Cc 23,67Eb 6,00Bc 6,00Cc 6,17Bc 48,17 Ca

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e, mindscula na linha, pertencem ao mesmo grupo pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fungicida 1- Piraclostrobina; Fungicida 2- Tiofanato Metilico; Fungicida 3- Clorotalonil; Fungicida 4- Mancozeb;
Fungicida 5- Piraclostrobina + Metconazol
Fonte: Da autora (2019).
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Apéndice C - Quadro de anélise de variancia individual para as caracteristicas IVCM, DC e

taxa de esporulacdo sob diferentes temperaturas.

17°C 23°C  33°C

Esporulacéo

1,714**  7,57** 2,501**
0,131 0,186 0,059

FV 17°C
GL
Linhagem 29 1,63**
Erro 60 0,10
CV% 9,70

18,012 15,18 16,54

** significativo a 1%

Fonte: Da autora (2019).
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Apéndice D - Quadro de analise de variancia conjunta para as caracteristicas IVCM, DC e taxa
de esporulacdo sob diferentes temperaturas.

QM
FV GL DC IVCM Esporulagao
Linhagens (L) 29 17,811**  (,289** 4,965**
Temperatura (T) 2 156,252** 2,073** 42,412**

LxT 58  5,697** 0,078** 3,411**
Erro 180 0,082 0,0012 0,125
CV% 8,309 1,014 10,29

Legenda: ** significativo a 1%
Fonte: Da autora (2019).

Apéndice E - Quadro de analise de variancia para as caracteristicas IVCM, DC e taxa de
esporulacdo na alternancia de temperatura e fotoperiodo.

FV QM
GL IVvVCM DC Esporulacéo
Linhagens (L) 29 0,19** 24,09** 0,45**
Erro 60 0,02 0,19 0,11
CV% 18,9 14,8 8,7

** significativo a 1%
Fonte: Da autora (2019).
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Apéndice F- Estimativas das médias para o diametro colonial (mm) e indice de velocidade de
crescimento micelial (mm/dia) para as 30 linhagens avaliadas crescidas nas trés

temperatu ras testadas.
Linhagem DC(mm) IVCM(mm/dia)
17°C 23°C 33°C 17°C 23°C 33°C

2-1 A1 255 =004

9A 37,2 x0,16
12-1D1 25,5 +0,15
13-1C 44,3 0,05
13-1A1 31,3 +0,99
13-2A 36 =041
17-3 A 38,3 *0,06
17-3C 275 0,12
17-3D 255 %0,32
18-1 A 42,7 =017

19A 248 0,16

19B 36 =*048
19-1A 28 +£0,04
19-1B 25,7 £0,05

33 +0,05 a 6 0
73,2 +£0,23 a 62,8 +0,61
353 +0,10 a 18 0,04
653 *£0,05 b 73 %0,19
57,8 +0,51 b 633 =041
69,3 0,77 b 79,2 £0,12
51,7 +0,12 a 16,5 +0,08
31,2 £0,13 a 19,7 +0,09

35 +0,14 a 28,2 *0,06
75,7 £0,25 a 80 0
73,3 0,24 a 30,3 *0,12

74 +033 a 327 041
30,7 +0,38 a 17,3 +0,08
31,3 #0,12 a 18 0,15

2,4 +0,01
3,9 £0,02
2,4 +0,02
48 *0,01
32 +0,12
3,8 £0,05
4 0,01
2,7 £0,02
2,4 +0,04
46 *0,02
2,4 +0,02
3,8 £0,06
28 +0,01
25 +0,01

34 +001 a 0 0

84 £0,03 a7,1 +0,08
37 0,01 al5 x0,01
74 *£001 b84 =*0,02
65 £006 b72 +0,05
79 0,09 b91 0,02
57 0,02 al3 +0,01
31 0,02 al7 +0,01
36 +0,02 a28 +0,01
8,7 £0,03 a9.3 0

84 +003 a 3 0,02
85 *0,04 a33 +0,05
31 +0,05 al4 +0,01
32 0,02 al5 x0,02

19-1C 27,2 +0,02 30,5 +0,04 a 17,3 +0,13 26 +0,01 31 +0,01 al4 +0,02
19-1D 26,8 £0,02 36 *015 a 57 0,02 23 0 33 0,02 a 0 0
19-2 A 26,2 +0,06 32 *015 a 6 0 2,2 £0,01 29 £002 a 0 0
19-2B 27 0,07 32,3 +031 a 6 0 2,3 0,01 29 0,03 c O 0
19-2C 27 =*0,04 30,5 +0,04 a 7 0,04 2,3 +0,01 2,7 0,01 a01 +0,01
19-3 A 29,3 £0,09 31 0 a 7 =008 26 0,01 28 0 a0l 0,01
19-3B 29,2 0,22 36,7 £024 a 6 0 2,6 £0,03 34 0,03 a O 0
19-3C 27,2 £0,17 342 +035 a 6 0 2,4 +0,02 31 £004 a 0 0
19-4 A 27,2 +0,06 36 *0,07 a 58 0,02 24 +£0,01 33 0,01 a O 0
19-4B 26,7 +0,12 29,7 £0,12 a 6 0 2,3 0,01 26 001 a O 0
38-2 A 40,7 £0,21 76 +02 a 6 0 3,9 £0,02 78 £002 a 0 0
38-2B 412 0,31 752 =006 a 6 0 3,9 +£0,03 7,7 0,01 a 0 0
38-3A 498 0,21 74 +045 a 8,7 0,08 4,9 *0,02 76 £005 a0,3 *=0,01
40-2 A 39,3 +0,08 708 0,19 a 13 +£0,07 3,7 +0,01 72 £002 a0,8 +0,01
51-2A 46 £0,25 522 +0,10 a 14,8 0,22 44 *0,03 51 £001 a 1 =+0,03
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52 29 10,07 41 +0,08 a 58 0,02 2,6 £0,01 39 £001 a 0 0
Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).




