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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de alguns fungicidas sobre Colletotrichum gloeosporioides, agente etiol 6gico da mancha
manteigosa do cafeeiro (Coffea arabica L.), testesin vitro foram conduzidos no Laboratério de Diagnose e Controle/lUFLA. Utilizou-
se 0 método de incorporagdo de fungicidas ao meio de cultura MEA 2% para a avaliagéo dainibicao do crescimento micelial e em lamina
escavada contendo agua com fungicida para a germinagdo de conidios. Os fungicidas, tetraconazol, triadimenol, chlorotalonil e
mancozeb foram testados quanto ainibig&o do crescimento do micelial (nas concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500 e 1.000 mg L-
1) e quanto ainibicdo da germinacdo de conidios (nas concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 mg L%). Os fungicidas tetraconazol e
triadimenol apresentaram alta eficiéncia nainibicéo do crescimento micelial. Os fungicidas chlorotalonil € mancozeb mostraram baixa
eficiéncia e ineficiéncia, respectivamente. Quanto a germinagdo dos conidios, os fungicidas que demonstraram maior eficiénciaem
baixas concentragdes foram o chlorotalonil e o tetraconazol.

Termos para indexagao: Controle in vitro, Antracnose, Coffea arabica.

ABSTRACT

With the aim of assessing the effect of selected fungicides on Colletotrichum gloeosporioides, the cause of coffee blister spot,
in vitro tests were carried out in the Laboratory of Diagnosis and Control/UFLA, Federal University of Lavras, Brazil. Inthein vitro
experiments the fungicides were incorporated into malt extract medium (MEA 2%) to evaluate the effect on the fungus growth rate,
and concavity slides containing water plus fungicide to assess the conidia germination. The fungicides tetraconazol, triadimenol,
chlorothalonil and mancozeb were tested on the mycelial growth inhibition (in the concentrations of 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500 and
1.000 mg L) and on the inhibition conidia germination (in the concentrations of 1, 5, 10, 25, 50 e 100 mg L™%). The fungicides
tetraconazol and triadimenol showed high efficiency on the mycelial growth inhibition. Chlorotalonil and mancozeb showed low
efficiency and inefficiency, respectively. Asto the germination of conidia, chlorothalonil and tetraconazol demonstrated to be more
efficient in low concentrations.

Index terms: In vitro Control, Antracnosis, Coffea arabica.

(Recebido em 21 de maio de 2007 e aprovado em 19 de agosto de 2008)

Diversas s0 as doengas que provocam danos na
culturado cafeeiro, Coffeaarabica L. As de origem fingica
s80 muito representativas e causam perdas significativas
guando n&o sdo tomadas medidas de controle adequadas.
Embora as principais doencas fungicas do cafeeiro sggam
relativamente bem conhecidas e ja se disponham de
sistemas de manejo satisfatérios para seu controle, outras

doencas representam grande risco para a cafeicultura
brasileira. Na maioria das regides produtoras de Coffea
arabica no pais, a “mancha manteigosa’ do cafeeiro,
provocada pelo fungo C. gloeosporioides, enquadra-se
nessa categoria de risco potencial, em razéo do aumento
de plantas com sintomas nas lavouras. (Dorizzoto, 1993;
Dorizzoto & Abreu, 1993; Chen, 2002; Nechet & Abreu,
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2002; Orozco Miranda et a., 2002a,b; Orozco Miranda,
2003).

O patossistema Colletotrichum-cafeeiro ainda
pouco explorado no Brasil e também pouco se conhece
sobre o real efeito desse patdgeno sobre a cultura. A
literatura cientifica nacional, em diversos trabal hos,
caracteriza como saprofitica tal interagcdo, no entanto,
trabalhos recentes observam que é sério o problema nas
lavouras. Uma vez atacados, os frutos apresentam ligeiras
depressdes circulares na polpa, de cor castanha e
necréticas, as quais vao se aastrando e exibindo lesbes
necréticas, “tipicos cancros’, podendo atingir todo o fruto,
que fica mumificado. Os sintomas em folhas e ramos novos
ocorrem causando seca e necrose, podendo levar a morte
das plantas. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito
in vitro de fungicidas nainibi¢do do crescimento micelial e
na germinacdo de conidios de C. gloeosporioides, agente
causal da mancha manteigosa.

O presente estudo foi realizado no Laboratério de
Diagnose e Controle de Enfermidades Fungicas em Plantas
do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais. Utilizou-
se um isolado de C. gloeosporioides obtido de haste de
plantas de café com mancha manteigosa. Para os
bioensaios, este isolado foi crescido em MEA (Blakeslee
Malt Extract Autolysate - extrato de malte 3,0%, peptona
0,1%, glicose 2,0%, CuSO,.5H,0 0,0005%, ZnSO,.7H,0
0,001% e &gar 2,0%), mantido em c@mara de crescimento a
25°C + 1 por 7 dias antes de sua incorporacdo sobre os
meios de cultura contendo os fungicidas.

Avaliacéo da sensibilidade micelial

Para este trabalho, foram testados quatro fungicidas
descritosnaTabela 1.

No preparo dos meios de cultura com os fungicidas,
seguiu-se técnica descrita por Edgington et al. (1971),
modificada por Menten et al. (1976). Cada produto utilizado
foi dissolvido diretamente em agua destilada e esterilizada

e, posteriormente, completando seu volume até 100 mL,
obtendo-se uma solucdo estoque de 100.000 mg L do
ingrediente ativo. A partir da solucdo estoque, procedeu-
se adiluicdo em série, de tal maneira que cada mL dessa
solucdo, quando adicionada a 99 mL de meio MEA
fundente, produziu a concentracdo desejada. Apds
adicionar o fungicida ao meio de cultura, realizou-se a
agitacdo para homogeneizacdo dos mesmos. No caso do
triadimenol, por ter suaformulacdo granulada, foi colocado
sobre agitador magnético por 15 minutos para dissolver
os grénulos.

Com o auxilio de um vazador de 0,5 cm de didmetro
foram retirados discos do meio de cultivo contendo o
isolado de C. gloeosporioides, agente causal de mancha
manteigosa em cafeeiro, com aproximadamente 7 dias.
Esses foram colocados ao centro de placas de Petri de 9
cm de didmetro, apés solidificagdo dos meios.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC), cada tratamento com cinco
repeticdes para cada concentracdo dos fungicidas. As
testemunhas constaram da inoculagéo de discos miceliais
diretamente no meio sem a adicdo de fungicidas. Os
tratamentos foram constituidos pel os fungicidas descritos
natabela 1, em oito concentragdes: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500,
1.000 mg L. As placas foram mantidas em cdmara de
crescimento, atemperatura de 25°C + 1 com fotoperiodo de
12 horas.

Avaliou-se diariamente o crescimento do didmetro
micelia em dois sentidos, perpendicularmente, durante 9
dias ap6s incubagdo ou até que a testemunha tocasse uma
das bordas da placa. O indice de crescimento micelial (ICM)
foi calculado e os dados foram submetidos a andlise de
variancia (pd”0,05) e, quando significativos, a andlise de
regressdo. O ICM foi determinado pelaformula: ICM=[(C/
N,)+(C,/N,)+...+(C /N )], sendo: ICM= indice de
crescimento micelial; C, C,, C = crescimento micelial do
fungo na primeira, segundae Ultimaavaliagdo; N, N, N =
numero de dias apos a inocul agéo.

Tabela 1 — Fungicidas utilizados nos bioensaios do controlein vitro de C. gloeosporioides.

Nome comercial ial C.ia? Modo de agdo Grupo quimico
Domark Tetraconazol 100gL™* Inibidor da sintese de ergosterol Triazol
Photon Triadimenol 60gK g™ Inibidor da sintese de ergosterol Triazol
Bravonil Ultrex Chlorota onil 825gK g™ Multissitios Arométicos
Dithane Mancozeb 800gK g™ Inibidor de enzimas e proteinas Ditiocarbamato

1Ingrediente ativo; 2Concentragdo do ingrediente ativo
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Além disso, foi calculado o ED, (concentraggo de
ingredientes ativos capazes de inibir 50% do crescimento
micelial) e a concentragdo minimainibitéria (CMI), ou sgja,
intervalo entre concentracfes dos fungicidas capaz de
inibir totalmente o crescimento micelial do fungo, dada
pelaférmula: %inibicdo={[(cresc. da testemunha— cresc.
do tratamento)/ cresc. testemunha] x 100} .

Apo6s o calculo do ED,, o isolado de C.
gloeosporioides foi classificado em quatro categorias de
sensibilidade, de acordo com a escala de Edgington et .
(1971), em que: ED_ <1 mg L*: dta sensibilidade (AS); ED,;
1-10 mg L*: moderada sensibilidade (MS); ED,; 10-50 mg
L' baixa sensibilidade (BS); ED_ > 50 mg L™
insensibilidade (1).

Avaliacdo da sensibilidade de conidios

Paraavaliar ainibicdo de germinagédo dos esporos,
utilizou-se 0 mesmo isolado de C. gloeosporioides. A partir
de culturas com 7 dias de crescimento, foi obtida uma
suspensao de conidios mediante a deposicéo de 10 mL de
agua destilada esterilizada, acrescida de Tween 20 (51/10
mL de &gua) sobre a superficie da placa de Petri com micélio
fungico, seguido de raspagem das colénias com al¢a de
Drigalski. Em seguida, fez-se a separacdo do micélio flngico
mais conidios em camada dupla de gaze esterilizada. A
concentracdo conidia foi gjustada para 2 x 10° esporos.mL-
1 com camara de contagem de Newbawer.

O teste de inibi¢do foi realizado com a diluigéo dos
fungicidas descritos na tabela 1, em &gua destilada e
esterilizada, obtendo-se as concentracfes de 2, 20, 100 e
200 mg L. Aliquotas de 30 pL da suspensdo conidial foram
depositadas em |&minas escavadas e, em seguida, 30 pL da
solugdo fungica preparada foram depositados sobre a
suspensao de conidios e misturados, obtendo-se as
concentragBes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 mg L* dos fungicidas
com uma suspensdo conidial de 1 x 10conidios.mL%. As

|&minas escavadas foram mantidas em condi¢des de cdmara
Umida e temperatura de 25°C + 1, no escuro.

Apbs as 12 horas de incubagdo, adicionou-se &cido
|&tico com o objetivo de inibir a germinaco dos esporos
apds esse periodo. Foram considerados conidios germinados
aqueles que apresentaram tubo germinativo com
comprimento de, no minimo, uma vez o tamanho do conidio.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticdes, em que cada parcela consistiu de
trés cavidades onde se contou 100 conidios por cavidade,
totalizando 300 conidios por parcela. Para andlise estatistica,
obteve-se a porcentagem de conidios germinados.

Sensibilidade micelial

Os dados referentes ao indice de crescimento
micelial e valores médios de percentagem de inibicéo do
isolado de C. gloeosporioides em diferentes concentraces
de tetraconazol, triadimenoal, chlorotal onil e mancozeb séo
apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Para o indice de crescimento micelial (ICM), o
fungicida mais eficaz na menor concentracéo foi o
tetraconazol, com o ICM de 2,4 cm, enquanto que o
mancozeb, nesta concentragdo, foi 0 que apresentou menor
eficiéncia no ICM, com média de 8,0 cm. Ja os demais
fungicidas (chlorotalonil e triadimenol) apresentaram
valores de ICM intermediarios, ndo diferindo
estatisticamente a 5% de probabilidade. No entanto, todos
os fungicidas foram eficientes quando comparados a
testemunha, que teve um ICM de 8,9 cm, em média
Verificou-se que, com o aumento da concentragéo,
diminuia-se 0 ICM. De modo geral, todos os fungicidas
seguiram tal padr&o. Verificou-se que, para os fungicidas
tetraconazol e triadimenol, a partir da concentragdo de 25 e
500 mg L, respectivamente, cessavam 0 crescimento
micelial, tendo alta sensibilidade do fungo ao tetraconazol,
segundo Edgington et al. (1971) (Tabela 3).

Tabela 2 — Valores médios de percentagem de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioidese a

concentragdo minimainibitoria (CMI).

Concentragdes (mg L™)

Fungicida 1 5 10 25 50 100 500 1000  CMI®

Mancozeb 1307 217 239 326 347 434 608 717  >1000
Chlorotalonil 20,9 279 51,1 58,1 67,4 74,4 88,3 90,7 >1000
Tetraconazol 733 888 911 1000 1000 1000 1000 1000  10-25
Triadimenol 250 545 522 659 772 954 1000 1000  100-500

HIntervalo entre concentragBes, onde podem-se encontrar valores de 100% de inibi¢&o do crescimento micelial;

2Média de cinco repeticdes.
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A 25mg L™, ndo houve crescimento micelial parao
tratamento com o tetraconazol, sendo, portanto, entre os
fungicidas testados, 0 que apresentou menor concentragdo
minimainibitéria (CMI) (Tabela2). A CMI parao triadimenol
ocorreu entre 100 e 500 mg L, enquanto que, para os
fungicidas mancozeb e chlorotalonil, ocorrem a partir de
1000 mg L™

A 1.000 mg L, houve crescimento micelia nos
tratamentos com mancozeb e chlorotalonil. O ICM do
mancozeb foi de 2,6 cm e do chlorotalonil 0,8 cm,
apresentando 71,74% e 90,70% de inibi¢&o do crescimento
micelial. O tetraconazol foi o fungicida que conduziu ao
menor indice de crescimento micelial do patégeno e,
apresentou menor CMI, com ED_, menor que 1 mg L™
(Tabela3).

A eficiéncia de fungicidas do grupo quimico dos
triazois na inibicdo do crescimento micelial in vitro de
Colletotrichum jé foi comprovada em outros trabalhos
(Freeman et a., 1997). Em testesin vitro com tebuconazole
e propiconazole, foi observada inibicdo do crescimento
micelial de C. acutatum em baixas concentragdes (< 1 mg
L) (Kososki et al., 2001; Tavares, 2004), assim como na
inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioidesdo
maméo (Tavares & Souza, 2005) e no controle de C.
gloeosporioides em plantas de citros da variedade Natal
por tebuconazole.

Tabela 3 — Efeito dos fungicidas sobre o indice de
crescimento micelial e germinacéo de conidios de C.
gloeosporioides.

EDso E EDs'  E?
Chlorotalonil 19,75 BS <1 AS
Mancozeb 266,55 I 11,32 BS
Tetraconazol <1 AS 5,45 MS
Triadimenol 11,4 BS 6,86 MS

!t Célculo da ED (concentrag&o suficiente parainibir 50% do
crescimento micelial).

2Sengibilidade do fungo aos fungicidas (AS: alta sensibilidade;
BS: baixa sensibilidade; MS: moderada sensibilidade e I:
insensibilidade).

Dentro do grupo dos triazéis, existe diferenca na
eficiéncia do ingrediente ativo, fato este ja observado
por Tavares & Souza (2005) para tebuconazole e
propiconazole, no crescimento micelial de C.
gloeosporioides do maméo.

Neste trabalho, o triadimenol, pertencente ao grupo
dos triazois, com ED_ igual a1l1,4 mg L™, foi classificado
como de baixa eficiéncia, assim como o chlorotalonil, com
ED,, igual a19,75mg L (Tabela3).

A ineficiénciado chlorotalonil em testes de inibicao
do crescimento micelial de C. gloeosporioidesin vitro ja
foi observada por Haddad et al. (2003). Segundo esses
autores, os isolados de C. gloeosporioides, causador do
mal-das-sete-voltas, ndo apresentavam completainibicdo
do crescimento micelial mesmo em altas concentracdes
(1.000 mg L.

O mancozeb nao apresentou resultados
satisfatérios nos testesin vitro, sendo classificado como
ineficiente ED_ igual a 266,55 mg L (Tabela 4),
demonstrando-se também ineficiente no controle da
morte de ramos causado por C. gloeosporioides em
plantas com manchamanteigosa (Ferreiraet al., 2005),
apesar de ser utilizado em programas de pulverizagdo
em pré-colheita para o controle de antracnose em
frutiferas, tais como manga (Fitzell & Peak, 1984) e mamao
(Alvarez & Nishijima, 1987; Tatagiba et al., 2002).
Segundo Kososki et al. (2001), 0 mancozeb sé impediu
o crescimento micelial de C. acutatum, da flor-preta-do-
morangueiro, nas concentracdes de 50 e 100 mg L™,
demonstrando, ent&o, sua baixa eficiéncianessetipo de
teste.

As curvas de regressdo de ICM in vitro para o
isolado de C. gloeosporioides, “isolado mancha
manteigosa’, submetido a diferentes concentracdes dos
fungicidas testados, encontram-se nafigura 1. Foi possivel
observar que a maioria dos fungicidas testados diminuiu
seu ICM quando aumentada a concentracéo do produto
(Figural).

As andlises de regressdes foram realizadas com
base na concentragdo maxima de 100 mg L, paratodos
os fungicidas testados, desconsiderando o tratamento
testemunha (Figura 1). O tetraconazol foi 0 que mais
acentuou a reducgdo do ICM, com aumento das
concentracOes (alta eficiéncia do produto sobre o
fungo), no qual a1 mg L* apresentava reducdo de 73,33%
do crescimento micelial (Tabela 2). Fungos,
principalmente do género Colletotrichum, tém
demonstrado alta sensibilidade aos fungicidas do grupo
dos inibidores da sintese ergosterol. Segundo Tavares
(2004) e Tavares & Souza (2005), fungicidas como
imazalil, prochloraz, propiconazole e tebuconazole
demonstram-se altamente potente contra C.
gloeosporioides isolado de mamao, sendo que apenas
1 mg L foi capaz de reduzir, em média, 83,3% do
crescimento micelial do mesmo.
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Figura 1 — Curvade crescimento micelial de C. gloeosporioides, submetido as diferentes concentracfes de fungicidas.

Sensibilidade de conidios de C. gloeosporioides aos
fungicidas

Os dados referentes a sensibilidade da germinacdo
de conidios de C. gloeosporioides sdo apresentados na
tabela 4. O efeito dos fungicidas sobre as taxas de
germinacdo de conidios foi diferente dos observados para
0 crescimento micelial, resultando em diferentes
processos hiolégicos mensurados a partir destas
variaveis.

Em consideragéo a inibicdo da germinacéo, o
chlorotalonil foi o fungicida que apresentou melhor
desempenho em todas as concentragdes (Figura 2). A 1
mg L, agerminacdo de conidios foi de 16,66%, enquanto
que o tetraconazol, considerado o mais eficiente na
inibicdo do crescimento micelial, teve germinagéo de
62,33% nesta mesma concentracdo (Tabela 4). O
chlorotalonil apresentou um ED_, menor que 1 mg L™,
demonstrando, assim, sua ata eficiéncia nainibicéo de
germinacgdo de esporos, sendo classificado como um
fungicida de alta sensibilidade, segundo os critérios de
Edgington et al. (1971) (Tabela 3). Isso, provavelmente
ocorreu pelo fato de esse fungicida agir diretamente na
germinagéo de esporos. Esse resultado é semelhante ao
encontrado por Kososki et al. (2001), para a germinacéo

de C. acutatum da flor-preta-do-morangueiro, porém,
diverge do resultado obtido por Tavares & Souza (2005)
em que, a 1 mg L*ocorria germinacéo de 70,4% dos
conidios de C. gloeosporioides do mamao e, al0OmgL?,
a germinagdo era totalmente inibida. No presente trabal ho,
a inibicdo total da germinagdo de conidios para o
chlorotalonil ocorreu entre 50 e 100 mg L™ (Tabela 4).

Observou-se que, com 0 aumento da concentracdo
dos fungicidas, diminuia o percentual da germinagéo dos
conidios (Figura 2), fato mais evidente para o chlorotalonil
(Tabela 4). Na concentracdo de 100 mg L1, amaioria dos
fungicidas inibiu por completo a germinacdo, exceto o
triadimenol, com germinag&o de 13,0%, considerado como
o fungicida que menos reduziu a germinagéo para todas as
concentracOes testadas (Tabela 4).

Os fungicidas tetraconazol e triadimenol
apresentaram ED_, igual a 5,45 e 6,86 mg L™,
respectivamente, tendo moderada sensibilidade na inibigéo
da germinagéo de conidios. Ja o mancozeb apresentou ED,
11,32 mg L1, demonstrando baixa sensibilidade nainibi¢&o
da germinagdo. Assim como no teste do indice do
crescimento micelia (ICM), o mancozeb foi o fungicida de
menor eficiéncia parainibir a germinacgo de esporos (Tabela
3), corroborando, mais uma vez, os resultados preliminares
apresentados por Ferreiraet a. (2005).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 33, Edi¢do Especial, p. 2052-2058, 2009



Sensibilidade de Colletotrichum gloeosporioides...

2057

Tabela 4 — Vaores médios de percentagem da germinacdo de conidios de Colletotrichum gloeosporioides, em diferentes

concentragBes de diversos grupos de fungicidas.

Concentracdo (mg L™) Fungicidas
Mancozeb Chlorotalonil Tetraconazol Triadimenol
0 82,00 a 87,00 a 86,66 a 85,33 a
1 70,66 c 16,66 a 62,33 bc 52,66 b
5 76,00 c 12,33a 49,66 b 59,33 b
10 40,33 bc 5,00 a 38,00 b 49,66 c
25 20,66 b 3,33a 21,00b 20,66 b
50 6,33 ab 1,00a 0,66 a 14,00 b
100 0,00 a 0,00 a 0,00a 13,00 b

* M édias seguidas de mesmaletra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,5% de probabilidade.
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Figura 2 — Curva de germinac&o de C. gloeosporioides, submetido as diferentes concentragdes de fungicidas.

O tetraconazol foi o fungicida que determinou o
menor indice de crescimento micelial de C.
gloeosporioides isolado de lesdes de mancha manteigosa
em cafeairo, além da menor concentragdo minimainibitoria
e ED_,menor que 1 mg L. O mancozeb néo apresentou
resultados satisfatorios nos testes in vitro. Ja o
chlorotalonil, em relagéo ainibi¢do da germinagdo, foi o
fungicida que apresentou melhor desempenho, enquanto

que, os fungicidas mancozeb e triadimenol apresentaram
baixa eficiéncia na inibicdo da germinacéo de C.
gloeosporioides.
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