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RESUMO

A antracnose tem sido relatada como a principal doenca pré e pds-colheita da manga, atacando folhas e frutos. Este
trabalho objetivou realizar a caracterizacdo fisioldgica e patogénica de cinco isolados de Colletotrichum
gloeosporioides da mangueira cv. Amrapali. Para a caracterizacdo fisioldgica, os isolados foram cultivados sob
diferentes regimes de luz (Oh, 12h e 24h) a 25°C, em que medicdes diarias até o 6 DAI (Dias ap6s inoculagdo)
foram feitas para obtencdo de médias de crescimento micelial, e aos 6 DAI quantificacdo de esporos. Em seguida
foi avaliado o potencial patogénico dos isolados através de medi¢des de lesdes na face adaxial das folhas aos 2, 4,
6, 8 ¢ 10 DAL Ambas as avaliagdes foram conduzidas em delineamento inteiramente casualizado. Isolados de C.
gloeosporioides cultivados sob o regime de 12 horas luz e sob a temperatura de 25°C obtiveram melhor
desenvolvimento fisioldgico e o maior desenvolvimento patogénico no regime de 0 horas de luz.

Palavras-chave: Ascomycota, manga, antracnose, fruticultura.

ABSTRACT

Anthracnose comprises in the main pre- and post-harvest disease of mango, causing damage on the leaves and
fruits. This work aimed to carry out a physiological and pathogenic characterization of five isolates of
Colletotrichum gloeopsorioides from mango trees cv. Amrapali. For the physiological characterization, the isolates
were cultivated under different light regimes (Oh, 12h and 24h) at 25°C, wherein daily measurements were taken
up to 6 DAI (Days after inoculation) to obtain mycelial growth averages, and at 6 DAI spore quantification. Then,
the pathogenic potential of the isolates was evaluated, through measurements of lesions on the top surface of the
leaves at 2, 4, 6, 8 and 10 DAI. Both evaluations were carried out in a completely randomized design. Isolates of
C. gloeosporioides cultivated under 12 hours light at temperature of 25°C obtained the best physiological

development and the highest pathogenic development was observed in the regime of 0 hours light.
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INTRODUCAO

A Mangifera indica popularmente conhecida como mangueira, pertencente a familia Anacardiaceae ¢ uma
frutifera exoética de grande porte que chegou ao Brasil, supostamente, através das grandes navegagoes iniciadas a
partir do século XV, lideradas por portugueses, atualmente sendo cultivada nas regides tropicais e subtropicais do
Mundo (SOBRINHO et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020). Trata-se de uma arvore frondosa, de médio a grande
porte, sua copa ¢ arredondada, de forma simétrica e suas folhas sdo verdes. O fruto da mangueira ¢ classificado
como drupa, e em relagdo as variagdes de tamanho, peso, forma e cor. E uma das frutas mais apreciadas devido ao
seu sabor, aroma e coloragdo caracteristica (ALMEIDA et al., 2020). A manga ¢ uma das principais frutas
produzidas no Brasil. Em 2018, o pais ficou como sétimo maior produtor mundial, apresentando a maior fonte de
receita nas exportacdes de frutas secas. Em 2018, em uma area de 63 mil ha, a produ¢@o nacional foi de 1.087,091
milhoes de toneladas da fruta, e ainda, alcangou US$ 177,3 milhdes com a venda de 170,5 mil toneladas
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2019).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides é o agente etiologico da antracnose, ¢ famoso devido as perdas e
danos que causa na agricultura e fruticultura, sendo que o fungo sobrevive no solo por um ano, bem como em
lesdes antigas de frutos e folhas (SIMOES et al., 2020). Alguns patégenos do género Colletotrichum sio
considerados importantes em regides tropicais e subtropicais, em razdo de sua ampla distribui¢do mundial e alta
capacidade de destrui¢@o no campo e em pos-colheita. Nesse sentido, o género se encontra entre os dez principais
fungos causadores de doengas, capaz de infectar pelo menos 1.000 hospedeiros (ARAUJO et al., 2018; FRANCA
et al., 2019). De acordo com Assungdo et al. (2018), na manga a antracnose afeta todas as partes da planta,
apresentando o prejuizo maior nos frutos, onde causa manchas escuras e irregulares na casca. Normalmente, os
frutos sdo infectados no campo pelo patéogeno, permanecendo latente até terem condi¢des favoraveis ao seu
desenvolvimento, geralmente, no periodo de maturagao. Segundo Aratijo et al. (2018) a incidéncia de antracnose
nos frutos pode atingir de 70 a 100%, cenario em que se estima uma perda de 50% da produg@o.

Os fungos sao responsaveis por 70% das doengas que ocorrem em plantas, reduzem a produtividade e geram
grandes prejuizos econdmicos, desta forma, ¢ importante conhecer os fatores fisicos, tais como temperatura e
fotoperiodo, os quais afetam diretamente o crescimento micelial e a esporulagdo dos fungos (TICO et al., 2019).
Atualmente so realizados estudos referentes a temperatura 6tima para o crescimento e esporulagdo de fungos
fitopatogénicos com o intuito de conhecer o patégeno ao longo do gradiente de temperaturas (FERREIRA et al.,
2012). De acordo com Maia et al. (2011), isolados de Colletotrichum spp. apresentaram 6timo desenvolvimento
em temperaturas entre 20-25° C. Ja os isolados de Hansfordia pulvinata apresentaram crescimento significativo
na faixa de temperatura de 15-27°C (VIVAS et al., 2015). Desta forma, o crescimento micelial é especifico para
cada género e/ou espécie de fungo, variando conforme a temperatura (COSTA et al., 2015). O crescimento ¢ a
esporulagdo sdo afetados pelo fotoperiodo, isto ¢, a luz € capaz de ativar enzimas chave que induzem a produgdo
de esporos, sendo que a qualidade e quantidade de luz necessarias para induzir a producdo de estruturas
reprodutivas variam conforme a espécie de fungo (MELLO et al., 2018).

Uma aplicabilidade acerca da importancia de se estudar o efeito de fatores fisicos sobre o crescimento de
fungos, reside em estudo epidemioldgicos, em que para condug@o de muitos testes, torna-se necessario a produgio
de inoculo de fitopatdogenos com o intuito de avaliar a patogenicidade e viruléncia de isolados, isso se faz

necessario, pelo fato de o patdgeno néo ser encontrado o ano todo na natureza. O desenvolvimento de fungos in
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vitro pode ser influenciado por fatores fisicos (luz e temperatura), afetando diretamente sua viruléncia (TIMOSSI
et al., 2003; REIS-GOMES et al., 2018).

Poucos sdo os estudos direcionados a caracterizagio fisioldgica e patogénica de isolados de Colletotrichum
sp. no Brasil, por maiores que sejam as perdas provocadas pela antracnose. Diante do exposto, esse trabalho
objetivou a caracterizagao fisioldgica e patogénica de isolados de C. gloeosporioides da mangueira sob diferentes

regimes de luz a 25°C.

MATERIAL E METODOS

Os cinco isolados do fungo C. gloeosporioides utilizados neste estudo foram obtidos da Colegao de fungos
do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Goias (UEG), Campus Sul, Unidade Universitaria
de Ipameri, obtidos a partir de lesdes em folhas de mangueira cv. ‘Amrapali’. Os cinco isolados de C.
gloeosporioides foram inoculados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) e incubados em germinadoras
do tipo BOD (marca FANEM 347 CDG) a 25°C ¢ 12 h de Iuz por 10 dias para reativagdo fingica.

Discos de micélio dos cinco isolados de C. gloeosporioides (M-09-01, M-09-02, M-09-03, M-09-04 ¢ M-09-
05) foram repicados para o centro de placas de Petri (85 mm @) contendo meio BDA e incubados em BOD a 25°C
sob trés regimes de luz (0 horas, 12 horas e 24 horas), empregando-se lampadas fluorescentes de 20W, 75RS
(Philips®) durante 6 dias, para a avaliagdo do crescimento micelial. Em seguida, foram realizadas medigdes das
colonias diariamente a partir do primeiro dia apds a inoculagdo (DAI) para obtengao das medidas de crescimento
(baseada na média de duas medidas diametralmente opostas), com o auxilio de um paquimetro analdgico
(Eccofer®). Os experimentos foram repetidos para confirmacdo dos resultados. O delineamento experimental
utilizado no crescimento micelial foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢des (placas de Petri) para
cada isolado de C. gloeosporioides

Apos a tiltima leitura do crescimento radial (06 DAI), as placas foram avaliadas quanto a produgdo de esporos
pelos isolados de C. gloeosporioides a 25°C, nos diferentes regimes de luz aos quais foram submetidos. Um total
de 10 mL de agua destilada esterilizada (ADE) foram adicionados em cada placa de Petri, seguido da liberagdo
dos esporos com al¢a de Drigalsky,em seguida, os esporos foram recolhidos em Becker e filtrados em gaze
esterilizada. As concentragdes das suspensdes obtidas foram mensuradas em cadmara de Neubauer, onde realizou-
se a contagem de esporos em cinco quadrantes da camara para cada placa (CARVALHO et al., 2008). O
delineamento experimental utilizado na esporulacdo de C. gloeosporioides foi o inteiramente casualizado (DIC),
com cinco repeti¢des (placas de Petri) para cada isolado do fitopatogeno.

Folhas jovens e sadias de plantas adultas de Mangifera indica cv. ‘Amrapali’ foram lavadas em agua corrente
e deixadas para secagem em cdmara de fluxo laminar por 10 minutos. Foram realizados cinco furos do lado
esquerdo e cinco do lado direito do limbo foliar com auxilio de uma agulha esterilizada e, posteriormente,
depositado um disco (5 mm @) contendo micélio de cada isolado. As folhas inoculadas foram adicionadas em
camara imida como caixas acrilicas transparentes do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), contendo duas folhas de papel
de mata-borrdao com manutencdo de umidade apenas no papel, posteriormente, levadas para cdmara de germinagéo
do tipo BOD a 25°C sob trés regimes de luz (0 horas, 12 horas e 24 horas). O delineamento foi inteiramente
casualizado (DIC), com seis folhas de M. indica por isolado de C. gloeosporioides, sendo uma folha de M. indica
por caixa gerbox. A testemunha consistiu na aplicagdo de 25 pL. de ADE na regido dos furos do limbo foliar. As
medigoes das lesoes na face adaxial das folhas aos 4, 6, 8 e 10 dias apos a inoculag@o (DAI), foram realizadas para
obtencdo do tamanho das lesdes em mm?2,

A fim de avaliar o potencial patogénico, os dados referentes as lesdes causadas por C. gloeosporioides,

crescimento micelial e esporulagdo aos 10 e aos 06 DAI, respectivamente, foram submetidos a analise de varidncia
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(ANOVA), ao teste de Scott-Knott (P<0,05) e ao desdobramento estatistico. A patogenicidade foi integralizada
como area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), através da formula AACPD=X [(yl +y2)/2) *(t2-
tl)], onde y1 e y2 sdo duas avaliagdes consecutivas realizadas nos tempos tl e t2 (MILAN et al., 2015). Estas

analises foram realizadas no programa estatistico Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS

A avaliacdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides sob diferentes regimes de luz em 25°C, para os
fotoperiodos de 0, 12 e 24 h luz mostraram as médias de crescimento de 73,8, 87,9 ¢ 67,4 cm?, respectivamente,
demonstrando que o tempo de incidéncia de luz, ndo ¢ o fator que garante o maior desenvolvimento da colonia
(Tabela 1), porém mostrou que o fotoperiodo de 12 h foi superior aos demais fotoperiodos. Além disso, os isolados

apresentaram crescimento micelial significativo nos regimes de 0 e 24 h de luz.

Tabela 1. Crescimento micelial de C. gloeosporioides (mm?) quando cultivados a 25°C sob diferentes regimes de

luz. Ipameri, Goias, Brasil, 2023.

Crescimento micelial (mm?) no 6° dia'

Isolado

0h 12h 24h Média
M-09-01 74,26 aB 85,29 aA 74,36 aB 77,97 a
M-09-02 67,81 bB 84,74 aA 71,34 aB 74,63 a
M-09-03 79,12 aA 85,40 aA 56,62 bB 73,72 a
M-09-04 85,02 aA 89,84 aA 63,48 bB 79,45 a
M-09-05 63,10 bB 94,46 aA 71,24 aB 76,27 a
Média 73,86 B 87,95 A 67,41 C -
CV (%) 10,92 7,75 8,59 9,22

'Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e letras mailisculas nas linhas nfo diferem

estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).

Quanto a esporulacao dos isolados sob diferentes regimes de luz a temperatura de 25°C, os fotoperiodos de
0, 12 € 24 h luz apresentaram as seguintes médias de esporulagdo: 2,6 x 103, 6,8 x 10° € 4,5 x 10° conidios por mL,
respectivamente (Tabela 2). Novamente, o fotoperiodo de 12 h luz se sobressaiu em relacdo aos outros,
apresentando uma média de 6,8 x 103 conidios mL'. Em relagio aos isolados, M-09-01 ¢ M-09-05 foram superiores
aos demais, apresentando a mesma média de 5,61 x 10° conidios mL!, sendo que os demais isolados foram

inferiores e iguais entre si, quanto a produgdo de conidio.
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Tabela 2. Numero médio de conidios de C. gloeosporioides mL™! quando cultivados a 25°C sob diferentes regimes

de luz. Ipameri, Goias, Brasil, 2023.

Quantidade de esporos mL' ao 6° dia'

Isolado 0Oh 12h 24 h Média
M-09-01 2,62x10°aB 8,76 x 105 aA 5,44 x 10° aB 561x105a
M-09-02 4,09x 105aA  3,07x 10°bA 537x 10°aA 4,18x 10°b
M-09-03 1,15x10°aB 7,48 x 105 aA 2,49 x 10°bB 3,71x 10°b
M-09-04 2,11x10°aB  7,29x 10%aA 3,45x 105 bB 428x10°b
M-09-05 3,07x10°aB  7,55x 105 aA 6,20 x 10% aA 561x10%a
Média 2,61x10°C  6,83x105A 4,59x 10°B -

CV (%) 49,27 43,27 47,08 47,41

'Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e letras mailisculas nas linhas nfo diferem

estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).

Os fotoperiodos de 0, 12 e 24 h luz mostraram as seguintes médias de AACPD 8,1, 6,7 e 6,8, respectivamente
(Tabela 3). Os isolados M-09-03 e M-09-04, submetidos a 0 h luz, apresentaram um melhor desenvolvimento em
relacdo aos demais regimes de luz. Quanto 8 AACPD média, os isolados M-09-03, M-09-04 e M-09-05 foram
superiores aos isolados M-09-01 e M-09-02.

Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) causada por C. gloeosporioides em Mangifera

indica, sob temperatura de 25°C e diferentes regimes de luz. Ipameri, Goias, Brasil, 2023.

Area abaixo da curva de progresso da doenga no 10° dia'

Isolado

0h 12h 24h Média
M-09-01 4,57 cA 6,08 bA 5,05 bA 523b
M-09-02 481 cA 4,36 bA 4,70 bA 4,620
M-09-03 13,71 aA 6,54 bB 8,46 aB 9,57 a
M-09-04 10,75 bA 8,21 aB 7,55 aB 8,84 a
M-09-05 6,74 cA 8,65 aA 8,39 aA 793 a
Média 8,12 A 6,77 B 6,83 B -
CV (%) 32,09 19,94 17,12 25,34

'Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e letras mailisculas nas linhas nfo diferem

estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).

DISCUSSAO

Fatores abidticos como a irradiagdo luminosa podem ter diferentes efeitos sobre o crescimento micelial e
esporulacao, sendo capaz de induzir, inibir ou ter efeito neutro. Entretanto, tem-se que a luz, associada a nutrigcao
e a temperatura, estimula a reproducdo dos fungos assexuados ou sexuados, onde, em sua maioria sdo sensiveis a

luz e quando expostos a luz continua, ocorre a esporulacdo. Porém, outros fungos necessitam de um periodo escuro
5
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seguido por periodo luminoso para que isso ocorra, os quais sdo chamados de esporuladores diurnos (DHINGRA
e SINCLAIR, 1995; MOURA et al., 2016; CHIDICHIMA et al., 2018).

Maia et al. (2011), mostraram que os fungos do género Colletotrichum sp. apresentaram o melhor crescimento
micelial na temperatura de 25°C com um fotoperiodo de 12 horas luz, corroborando com o resultado deste trabalho,
pois o melhor crescimento micelial in vitro foi no fotoperiodo de 12 horas luz, o que proporcionou a maior média
de crescimento de coldonias de C. gloeosporioides. Chidichima et al. (2018), avaliaram o crescimento de
Colletotrichum acutatum em diferentes fotoperiodos, obtendo os seguintes resultados 3,3, 3,5 ¢ 2,7 cm?> em 0, 12
e 24 horas luz, respectivamente, mostrando novamente que o fotoperiodo de 12 horas luz proporciona o melhor
crescimento micelial para os fungos desse género.

Os isolados de C. gloeosporioides apresentaram diferentes médias de esporulagdo nos trés regimes de luz
(Tabela 2), o que ¢é considerado um comportamento normal, pois a produgdo de esporos ¢ uma caracteristica
altamente intrinseca e dependente de cada isolado, ou seja, a producdo de esporos pode variar entre os isolados
(Carvalho et al., 2008). Com relagdo ao efeito do fotoperiodo na produgdo de esporos, observou-se uma maior
producdo de esporos nas colonias que foram submetidas ao fotoperiodo de 12 horas luz. Resultado similar foi
encontrado em um estudo que utilizou trés ragas do fungo Passalora sojina, as quais apresentaram uma maior
produgéo de esporos quando as colonias foram cultivadas no fotoperiodo de 12 horas luz (Camera et al., 2014).

Os resultados das médias dos isolados quanto a AACPD néo eram esperados, uma vez que o fotoperiodo de
12 h luz é o que mais se aproxima do fotoperiodo natural e, aparentemente, era esperado que apresentasse o melhor
desenvolvimento. O melhor desenvolvimento de lesdes a 0 h luz, ¢ explicado devido a folha de manga utilizada
para o teste de patogenicidade ser afetada por fatores abioticos, como a luz, a qual impacta as reagdes fisiologicas
que ocorrem na folha, como a fotossintese, por exemplo, além disso, a luz afeta indiretamente as modificagdes da
umidade nas superficies das folhas (Carvalho e Castillo, 2018). Portanto, ¢ possivel compreender que a nao
realizagdo das reagdes fisiologicas das folhas e as mudangas quanto a umidade superficial, sugerem um
desfavorecimento a defesa da folha, promovendo ao fungo a possibilidade de ser mais virulento e/ou agressivo a
0 horas luz.

Os diferentes isolados utilizados para a realizagdo deste trabalho se diferiram entre si em relagdo as suas
médias, quanto a AACPD. Essa diferenga é explicada pela existéncia da variabilidade genética dentro de uma
mesma espécie e essa variabilidade reflete em suas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e patogénicas. Além
disso, os microrganismos apresentam capacidade em utilizar diferentes substratos que resultam em variagdes na

patogenicidade dos biodtipos (Lima et al., 2012).

CONCLUSAO

Os isolados apresentaram maior média de crescimento micelial e esporulacdo sob o fotoperiodo de 12 horas
a25°C.

Verificou-se que os isolados M-09-03, M-09-04 e M-09-05 foram mais virulentos e apresentaram maior
severidade de doenga quando cultivados no fotoperiodo de 0 hora a 25°C.

A diferenca entre o comportamento de cada isolado pode ser explicada pela existéncia da variabilidade

genética (caracteristicas morfologicas, fisiologicas e patogénicas).
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