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vii
RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) € uma cultura produzida e exportada pelo Brasil, no entanto, é
frequentemente afetada por diversas doencas, entre elas, pode-se citar a antracnose causada
principalmente por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. Sacc. Sendo assim, este
trabalho teve o intuito de realizar a caracterizacdo fisiologica (crescimento micelial,
esporulacdo e germinacédo) de isolados de C. gloeosporioides, obtidos a partir de lesbes em
folhas de M. indica ‘Amrapali’. E para o desenvolvimento do mesmo, seis isolados do fungo
foram reativados, repicados e dispostos em placas de Petri incubadas em diferentes
temperaturas (10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30° e 35°C) em camaras de germinacao do tipo BOD
com fotoperiodo de 12 h. A avaliacdo do crescimento micelial ocorreu aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias
apos a repicagem, sendo realizado a partir da média de dois didmetros diametralmente
opostos, sendo que as medidas foram obtidas com auxilio de um paquimetro digital. No
décimo dia da avaliagdo do crescimento radial, reaproveitou-se as placas desse teste para se
contabilizar a esporulacdo do fungo, com a utilizacdo de placa Neubauer e microscopio de
luz, onde fez-se a contagem de esporos em cinco quadrantes da cAmara para cada placa. Para
avaliar a germinacdo utilizou-se placas de Petri de plastico, contendo meio agar-agua, sendo
adicionado a essas placas uma suspenséo de esporos do fungo, que foi espalhado sobre o0 meio
de cultura com auxilio de uma al¢ca de Drigalsky, em seguida, as placas (uma placa por
isolado ou tratamento) foram levadas para BOD sob as diferentes temperaturas. E para
verificar a germinacdo, essas placas foram posicionadas em microscopio de luz para a
visualizagdo dos conidios, onde mediu-se o comprimento do tubo germinativo de cinco
esporos por placa. Apds desenvolvimento dos experimentos pode-se concluir que os isolados
obtidos foram identificados morfologicamente, confirmando por meio da literatura
especializada que os mesmos pertenciam a espécie de C. gloeosporioides. Além disso, todos
os isolados tiveram melhor crescimento micelial e esporulacdo quando expostos a 25°C,
entretanto, o crescimento do tubo germinativo do fungo foi maior a 35°C, com o maior
percentual germinativo ocorrendo a 35°C e a 25°C, tendo de 60% a 100% de germinacdo dos
conidios. Sabe-se ainda, que os isolados M-09-01, M-09-02 e M-09-03 apresentaram
melhores resultados sobre o crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo, sendo que para
os ultimos dois critérios fisioldgicos citados, pode-se perceber um bom desempenho também
para 0 M-09-04. Conclui-se que, o fungo C. gloeosporioides apresenta ampla variacdo
genética, o que permite que haja diferenca entre suas acdes fisiologicas e/ou patogénicas,
observadas entre seus diversos isolados em estudo.

Palavras-chave: Antracnose; Fisiologia; Fitopatologia; Fruticultura; Mangifera indica L.
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ABSTRACT

Mango (Mangifera indica L.) is a crop produced and exported by Brazil, however, it is
frequently affected by several diseases, including anthracnose caused mainly by
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. Sacc. Therefore, this work aimed to carry out
the physiological characterization (mycelial growth, sporulation and germination) of C.
gloeosporioides isolates, obtained from lesions in leaves of M. indica ‘Amrapali’. And for its
development, six fungus isolates were reactivated, picked and placed in Petri dishes incubated
at different temperatures (10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 35°C) in germination chambers
BOD type with 12 h photoperiod. The evaluation of mycelial growth occurred at 2, 4, 6, 8 and
10 days after subculture, being carried out from the average of two diametrically opposite
diameters, and the measurements were obtained with the aid of a digital caliper. On the tenth
day of the radial growth assessment, the plates from this test were reused to account for the
fungus sporulation, using a Neubauer plate and light microscope, where the spore count was
performed in five quadrants of the chamber, for each board. To assess germination, plastic
Petri dishes were used, containing agar-water medium, and a suspension of fungus spores was
added to these plates, which was spread over the culture medium with the aid of a Drigalsky
loop, then, the plates (one plate per isolate or treatment) were taken to BOD under the
different temperatures. And to check germination, these plates were placed under a light
microscope to visualize the conidia, where the length of the germ tube of five spores per plate
was measured. After developing the experiments, it can be concluded that the isolates
obtained were morphologically identified, confirming through the literature specialized to the
species of C. gloeosporioides. In addition, all isolates had better mycelial growth and
sporulation when exposed at 25°C, however, the fungal germ tube growth was higher at 35°C,
with the highest germination percentage occurring at 35°C and 25°C, having 60% to 100% of
conidia germination. It is also known that isolates M-09-01, M-09-02 and M-09-03 showed
better results on mycelial growth, sporulation and germination, and for the last two
physiological criteria mentioned, it is possible to realize a good performance also for the M-
09-04. It is concluded that the fungus C. gloeosporioides presents a wide genetic variation,
which allows a difference between its physiological and/or pathogenic actions, observed
among its different isolates under study.

Key-words: Anthracnose; Physiology; Phytopathology; Fruit culture; Mangifera indica L.



1. INTRODUCAO
1.1. Importancia da cultura de manga no Brasil

A produtividade das frutas apresenta-se em ascenséo, devido ao seu elevado consumo
mundialmente, sendo que, de 2008 a 2017 a area plantada e a produgdo tiveram um acréscimo
de 10,1% e 20,3%, respectivamente (DERAL, 2020). Além disso, o Brasil esta entre os
principais produtores mundiais de frutas, ocupando o terceiro lugar na produtividade, com
colheitas anuais superiores a 40 milhdes de toneladas, sendo 759 mil destinadas a exportacdo
(DERAL, 2020; PINTO et al., 2011).

Entre as frutiferas que podem ser encontradas no pais, tem-se um enfoque maior na
producdo de 20 culturas, sendo trés delas temporarias e 17 permanentes, com destaque para
citros, banana, abacaxi, coco-da-baia, melancia e mamdo. Das 20 fruteiras, apenas seis
tiveram destaque no mercado internacional de frutas frescas em 2017, sendo elas: manga,
meldo, uva, limdo, macd e maméo, que juntas representaram 77,5% das exportacbes (GERUM
etal., 2019).

A manga (Mangifera indica L.) é uma fruta originaria do sul da Asia que foi
introduzida no territério brasileiro pelos portugueses, no século XVI, e por ser uma planta de
clima tropical e subtropical, apresentou boa adaptacdo (FONSECA et al., 2016). Inicialmente,
a producdo de manga atendia apenas o mercado interno, por meio das variedades Espada,
Rosinha e Itamaracd, entretanto, mediante a solicitacdo de melhoria da qualidade dos frutos
advinda dos diferentes mercados consumidores, foi necessario que os produtores investissem
em técnicas, como a aplicacdo de reguladores de crescimento, manejo de floracdo e
investimento em outras variedades da espécie (ARAUJO et al., 2017).

Apds os anos 2000, a producdo brasileira de manga teve um crescimento acelerado,
devido principalmente, ao inicio da exportacdo da fruta em 1996 (XAVIER e PENHA, 2021).
Desta forma, atualmente a espécie esta entre as frutiferas da familia Anacardiaceae, presentes
no Brasil, que possui maior valor comercial, tendo uma producdo média de 20,09 t/ha em uma
area de 65.646 ha em 2018. Além disso o Brasil esta entre 0s seis maiores produtores e o
segundo maior exportador de manga do mundo (DERAL, 2020; OLIVEIRA et al., 2013;
PINTO et al., 2011).

Dentre as variedades de manga produzidas no Brasil, a Tommy Atkins é a mais
comercializada. O percentual da area plantada para comercializacdo desta variedade
corresponde a 85%, isto deve-se a sua boa produtividade, excelente capacidade de adaptacéo a

diferentes ambientes de cultivo e por apresentar melhor resisténcia as doengas e ao transporte
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por longas distancias (ALMEIDA et al., 2020; SANTOS e NETO, 2011). Apesar da Tommy
ser a manga mais produzida e exportada pelo pais, outras variedades encontram-se em cultivo
no solo brasileiro, como por exemplo, a Keit, Kent, Palmer, Van Kyle, Espada, Rosa, Coité,
Haden, Bourbon, entre outras (WURLITZER et al., 2019).

Considerando o consumo da fruta no pais, pode-se destacar que a forma mais comum
¢ in natura, sendo assim, o setor de processamento minimo € um dos mais explorados, pois a
manga tem grande aceitacdo por parte dos consumidores, devido ao seu sabor, aroma,
coloracdo caracteristica e por sua rica composi¢do nutricional (ALMEIDA et al., 2020).
Contudo, a fruta possui grande quantidade de polpa e também pode ser encontrada na forma
de suco, compotas, gelatinas, doces, geleias, sorvetes e licores (SILVA et al., 2014).

Vale ainda ressaltar que, o mercado brasileiro em suco de frutas estd em expansao,
com o intuito de acompanhar a tendéncia mundial de consumo de bebidas saudaveis.
Consequentemente, maior sera a demanda de sucos prontos, por parte das agroindustrias, com
isso, aumenta-se a perspectiva de expansdo do cultivo da manga como das demais frutas,
tanto para o consumo in natura quanto para o processamento (HUNALDO et al., 2020;
COSTA et al., 2008).

Sendo assim, a manga brasileira esta valorizada, e a concepcédo, é de que sua demanda
mundial aumente, no entanto, o0s agricultores devem sempre investir em novas técnicas para
maximizar a eficiéncia produtiva da cultura, com o intuito de manter-se equiparado com o
Peru e o Equador, paises que possuem volumes de producdo baixos, entretanto, tém menores
gastos (SANTOS et al., 2017).

1.2. Antracnose da mangueira

As pragas, doencas e os distdrbios fisioldgicos sdo alguns dos fatores que limitam a
producdo e causam elevado percentual de perdas na comercializacdo de varias frutiferas
(EICH et al. 2020; VELOSO et al., 2012).

Entre essas doencgas que provocam enormes perdas na produtividade, pode-se citar a
antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum que acometem a cultura da manga,
tanto em campo quanto no periodo da pos-colheita (ARAUJO et al., 2018). Esta doenca é
endémica em varias regides de clima tropical umido e subtropical, responsavel pelos maiores
prejuizos encontrados nas areas produtoras de manga, mamao, goiaba, entre outras culturas,
além disso, € causada principalmente pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. Sacc., cujos sintomas aparecem na fase de florescimento, maturacdo e pos-colheita
(STRACIERI et al., 2016).
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Em M. indica os sintomas da antracnose acometem todos os 6rgédos da planta (MAIA
et al., 2011). Sendo que, no caso dos frutos 0os mesmos se iniciam através de pequenas
pontuacOes, manifestando-se, normalmente, com manchas escuras de formato circular (Figura
1A), um pouco deprimidas em sua epiderme, sendo comum a mancha de lagrima, que se
inicia a partir do pedunculo, espalhando-se gradativamente pela superficie até ocupar de
milimetros a varios centimetros, marcando a disseminacdo pela agua, podendo ocorrer
também a podriddo peduncular. J& se os frutos forem infectados no estadio inicial de
desenvolvimento, ocorrera o abortamento (TERAO et al., 2013; FERRARI et al., 2011).

No caso das folhas, as lesGes s@o pequenas manchas marrom escuras, que coalescem
até ficarem irregulares e quando as lesdes ficam velhas, o centro foliar seca (Figura 1B),
deixando a mesma perfurada até cair, no entanto, na maioria dos casos 0s sintomas sdo
observados apenas nas bordas foliares, sendo assim, raramente a nervura média é afetada. Ja
na panicula, os pontos escuros sdo verificados tanto no ramo da inflorescéncia quanto nas
flores individuais (AWA et al., 2012; SERRA et al., 2011).

Em pds colheita, a antracnose da mangueira € caracterizada por lesGes arredondadas
de coloragcdo marrom a preta, necréticas, com bordas ligeiramente elevadas com o centro dos
tecidos deprimidos, nos quais sdo produzidos os conidios. As espécies do género
Colletotrichum infectam os frutos em diferentes estadios fenoldgicos e permanecem inativas
até o amadurecimento do fruto, podendo entdo, provocar grande quantidade de lesdes, devido
a ocorréncia da colonizacdo do tecido do hospedeiro (GOMES et al., 2015; BONETT et al.,
2010).

Figura 1. Sintomas de antracnose em Mangifera indica causada por Colletotrichum
gloeosporioides. (A) Frutos de manga apresentando lesbes. Fonte: Terao et al. (2013). (B)

Folha de manga apresentando lesdes. Fonte: Acervo pessoal.
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Assim que os hospedeiros sao infectados por espécies de Colletotrichum, uma série de
eventos ocorrem no ciclo de vida do fungo antes da formacgdo das primeiras lesbes, sendo
elas: adesdo do conidio, germinacdo, elongacdo do tubo germinativo (Figura 2A), formacao
do apressorio, infeccdo, penetracdo de celulas epidérmicas, crescimento das hifas
intracelularmente e necrose celular (PEREIRA et al., 2009).

Em relacdo aos conidios sabe-se que os mesmos ficam envolvidos por uma massa
gelatinosa, constituida de polissacarideos e proteinas sollveis em é&gua, que 0s protegem da
dissecacao, aumentando a eficiéncia da germinacdo e da penetracdo no tecido do hospedeiro.
Além disso, deve-se ressaltar que na extremidade do tubo germinativo do conidio ha
formacdo de um apressorio (Figura 2B) e que durante a sua producdo ocorre a sintese de
proteina necessaria para a elaboracéo de melanina que confere a cor escura a essa estrutura, o
que o caracteriza como infectivo, pois sabe-se que apressorios hialinos (sem cor) ndo sao
infectivos (MENEZES, 2006).

Figura 2. (A) Conidios de Colletotrichum gloeosporioides, a seta indica o tubo germinativo.
Fonte: Acervo pessoal; (B) Eletromicrografia de varredura mostrando um conidio de
Colletotrichum gloeosporioides com apressorio (Ap) no fim do tubo germinativo. Fonte:
Pereira et al. (2009).

1.3. Morfologia e Ecologia de Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. Sacc., € um fungo assexual pertencente
ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales e familia
Glomerellaceae. Com a fase sexuada descrita como Glomerella cingulata (Stonem) Spaulding
e Von Schrenk (ARIZPE et al., 2021). Esta espécie do género Colletotrichum exibe uma
variedade de estilos de vida, incluindo associa¢cbes com as plantas, que s@o classificadas
quanto as exigéncias nutricionais em biotroficos, necrotréficos e hemiotroficos (KAMLE e
KUMAR, 2016).
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A necrotrofia acontece quando a sobrevivéncia do patdgeno nao depende de o
hospedeiro estar vivo, ou seja, 0s mesmos conseguem se alimentar e reproduzir em tecido
morto. No entanto, a biotrofia ocorre quando o fitopatdgeno necessita de um hospedeiro vivo
para conseguir sobreviver (REIS et al., 2011). J& na hemiotrofia havera a infeccdo em tecidos
vivos da mesma forma que os biotréficos, entretanto, apds um periodo de incubacdo de dias
ou semanas, 0 hospedeiro infectado morre, e com isso o fungo passa a se nutrir de forma
saprotrofica, ou seja, se alimentam por meio da absorcdo da matéria orgénica em
decomposi¢do (LUTTRELL, 1974).

Devido a isso, sabe-se que o C. gloeosporioides possui algumas moléculas de sinais
que sdo ativadas permitindo a mudanca do estilo de vida do patégeno, que vai do estagio
biotréfico para o necrotréfico, especialmente durante o periodo de amadurecimento dos
frutos. Além disso este fungo pode ser encontrado presente no tecido do hospedeiro como
enddfito, o qual permanece quiescente, mas, com o inicio da estacdo Umida e chuvosa, pode
causar infeccdo séria (KAMLE e KUMAR, 2016). De acordo com Devi e Singh (2013), os
endofitos sdo aqueles organismos que colonizam os tecidos internos vivos de seus
hospedeiros sem causar sintomas detectaveis. Estes autores também citam em sua pesquisa
que a identificacdo dos metabolitos de C. gloeosporioides indicou que este endofito consegue
produzir compostos bioativos, no entanto, deve-se realizar outros trabalhos visando confirmar
as bioatividades destes metabolitos.

A partir dessas mudancas no estilo de vida, este patdgeno responsavel pela causa da
antracnose, consegue sobreviver em ramos, lesdes antigas ou recentes, em frutos ou em partes
afetadas caidas no solo. E na presenca de agua, seja da chuva, da irrigacdo ou até mesmo do
orvalho os seus conidios sdo dispersos e infectam as inflorescéncias, frutas, entre outros
orgdos das plantas (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 2014). Apos a infecgdo e consequente
necrose tecidual, os acérvulos sdo formados e assim o patdgeno completa o seu ciclo de vida.
No entanto, alguns isolados também passam pela fase sexuada, sendo formada a estrutura
reprodutiva conhecida como peritécio (VALDES et al., 2017; KAMLE E KUMAR, 2016).

Ja em relacdo a caracterizacdo morfoldgica dos isolados de C. gloeosporioides, tem-se
que a colbnia do fungo apresenta coloracdo branco-cinza (Figura 3A), com micelios
ramificados, septados e hialinos, apresentando acervulos sem a presenga de setas e conidios
retos (Figura 3B), cilindricos, de extremidades arredondadas, hialinos, unicelulares,
predominantemente oblongos, com comprimento variando entre 12 um e 17 um e largura
entre 3,5 um e 6,0 um (POLTRONIERI et al., 2014; SERRA et al., 2011; JUNIOR et al.,
2006).



S50 pm
Figura 3. Isolado de Colletotrichum gloeosporioides obtido de lesdo foliar de Mangifera

indica ‘Amparali’. (A) Visdo geral da colénia no décimo dia de crescimento e em meio de

cultivo BDA. (B) Conidios. Fonte: Acervo pessoal.
1.4. Efeito de fatores fisicos sobre o desenvolvimento de Colletotrichum gloeosporioides

Para ter-se um controle eficiente da doenca causada por esse patdgeno, mostra-se
necessario o conhecimento de sua epidemiologia, caracterizacao fisiologica e patogénica, com
isso se terd uma determinacdo precisa da antracnose e um melhor entendimento do
comportamento do fungo, possibilitando a busca por condi¢bes desfavoraveis ao patégeno, e
consequentemente o0 emprego de técnicas de manejo integrado (BONETT et al., 2010).

O crescimento micelial do fungo é muito influenciado por fatores nutricionais, pH do
substrato, temperatura e umidade. Todos estes elementos desempenham papel importante
tanto no crescimento flngico quanto na esporulacdo e outras atividades fisioldgicas (ANSARI
et al., 2018). No caso da germinacdo dos conidios, a mesma s6 ocorre na presenca de agua
livre ou em elevada umidade relativa (>90%) (MENEZES, 2006).

Outro autor também reafirma isto ao citar que as caracteristicas morfofisioldgicas do
patogeno podem variar dependendo dos fatores aos quais o fungo esta exposto, tais como
meio de cultura, temperatura, luminosidade, entre outros. E ainda acrescenta que estes
caracteres podem ser perdidos ap0s repicagens sucessivas, tornando a taxonomia ambigua e
confusa (WEIR et al., 2012).

No entanto, ap6s a colheita a temperatura é o fator que tem mais influéncia sobre a
manifestacdo das doencas (SIDDIQUI e ALI, 2014). Pensando nisso, alguns trabalhos citam

que a faixa de temperatura que favorece o desenvolvimento do fungo, no que diz respeito ao
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crescimento micelial, germinacdo e esporulacdo, estd entre 20 e 30°C (ANSARI et al., 2018;
MAIA et al., 2011). Sendo assim, o estudo dos caracteres morfologicos, fisioldgicos e
também patogénicos em diferentes intervalos de temperatura, poderd auxiliar tanto na
implantacdo de métodos eficazes no controle da antracnose, quanto na escolha das condigdes
de transporte e armazenamento dos frutos (SERRA et al., 2011).

Além disso, o desenvolvimento da doenca no campo, ndo depende apenas da presenca
do patégeno, mas também dos fatores ambientais e das préaticas de gestdo agronémica. Entre
essas préaticas, pode-se citar que a temperatura, a umidade, o vento, a precipitacdo, a luz, e o
periodo de duracdo de molhamento da superficie das folhas, sdo fatores que tém alta relacéo
com a dispersao, germinacédo, infeccdo e desenvolvimento do patdgeno. Sendo assim, estes
critérios ambientais e agrondmicos possuem influéncia sobre as epidemias, com isso, faz-se
necessario o entendimento da acdo positiva e/ou negativa destes eventos sobre os patdgenos,
para que haja o desenvolvimento de melhores métodos de controle das doencas (SIDDIQUI e
ALI, 2014; REIS et al., 2011).

Novos estudos sobre estas caracteristicas se mostram necessarios, afinal o fungo
apresenta ampla variabilidade morfoldgica, fisiologica e patogénica, devido a sua grande
diversidade fenotipica e instabilidade em funcdo do ambiente, o que pode ocasionar variacdes
na expressdo da doenca, devido a este comportamento diverso do género Colletotrichum,
havendo assim, possiveis intervencfes nas estratégias de controle (SERRA et al., 2011;
ANDRADE et al., 2007).



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem o intuito de realizar a caracterizacdo fisiologica de isolados de
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. Sacc., obtidos a partir de lesdes em folhas de

Mangifera indica L. ‘Amrapali’.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o crescimento micelial, verificar a esporulacdo e analisar a germinagéo de
esporos de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, sob diferentes regimes de

temperatura.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao, caracterizacdo morfologica, identificacdo, preservacao e reativacdo de
isolados de Colletotrichum gloeosporioides

Os isolados foram obtidos a partir de lesdes de folhas de plantas adultas (6 anos) de
Mangifera indica ‘Amrapali’ localizadas na Universidade Estadual de Goias (UEG), Unidade
de lIpameri (17°43'7,09"S; 48°22'34,61"W, 793 m de altitude). Regido, que conforme a
classificacdo de Kdppen, possui clima tropical com inverno seco e verdo Umido (Aw), com
temperatura média de 23,1°C e pluviosidade anual média de 1600 mm (ALVARES et al.,
2013). Para a obtencdo dos isolados fez-se uma amostragem de seis arvores (demarcadas
pelas seguintes coordenadas geogréficas: 17°43'02,9"S; 48°08'43,3"W - 17°43'02,1"S;
48°08'44,3"W - 17°43'02,1"S; 48°08'45,2"W - 17°43'01,8"S; 48°08'39,7"W - 17°43'00,7"S;
48° 08'39,4"W - 17°43'00,3"S; 48°08'38,8"W), das quais se realizou a coleta de cinco folhas
lesionadas por planta.

Apos a coleta das folhas infectadas, foi feita a remoc¢do dos fragmentos (totalizando 30
fragmentos, sendo 1 de cada folha) do tecido vegetal lesionado, submetendo-os a uma
posterior desinfestacdo em uma série como a seguir: alcool 70% (30 segundos), hipoclorito de
sodio 1% (30 segundos), trés lavagens em agua destilada esterilizada (3 x 60 segundos) e
subsequente secagem em camara de fluxo laminar por 10 min. Em seguida, os pedagos de
tecido vegetal foram semeados em placas de Petri (1 fragmento de 5 mm? placa™) contendo
meio Batata Dextrose Agar (BDA) com adicdo do antibi6tico Tetraciclina. E ap6s 7 dias a
25°C e fotoperiodo de 12 h em cadmara de germinacdo do tipo BOD, as coldnias fungicas
obtidas foram submetidas a nova repicagem em meio BDA até a purificacdo das col6nias.

Entdo posteriormente, foram confeccionadas algumas laminas semipermanentes com
utilizacdo de acido latico, onde nas mesmas colocou-se micélios removidos previamente das
colbnias obtidas durante o isolamento. Em seguida, essas laminas foram observadas no
microscopio, para realizar a confirmacdo da espécie, e a partir do registro de imagens com
utilizagdo do microscopio de luz Leica DM500 e auxilio do programa LAZ EZ 2.0 (100x),
fez-se a mensuracdo das caracteristicas morfologicas dos conidios e suas respectivas
estruturas, obtendo-se entdo, 20 medidas, tanto para 0 comprimento, quanto para a largura de
cada isolado.

Para a comparagédo dos caracteres morfoldgicos observados nos isolados do presente
trabalho com a espécie de Colletotrichum incidentes em manga com em outra cultura foi
realizado uma busca em literatura especializada nas bases indexadoras Google Académico e

Web off Science. Apds essa comparacdo pode-se perceber que das 30 placas preparadas
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durante o isolamento, apenas seis estavam devidamente puras e apresentando caracteristicas
morfologicas semelhantes as do género Colletotrichum. Entdo, ap0s estes procedimentos, 0S
seis isolados obtidos de C. gloeosporioides (Penz.) Penz. Sacc. foram identificados como M-
09-01 (T1), M-09-02 (T2), M-09-03 (T3), M-09-04 (T4), M-09-05 (T5) e P-03-01 (T6).

Os isolados M-09-01, M-09-02, M-09-03, M-09-04, M-09-05 e P-03-01 j& purificados
previamente, foram preservados a uma temperatura de 5°C pelo método de Castellani, no
freezer do Laboratério de Fitopatologia da UEG. E ap6s um periodo, estes isolados foram
reativados, em meio BDA, para o desenvolvimento do trabalho em questéo.

3.2. Avaliagéo do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides sob diferentes
regimes de temperatura

Apds a reativacdo dos isolados, esperou-se que as col6nias do fungo estivessem com
dez dias de crescimento em estufa incubadora BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 h, em seguida
fez-se a remocgdo de discos de agar (7 mm @), contendo micélio dos isolados do fungo e
transferiu-os para o centro de placas de Petri (60 mm @) com meio de cultura BDA. Estas
placas foram mantidas em incubadora tipo BOD nas temperaturas de 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C e 35°C e fotoperiodo de 12 h. O crescimento radial do micélio foi avaliado aos 02, 04,
06, 08 e 10 dias apds a transferéncia do micélio, a partir da média de dois diametros
diametralmente opostos (medidas realizadas com auxilio de um paquimetro digital). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo seis isolados (M-09-
01, M-09-02, M-09-03, M-09-04, M-09-05 e P-03-01) de C. gloeosporioides (tratamentos),
com cinco repeti¢des (para cada isolado), distribuidas em placas de Petri.

3.3. Avaliacdo da esporulacdo de Colletotrichum gloeosporioides sob diferentes regimes
de temperatura

Apds a ultima leitura do crescimento micelial, que ocorreu ao 10° dia, as placas do
item anterior (30 placas para cada temperatura) foram reaproveitadas, para quantificacdo da
producdo de esporos pelos isolados do fungo nas seis temperaturas as quais foram
submetidos. Para tanto, um total de 10 mL de agua destilada foi adicionada em cada placa de
Petri, sequido da liberacdo dos esporos com alca de Drigalsky. Em seguida, a solugédo dos
esporos do fungo (calibrado a 1,6 x 10° conidios/mL) foram recolhidos em Becker e com
auxilio de uma pipeta de Pasteur colocou-se uma gota da solugdo em camara de Neubauer, e

sO entdo, as concentragdes das suspensdes obtidas foram mensuradas, por meio da contagem
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dos esporos presentes em cinco quadrantes da camara para cada placa, como esta
exemplificado na figura a seguir (Figura 4) (CARVALHO et al., 2008).
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Figura 4. Esquema de um hemacitdmetro tipo Neubauer, mostrando 0s quadrantes e
subquadrantes (marcados com elipses circulares), simulando onde foram realizadas as
contagens de esporos, sendo a escolha de forma aleatéria e devendo ocorrer em cinco

quadrantes da camara para cada placa de Petri. Fonte: Carvalho et al. (2008).

3.4. Avaliagdo da germinagéo de esporos de Colletotrichum gloeosporioides sob diferentes
regimes de temperatura

Para os testes de germinacdo utilizou-se placas de Petri de plastico (60 mm @)
contendo meio agar-agua (AA) para cada tratamento (seis, que se referia aos seis isolados em
estudo). A essas placas, foram adicionados o meio de cultura AA e 100 pL da suspensdo de
esporos do fungo (calibrado a 1,6 x 10° conidios/mL), espalhado sobre o meio de cultura com
auxilio de uma alca de Drigalsky. Em seguida, as placas (uma placa por tratamento) foram
levadas para cdmara de germinacdo do tipo BOD sob diferentes temperaturas 10°C, 15°C,
20°C, 25°C, 30°C e 35°C, durante oito horas. E para permitir a visualizagdo dos esporos
durante o teste de germinacdo, acrescentou a cada hora, 300 pul de agua destilada em cada
placa de Petri (com 6 cm de didmetro e meio de cultura AA).

Além disso, durante a germinacdo dos esporos, as placas foram posicionadas em

microscopio de luz Leica DM500 e com o auxilio do programa LAZ EZ 2.0 (40x) foi feita a
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visualizacdo e também a realizacdo das medidas do comprimento do tubo germinativo de
cinco esporos por placa selecionados aleatoriamente, durante as oito horas, sendo estas
medicOes realizadas a cada uma hora. E o percentual de conidios germinados em cada
temperatura foi calculado através da seguinte formula: [(nimero de conidios germinados /
numero total de conidios observados) x 100]. E para a contabilizacdo de conidios germinados
ou ndo em cada hora e em cada temperatura, utilizou-se as imagens que foram registradas

durante todo o experimento, sendo contabilizados apenas o0s conidios vistos nitidamente.
3.5. Analises estatisticas

Os dados relativos aos testes de crescimento micelial (2, 4, 6, 8 e 10 dias) e
germinacdo de esporos (1 a 8 h) com os isolados de C. gloeosporioides, foram submetidos a
analise de Superficie de Resposta. Ja a esporulacdo (10° dia) passou pelo ajuste polinomial de
segundo grau ou regressdo quadratica, obtendo assim, gréficos que melhor representaram a
unidade amostral nos diferentes regimes de temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a anélise de varidveis canonicas discriminantes,
utilizando os dados da temperatura que proporcionou o maior desenvolvimento dos isolados
de C. gloeosporioides. Essa andlise multivariada permitiu inferir, através das elipses de
confianca, informacgdes sobre a igualdade e/ou diferenca no comportamento dos isolados de
C. gloeosporioides. levando em consideracdo as trés variaveis de crescimento juntas. As
analises estatisticas foram conduzidas no programa R (R CORE TEAM, 2020) utilizando o
pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2018) e candisc (FRIENDLY; FOX, 2017).



4. RESULTADOS

4.1. ldentificacdo taxonémica dos isolados de Colletotrichum

13

Os isolados purificados apresentavam col6nias de coloracdo branco-cinza, com

conidios retos, cilindricos, de &pices arredondados, com comprimento variando de 13,53 um a

18,17 um e largura entre 4,81 um e 6,59 um (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas de diferentes espécies do género Colletotrichum,

isoladas de diferentes culturas agricolas.

Espécie de
Colletotrichum

Hospedeiros

Formato do
apice do conidio

Tamanho do conidio (um)

Comprimento Largura
C. gloeosporioides Mangifera indica L. Arredondado 13,53-18,17 4,81-6,59
(Penz.) Penz. Sacc. ™)
C. capsici (Syd.) Capsicum frutescens L. Agudo 17,0-26,0 3,75
Butler & Bisby™
C. coccodes (Wallr.) Solanum tuberosum L.; Obtuso 16,0-24,0 2,5-4,5
Hughes® Solanum lycopersicum L.;
Capsicum annuum L.
C. acutatum Solanum lycopersicum - 11,0-16,0 2,5-4,0
Simmonds®
C. acutatum “ Solanum gilo Raddi Agudo 9,2-16,3 2,0-3,7
C. gloeosporioides Capsicum spp. Arredondado 12,6-16,5 3,7-5,1
C. gloeosporioides ®  Loropetalum chinense var.  Arredondado 8,57-15,80 1,56-4,65
rubrum Yieh
C. gloeosporioides © Capsicum frutescens; Arredondado 12,2-19,2 2,9-5,1
Capsicum annumm
C. gloeosporioides () Mangifera indica Arredondado 10,8-18,0 3,2-4,3
C. gloeosporioides ® Mangifera indica - 14,23-16,88 3,85-7,74

&) Espécie isolada das folhas de Mangifera indica L. ‘Amrapali’; @ Shenoy et al. (2007); @
Costa et al. (2006); ©® Vichova et al. (2012); ® Tozze-Junior et al. (2006); ® Qiu et al. (2021);
® Janior et al. (2006); (™ Serra et al. (2011); ® Sangeetha e Rawal (2010); (-) ndo mencionado

pelos autores.
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4.2. Avaliacdo do crescimento micelial e da esporulacdo de C. gloeosporioides sob
diferentes regimes de temperatura

Ap0s anélise estatistica, obteve-se que as variaveis temperatura e tempo (disposto em
dias) exibiram efeito quadratico e significativo (p<0,01) sobre o crescimento micelial de C.
gloeosporioides (Figura 5).

Tendo apresentado também coeficientes de determinagédo (R?) com variagdo de 0,66 a
0,83, valores estes equivalentes ao P-03-01 (Figura 5F) e ao M-09-03 (Figura 5C),
respectivamente, com isso, 0os demais isolados tiveram resultados intermediarios a estes dados
apresentados.

Além disso, por meio da superficie de resposta pode ser observado que, a medida em
que se aumentava a temperatura em estudo, havia um crescimento micelial progressivo para
todos os isolados (M-09-01, M-09-02, M-09-03, M-09-04, M-09-05 e P-03-01). No entanto, o
maior percentual de desenvolvimento para o fungo ocorreu aos 25°C e ao décimo dia (Figura
5), tendo a partir deste ponto de maximo uma queda gradativa no tamanho obtido pelas
colonias dos isolados.

Quanto a esporulacdo, foi possivel observar um melhor ajuste para o modelo de
regressao quadratica, entretanto, ndo se encontrou resultado significativo da temperatura sobre
o nimero médio de esporos de C. gloeosporioides (Figura 6). Ademais, o R? foi inferior ao
encontrado no teste de crescimento micelial, sendo obtido um intervalo de 0,29 a 0,53, dados
referentes aos isolados M-09-04 e M-09-05, respectivamente, com isso, sabe-se que 0s demais
(M-09-01, M-09-02, M-09-03 e P-03-01) tiveram resultados intermediarios a estes dados
apresentados.

Apesar disso, ao observar os gréficos (Figura 6) também pode-se perceber que 0s
isolados M-09-01, M-09-02, M-09-04 e P-03-01 tiveram um acréscimo no numero médio de
formacdo de esporos até chegar ao ponto maximo, que ocorreu aos 25°C, com esporulacdo
variando de 0,8 x 10%a 12,1 x 108 conidios/mL™, taxa esta que sofreu uma reducio gradual no
decorrer do aumento da temperatura, com exce¢do dos isolados M-09-03 e M-09-05, que néo

tiveram uma elevacdo acentuada na producgéo desta estrutura.
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Figura 5. Equacdes ajustadas e graficos de superficie de resposta descrevendo o crescimento
micelial (Y) de C. gloeosporioides em funco das temperaturas (T) e dos dias (D). Sendo: r’=
coeficiente de determinacédo ajustado; **= significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo
teste t; (A) isolado M-09-01; (B) isolado M-09-02; (C) isolado M-09-03; (D) isolado M-09-
04; (E) isolado M-09-05 e (F) isolado P-03-01.
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Figura 6. Regressdo polinomial de segundo grau para 0 nimero médio de esporulacdo de

isolados de C. gloeosporioides em funcéo das temperaturas avaliadas.

4.3. Avaliacéao da germinacgéo de esporos de C. gloeosporioides sob diferentes regimes de
temperatura

As variaveis temperatura e tempo (disposto em horas) exibiram efeito linear
significativo (p<0,01) sobre o crescimento do tubo germinativo de conidios de C.
gloeosporioides (Figura 7). E ao analisar os graficos de superficie de resposta percebe-se uma
tendéncia de aumento no comprimento do tubo germinativo a medida em que houve
acréscimo na temperatura de trabalho, ou seja, a 35°C e ap0s oito horas obteve-se 0s maiores
comprimentos medios germinativos para todos os isolados do fungo. Em relacdo ao
coeficiente de determinacdo (R?) pode-se perceber que o mesmo varia de 0,50 a 0,58, valores
estes equivalentes ao isolado M-09-03 (Figura 7C) e ao M-09-04 (Figura 7D),
respectivamente, com isso, os demais isolados tiveram coeficientes intermediarios a estes
apresentados.

J& em relacdo a porcentagem de conidios germinados, constatou-se um efeito
quadratico significativo para o M-09-01 e o P-03-01, e linear (p<0,01) para os demais
isolados (Figura 8). Sendo que, por meio da analise grafica pode-se perceber que os isolados
M-09-02 (Figura 8B), M-09-03 (Figura 8C), M-09-04 (Figura 8D) e M-09-05 (Figura 8E)
apresentaram comportamento semelhante, havendo um aumento na porcentagem de conidios
germinados a medida em que aconteceu o0 acréscimo na temperatura de trabalho, ou seja, a
35°C e apos oito horas obteve-se as maiores taxas germinativas (variando de 60% a 100%).

Entretanto, o isolado M-09-01 (Figura 8A) teve um desempenho diferente dos demais
citados anteriormente, ndo havendo um aumento progressivo na taxa germinativa a partir do
acréscimo na temperatura, ou seja, pode-se perceber que na segunda hora de observacgdo
houve uma menor porcentagem germinativa quando exposto a temperatura de 35°C
(aproximadamente 0%) e uma maior taxa aos 10°C (cerca de 15%), todavia, na ultima hora de
analise (oitava hora) o fungo teve a maior taxa de germinacdo aos 35°C (cerca de 45%) e a
menor aos 10°C (cerca de 35%), comportamento este, que correspondeu com o observado
para os quatro isolados ja relatados (M-09-02, M-09-03, M-09-04 e M-09-05), no entanto, a
porcentagem germinada foi inferior.

Ja se tratando do isolado P-03-01 (Figura 8F), também pode-se perceber um
comportamento divergente dos demais, sendo que, na segunda e na oitava hora de verificagéo

o fungo apresentou menor taxa de germinagao aos 35°C (0% e 55%, respectivamente), tendo
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maior porcentagem de conidios germinados aos 10°C (cerca de 15%) na segunda hora de

analise e aos 25°C (cerca de 65%) na Gltima hora observada (oitava hora).
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Figura 7. Equacdes ajustadas e graficos de superficie de resposta descrevendo o comprimento
do tubo germinativo (Y) de C. gloeosporioides em funcdo das temperaturas (T) e das horas
(H). Sendo: r’>= coeficiente de determinacéo ajustado; **= significativo ao nivel de 1% de
probabilidade, pelo teste t; (A) isolado M-09-01; (B) isolado M-09-02; (C) isolado M-09-03;
(D) isolado M-09-04; (E) isolado M-09-05 e (F) isolado P-03-01.
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Figura 8. Equacdes ajustadas e graficos de superficie de resposta descrevendo a porcentagem
de germinacdo (Y) de C. gloeosporioides em funcdo das temperaturas (T) e das horas (H).
Sendo: r?>= coeficiente de determinagdo ajustado; **= significativo ao nivel de 1% de
probabilidade, pelo teste t; (A) isolado M-09-01; (B) isolado M-09-02; (C) isolado M-09-03;
(D) isolado M-09-04; (E) isolado M-09-05 e (F) isolado P-03-01

4.4. Comportamento dos isolados de C. gloeosporioides levando em consideracao as trés
variaveis em estudo (crescimento micelial, esporulacdo e germinacéo)

Apos andlise dos dados, pode-se perceber que os isolados de C. gloeosporioides
tiveram um melhor desenvolvimento a 25°C (crescimento micelial e esporulacdo). Visto que,
apenas a germinacdo teve melhores resultados quando o fungo foi exposto a 35°C, e ndo a
25°C como nos demais testes.

Sendo assim, foram selecionados apenas os valores obtidos ao avaliar o fungo nesta
temperatura (25°C). E por meio da andlise de variaveis candnicas discriminantes, observou-se
uma diferenca significativa (p<0,001) no comportamento dos isolados em estudo (Figura 9),
ao levar em consideragdo as trés varidveis de crescimento juntas (crescimento micelial,
esporulacgdo e germinagéo).

Desse modo, tem-se que os isolados M-09-01, M-09-02 e M-09-03 foram os que
tiveram melhor crescimento micelial. Também pode ser visto claramente a aproximacao entre
os isolados M-09-01, M-09-02, M-09-03 e M-09-04, em relacdo a esporulacdo e a
germinacao.

Sendo assim, os tratamentos M-09-05 e P-03-01 se diferiram dos demais,
apresentando menor relacdo com as trés variaveis observadas, como pode ser visto no grafico.
Ainda, com base na analise, verificou-se que 93,6% da variacdo dos dados pode ser explicada

por essas duas varidveis canbnicas (66,9% e 26,7%) (Figura 9).
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Figura 9. Grafico referente a analise das varidveis candnicas, esbocando o comportamento
dos diferentes isolados (M-09-01, M-09-02, M-09-03, M-09-04, M-09-05 e P-03-01) de C.
gloeosporioides expostos as trés variaveis de crescimento (Crescimento micelial, esporulacéo

e germinagé&o).
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5. DISCUSSAO
5.1. Identificacéo taxondmica dos isolados de Colletotrichum

Colletotrichum gloeosporioides € considerado por alguns autores como o Unico agente
causal da antracnose em plantas de abacate, manga e de maracuja, no entanto, estudos
filogenéticos ja confirmaram a presenca de C. boninense em maracujazeiro no Brasil
(JUNIOR et al., 2015).

Sendo assim, visando identificar a espécie dos isolados obtidos de folhas de M. indica,
fez-se um levantamento das caracteristicas morfologicas e dimensGes dos conidios de
diferentes espécies do género Colletotrichum, ocorrentes em manga e em outras culturas,
onde o comprimento obtido para a média dos isolados deste trabalho variou de 13,53 pum a
18,17 um, e a largura verificada foi de 4,81 um a 6,59 um, informagdes estas que
corroboraram com as descritas por Qiu et al. (2021), Serra et al. (2011), Sangeetha e Rawal
(2010), Janior et al. (2006) e Tozze-Junior et al. (2006), para a espécie C. gloeosporioides.
Além disso, estes autores também afirmaram em suas pesquisas que o formato do apice dos
conidios de C. gloeosporioides sdo arredondados o que também coincidiu com o que foi
observado no atual trabalho.

Ao analisar outros artigos que retratavam a espécie C. acutatum, notou-se que 0s
conidios possuem comprimento de 9,2 um a 16,3 um e largura entre 2,0 um e 4,0 pum, com 0
formato do épice caracterizado como agudo (VICHOVA et al., 2012; TOZZE-JUNIOR et al.,
2006), com isso, nota-se que a caracteristica do formato do &pice e os valores encontrados
para 0 comprimento e largura dos conidios isolados das folhas de manga se diferem das
obtidas por estes pesquisadores e, assim, 0s mesmos ndo podem ser classificados como C.
acutatum.

O mesmo também ocorre ao comparar 0s dados do presente trabalho com os descritos
por Shenoy et al. (2007) que relata que o C. capsici tem comprimento de 17 um a 26 um e
largura de 3,75 um, com &pice agudo. E novamente indo contra ao que foi obtido neste
estudo, Costa et al. (2006) afirma que C. coccodes tem de 16,0 pum a 24,0 um de comprimento

e 2,5 um a 4,5 um de largura.

5.2. Avaliacdo do crescimento micelial e esporulacéo de C. gloeosporioides sob diferentes
regimes de temperatura

A temperatura é uma das principais variaveis ambientais que exercem influéncia sobre

a infecgdo e a colonizagdo dos patdgenos do género Colletotrichum, pois a mesma atua

diretamente sobre a morfologia e a fisiologia do fungo, agindo seja de forma negativa ou
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positiva sobre o desenvolvimento do crescimento micelial, da esporulacéo, da germinacgéo de
conidios e até causando alteracdo na coloracédo das coldnias, podendo também deste modo, ser
utilizada como parametro para diferenciacao entre espécies (MAIA et al., 2011).

O efeito inibidor da temperatura sobre a atividade fungica é bastante variavel, onde
cada fungo exige uma faixa de temperatura ideal para esporular, germinar e ter seu
desenvolvimento micelial, sendo que o mesmo pode ter reducdo da sua atividade fisioldgica
sob baixas temperaturas, com aumento gradativo a medida que a temperatura se eleva, até
atingir um ponto méximo ou étimo, podendo também ocorrer o oposto (POLTRONIERI et
al., 2013). Sendo assim, de acordo com Kugui (2021) a temperatura 6tima para o crescimento
de C. gloeosporioides, hospedeiro da manga, ocorreu a temperatura de 25°C, com col6nias
apresentando aspecto denso e coloragdo branca que com o decorrer do tempo passava para
uma cor oliva-escura.

Entretanto, em outra pesquisa desenvolvida com isolados de C. gloeosporioides, a
temperatura 6tima encontrada pelos autores foi de 30°C (ANTONIO et al., 2021). Ja o
trabalho de Milan et al., (2018), vai contra essa informacéao relatando a temperatura de 25°C
como a ideal ao desenvolvimento do patdégeno. O que também foi obtido na pesquisa de
Poltronieri et al., (2013), que relata a maior taxa de crescimento micelial em 28°C, seguida
pela temperatura de 25°C. Porém, verificou-se por meio de outra pesquisa que o fungo C.
gloeosporioides possuiu méaxima ampliacdo micelial quando seus isolados estiveram expostos
a 23°C (JUNIOR et al., 2021). E novamente nota-se que de acordo com Hubballi et al.,
(2011), o crescimento maximo de C. gloeosporioides (Penz.) Penz. Sacc. ocorreu na faixa de
temperatura de 25°C a 30°C. E por fim vale ainda ressaltar que o trabalho desenvolvido por
Bharti et al., (2012), resultou no ndo crescimento das coldnias dos isolados de C. falcatum
expostos a 40°C.

Quanto a esporulacdo, observa-se que a maior taxa obtida ocorreu quando os isolados
de C. gloeosporioides estiveram a 28°C (POLTRONIERI et al., 2013). J& na pesquisa
desenvolvida por Maia et al., (2011) a faixa de temperatura de 25°C a 30°C demonstrou-se
mais eficiente para a esporulacdo de Colletotrichum spp. Corroborando parcialmente com os
autores citados anteriormente, Sangeetha e Rawal (2010), relata em seu trabalho que os
isolados de C. gloeosporioides tiveram melhor esporulacdo quando expostos a 25°C.

A partir das afirmacgdes citadas acima, percebe-se que a maioria dos trabalhos
encontrados na literatura corroboram com o resultado obtido nesta pesquisa, para crescimento
micelial e esporulacdo de C. gloeosporioides, no entanto, também pode-se verificar que o
fungo consegue ter desenvolvimento 6timo em um intervalo de temperatura que variou de

23°C a 30°C. Esta alteracdo pode ocorrer devido aos testes serem desenvolvidos com
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diferentes isolados do patdgeno o que proporciona resultados agressivos ou de acdo mais
branda, fator este que dependera da fisiologia daquele determinado isolado (COELHO et al.,
2010).

5.3. Avaliacdo da germinacéo de esporos de C. gloeosporioides sob diferentes regimes de
temperatura

Os dados sobre a germinacdo de isolados de C. gloeosporioides obtidos a partir de
plantas de cebola exibindo sintomas de antracnose corroboraram com o resultado encontrado
na presente pesquisa, apontando que os tubos germinativos tiveram melhor desenvolvimento
em exposicdo as temperaturas entre 30°C e 40°C (OLIVEIRA et al., 2015).

Entretanto, um outro trabalho desenvolvido com Colletotrichum, nesse caso obtidos de
estruturas da mangueira da cultivar Haden, teve-se que a faixa de temperatura de 25°C a 30°C
demonstrou-se mais eficiente em relacdo a germinacéo dos conidios (MAIA et al., 2011). Em
confirmacdo aos resultados anteriores, Poltronieri et al. (2013) também cita por meio da
avaliacdo de isolados de C. gloeosporioides, adquiridos de frutos de jucara, que a maior
germinacdo ocorreu aos 28°C.

Apesar dos autores citados anteriormente terem relatado apenas intervalos de
temperatura onde o fungo possuiu um 6timo desenvolvimento germinativo, obteve-se no
trabalho de Es-Soufi et al. (2018), tanto tempo favoravel, quanto desfavoravel a germinacéo
do patoégeno, sendo assim, por meio da andlise de isolados de C. acutatum, obtidos de plantas
de morango exibindo lesdes de antracnose, pode-se verificar que ndo houve germinagdo a 5°C
e a 37°C, em contrapartida, o fungo teve maximo alongamento do tubo germinativo a 23°C,
25°C e 27°C. Ainda, vale ressaltar que no Brasil, a germinagdo de conidios e formacao de
apressorio de C. acutatum e C. gloeosporioides ocorrem a partir de 5°C podendo ter casos de
ocorréncia até os 40°C, sendo que, a temperatura 6tima ocorre de 22°C a 26°C (LIMA et al.,
2011).

Ja se tratando da porcentagem de conidios germinados tem-se que a maior taxa
ocorreu aos 35°C (apresentando de 60% a 100% de germinacdo) e a segunda maior foi aos
25°C com 65% dos conidios apresentando crescimento do tubo germinativo, esse resultado
em parte se aproxima do obtido por Poltronieri et al. (2013), que relata em sua pesquisa que a
maior germinagdo ocorreu aos 28°C atingindo de 84% a 87% de conidios germinados. Ja no
trabalho de Maia et al. (2011) os isolados tiveram melhor desenvolvimento germinativo no
intervalo de 25°C a 30°C, sendo que, o isolado Il se destacou, tendo 70% de germinagé&o.

E por fim, tem-se que o resultado 6timo da germinacdo obtida na atual pesquisa

ocorreu principalmente a 35°C, ndo estando entre a faixa de temperatura favoravel citada pela
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maioria dos trabalhos anteriormente, a justificativa para este ocorrido pode estar no fato de
este patogeno ser altamente varidvel, com ampla complexidade taxonémica, sendo que,
alguns estudos apontam que isolados da mesma origem geografica e/ou genotipo hospedeiro
apresentou diversidade genética, entretanto, ndo se comprovou as relacdes desta alteragdo
génica com a viruléncia diferencial (SILVA et al., 2020; ARAUJO e STADNIK, 2013;
FIGUEIREDO et al., 2012).

No entanto, foi relatado em outra pesquisa que os isolados presentes em diferentes
regides geogréficas podem se distinguir, tendo alguns maior agressividade do que os demais
presentes em outras localidades. E que o C. acutatum isolado de pitomba apresentou pouca
variabilidade genética, enquanto C. gloeosporioides de maracujd e manga foram mais
heterogéneos, ou seja, se encontra maior diversidade génica entre os fungos que foram
isolados de diferentes hospedeiros e/ou que sdo de diferentes regides (MEDEIROS et al.,
2010). Gupta et al., (2010) também afirmaram em seu trabalho que apds avaliar 25 isolados
de C. gloeosporioides coletados de manga em diferentes zonas agroclimaticas, com
subsequente submissao a técnica molecular RAPD, constatou-se que 75% dos isolados tinham
similaridade genética e cerca de 20% apresentavam variabilidade.

Sendo assim, ao comparar o resultado obtido no atual trabalho com os desenvolvidos
por outros pesquisadores que consequentemente estavam expostos a outras condicOes
ambientais, hospedeiros até mesmo de outras espécies e diferentes isolados, o que de certa
forma contribui ainda mais para 0 aumento dessa diversidade encontrada nos representantes
do género Colletotrichum. Pode-se justificar que o comportamento distinto encontrado ao se
tratar da porcentagem e do crescimento do tubo germinativo de conidios, ocorreu devido a
estas divergéncias génicas entre os isolados, que esta diretamente ligada com a agressividade

e a viruléncia do patogeno.

5.4. Comportamento dos isolados de C. gloeosporioides levando em consideracao as trés
variaveis em estudo (crescimento micelial, esporulacédo e germinacéo).

Uma informacéo abordada por Lima et al. (2011) pode explicar alguns dos resultados
obtidos na presente pesquisa, onde o patdogeno em estudo possuiu melhor crescimento
micelial e esporulagédo a 25°C, tendo na temperatura de 35°C um dos piores desenvolvimentos
para essas caracteristicas, entretanto, apresentando melhor taxa de germinacdo nesta Ultima
temperatura citada. Esta alteracdo se deve ao fato de as taxas de germinacdo sofrerem um
aumento conforme se eleva o periodo de molhamento, fato este que pode ter ocorrido no teste
de germinacdo do presente trabalho, pois para melhorar a visualizagdo microscopica dos tubos

germinativos dos conidios dos diferentes isolados, acrescentou-se a cada uma hora de
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observacao, quantidade de agua destilada que variava conforme a umidade observada na placa
que estava se analisando.

Além disso, no ultimo topico do resultado foram citados os isolados que esbogaram
comportamento superior aos demais quando expostos aos diferentes testes (crescimento
micelial, esporulacdo e germinacdo). Essa variacdo entre isolados da mesma espécie, pode ser
explicada pela diferenca genética encontrada, o que permiti que alguns representantes do
grupo aumentem sua resisténcia sendo mais agressivos durante suas agdes fisioldgicas e
patogénicas (GAO et al., 2020).
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que, o fungo Colletotrichum gloeosporioides apresenta ampla variacao
genética, o que permite que haja diferenca entre suas acdes fisioldgicas e/ou patogénicas,
observadas em diversos isolados. Sendo assim, varias pesquisas apontam que o patdgeno pode
ter melhor desenvolvimento micelial, de esporulacéo e germinacdo em um intervalo amplo de
temperatura, que varia de 20°C a 35°C, ou seja, a resisténcia e fisiologia dos isolados podem
variar a depender da cultura em que o mesmo foi identificado ou até mesmo dos primordios
ambientais em que esteve inserido antes de ir para o estudo in vitro, 0 que pode ter
proporcionado acdes morfofisioldgicas mais ou menos agressivas. No entanto, até 0 momento
o fungo C. gloeosporioides ndo apresentou bom desenvolvimento quando exposto a baixas
temperaturas, e sabendo disso, durante o transporte, a venda e 0 armazenamento das frutiferas
e/lou hortalicas pode-se empregar estratégias que exponha estes produtos as menores

temperaturas possiveis, visando evitar o aparecimento da antracnose na pds-colheita.
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