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RESUMO

A manga € considerada uma das mais importantes frutas tropicais cultivadas no mundo, em
que o Brasil é o sétimo produtor mundial. Entretanto, muitos sdo os problemas encontrados
nesta cultura como a mancha de algas, causada por Cehaleuros sp., que apos se instalar em
plantas de mangueira causam lesdes foliares e tendem a se expandir e, como consequéncia
ocorre reducdo da area fotossintética das folhas. H& poucos estudos referentes a caracteristicas
morfoldgicas, isolamento e epidemiologia deste microrganismo. O objetivo deste trabalho foi
realizar a caracterizacdo taxondmica do agente causal da mancha de algas em mangueira, o
seu isolamento em meio de cultura, estudo da sua fisiologia in vitro e distribuicdo de lesdes
no campo. Para tanto, foi realizada a caracterizacdo em microscopio de luz das estruturas do
patdégeno e o isolamento foi avaliado em diversos meios de cultura (com e sem adicdo de
horménios), com subsequente avaliagdo do crescimento e a observacdo da génese de
estruturas reprodutivas. Para estimar a incidéncia e severidade, um total de dez plantas (5 x 5
m) do pomar da Universidade Estadual de Goias (UEG) foram avaliadas ao longo de cinco
dias. Assim, com relagdo a sintomatologia, foram observadas lesGes foliares de formato
arredondado e coalescentes, de cor laranja, com textura aveludada, principalmente na face
adaxial. As dimensdes obtidas para esporangiéforos e esporangios foram de 245,5 - 545,6 x
10,5 - 19,1 um e de 21,4 - 34,2 x 16,3 - 24,7 pum, respectivamente. N&o foi possivel o
isolamento da alga, a partir de fragmentos de tecido, em meio sélido, mas apenas em meio
liquido Trebouxia. Entretanto, apds isolamento em meio liquido, foi possivel o cultivo em
meio sélido, onde estruturas vegetativas e reprodutivas puderam ser visualizadas, com ou sem
adicdo de hormonio, dependendo do meio de cultura. Na avaliagdo em campo, a incidéncia da
doenca nas plantas foi de 80 - 100% (média de 92,25%) ndo havendo diferenca estatistica
entre as plantas; enquanto que para a severidade, metade das plantas exibiram de 4,68 a
7,31% de area foliar coberta com sintomas da mancha de algas (afcsma) e a outra metade
posicionou-se em uma faixa superior (de 9,37 a 15,06% de afcsma). Assim conclui-se que: (1)
descricdes baseadas na sintomatologia, aliada as caracteristicas micromorfologicas indicaram,
que a alga encontrada em mangueira trata-se de Cephaleuros virescens; (2) o tamanho do
esporangioforo é um caractere mais seguro para diferenciar C. virescens de C. parasiticus; (3)
ha necessidade da germinacéo de estruturas reprodutivas para originar talo vegetativo in vitro;
(4) a adicdo de horménio ao meio de cultivo, individualizada, ndo esta relacionada como
promotor do processo de gametogénese in vitro em Cephaleuros; (5) de forma oposta a
incidéncia, a severidade possibilita evidenciar plantas em maior grau de ataque do que as
demais e; (6) plantas com maior sombreamento apresentam maior severidade.

Palavras-chave: Epidemiologia, Fitopatologia, Fisiologia in vitro, Fruticultura,
Sintomatologia.



ABSTRACT

The mango is one of the most important tropical fruit grown in the world, in which Brazil is
the seventh world producer. However, there are many problems in this culture as the algal leaf
spot, caused by Cehaleuros sp., that after install in mango cause leaf spots and tend to expand
and, as consequence there is a reduction in the photosynthetic area of leaves. There are few
studies about morphological characteristics, isolation and epidemiology of this
microorganism. The objective of this work was the taxonomic characterization of the causal
agent of the algal leaf spot in mango, its isolation in culture medium, study their in vitro
physiology and distribution of lesions in the field. For this, was performed the
characterization in light microscopy of pathogen structures and isolation was evaluated in
various culture medium (with and without added hormones), with subsequent growth
assessment and observation of the genesis of reproductive structures. To estimate the
incidence and severity, a total of ten plants (5 x 5 m) from the orchard of the University State
of Goias (UEG) were evaluated along five days. Thus, with respect to symptoms, have been
observed foliar lesions rounded and coalescing format, orange color, with velvety texture,
especially in the upper side. The dimensions obtained for sporangiophores and sporangia were
245.5-545.6 x 10.5-19.1 um and 21.4 - 34.2 x 16.3 - 24.7 um, respectively. The isolation of
the algae from tissue fragments on solid medium was not possible, but only in liquid medium
Trebouxia. However, after isolation in liquid medium, was possible cultivation in solid
medium, where vegetative and reproductive structures could be visualized, with or without
added hormone, depending on the culture medium. In the field evaluation, the incidence of
the disease in plants was 80 - 100% (mean 92.25%) with no statistical difference between
plants; while for the severity, half of the plants exhibited 4.68 to 7.31% of leaf area covered
with stain symptoms of algae (afcsma) and the other half positioned itself in a higher range
(9.37 to 15.06% of afcsma). Unlike incidence, the severity showed plants in greater attack
than the others. Thus it is concluded that: (1) Based on the descriptions of the
symptomatology, combined with the micromorphological characteristics, indicated that the
algae found in mango is Cephaleuros virescens; (2) The size of the sporangiophore is a safer
character to differentiate C. virescens x C. parasiticus; (3) Germination of reproductive
structures is required to give vegetative stem in vitro; (4) The addition of the hormone to the
culture medium, individually, is not related as promoter of in vitro gametogenesis process in
Cephaleuros; (5) As opposed to the incidence, the severity enables show plants with greater
degree of attack than the others and; (6) Plants with higher shading present higher severity.

Key-words: Epidemiology, Phytopathology, In vitro physiology, Fruit production,
Symptomatology.



1 INTRODUCAO
1.1 Importancia e problemas da fruticultura no Brasil

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma colheita que excede
40 milhdes de toneladas anuais, com um alto consumo interno, muito especialmente pela
melhoria de renda dos brasileiros (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2014).
A producdo de manga (Mangifera indica L.) estd em grande expansdo por causa da sua larga
aceitagdo nos mercados interno e externo, sendo uma das frutas mais exportadas
principalmente para 0 mercado da Europa, alcancando precos compensadores
(BUSTAMANTE, 2009). A manga é considerada uma das mais importantes frutas tropicais
cultivadas no mundo, em que o Brasil é 0 sétimo produtor mundial, tendo como maior regido
produtora o Nordeste (LIMA et al., 2009; ALENCAR et al., 2012). Em 2012 a producéo
brasileira de manga, foi de 1.175.735 toneladas e a area cultivada alcangou 73.690 hectares
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2012).

Entretanto, muitos sdo os problemas encontrados na cadeia produtiva desta cultura,
como as doengas causadas por microrganismos, que em muitos casos sdo limitantes a sua
exploracdo comercial tendo em vista as perdas qualitativas e quantitativas (SALES JUNIOR
et al., 2004). As doencas fungicas sdo as mais estudadas, entre as quais, pode-se mencionar a
mal formacdo da mangueira causada principalmente, no Brasil, por Fusarium tupiense, o qual
afeta as inflorescéncias resultando na ndo producdo de frutos (LIMA et al., 2012) e a
antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) que resulta em danos na casca do fruto,
depreciando-o para exportacdo (LIMA et al., 2007). As algas do género Cephaleuros sp.
também causam danos a cultura da mangueira, as quais formam manchas circulares de
coloracdo alaranjada e textura semelhante a feltro, que com o tempo, tendem a se expandir,
apresentando superficie lisa e de coloracdo pardo-acinzentada, ocupando um grande volume
foliar (PONMURUGAN et al., 2009; HAN et al., 2011).

1.2 Aspectos relevantes para o conhecimento de algas parasitas de plantas

As algas sdo frequentemente consideradas protistas com cloroplastos e podem ser
unicelulares com formacéo de coldnias, ou multicelulares de vida livre, ambas com clorofila b
(AGRIOS, 2005). A ordem das algas verdes Trentepohliales (Chlorophyta) consiste de uma
Gnica familia, a Trentepohliaceae, com seis géneros. Embora existam dividas sobre qual
classe a familia Trentepohliaceae pertence, estudos moleculares apontam que ela é
Ulvophyceae (LOPEZ-BAUTISTA et al., 2003; SUTO e OHTANI, 2009). As algas da
familia Trentepohliaceae ndo sdo aquaticas, como a maioria, mas sim subaéreas, crescendo

em solos Umidos, rochas, casca de arvores, folhas, caules e frutos (LOPEZ-BAUTISTA et al.,
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2002). Algumas espécies sdo endofiticas, outras parasitarias, enquanto outras crescem em
estreita associacdo com fungos, formando liguens (CHAPMAN e WATERS, 2002). As
células sdo uni ou multinucleadas, com varios cloroplastos parietais que podem ser discéides
ou em forma de banda, as vezes aparecendo reticulados (LOPEZ-BAUTISTA et al., 2002).

A alga Cephaleuros sp., formada por 15 espécies, consiste em filamentos ramificados,
livres ou em coalescéncia, os quais formam discos irregulares que crescem por baixo da
cuticula e da epiderme de folhas de plantas superiores e causam manchas foliares e em caules
de mais de 200 espécies de plantas, principalmente nos tropicos (AGRIOS, 2005; LOPEZ-
BAUTISTA, 2006). Cephaleuros, normalmente é relatada como uma epifita obrigatéria e
pode ser também parasitaria, onde os haustérios sdo, por vezes, presentes no interior dos
tecidos da planta hospedeira (LOPEZ-BAUTISTA et al., 2002).

O primeiro trabalho desenvolvido no Brasil foi o de Batista e Lima (1949), que
listaram 448 hospedeiros do género Cephaleuros, porém nédo verificaram os danos causados
por essas algas em seus hospedeiros. Akiyama (1971) fez um estudo taxonémico de algas da
familia Trentepohliaceae em Sao Paulo e citou uma chave de identificacdo que considerou a
existéncia de quatro géneros (Cephaleuros, Trentepohlia, Stomatochroon e Phycopeltis).
Porém, encontrou apenas espécies de Trentepohlia e Phycopeltis, e descreveu uma chave de
identificacdo para espécies de Trentepohlia existentes no Brasil.

Brooks (2004) em estudo realizado no ano 2002 na ilha de Tutuila (Samoa
Americana) analisou 146 espécies de hospedeiros e identificou algas da familia
Trentepohliaceae: cinco espécies de Cephaleuros (C. expansa; C. karstenii; C. minimus; C.
parasiticus e C. virescens), duas de Phycopeltis (P. epiphytone e P. irregulares) e duas de
Stomatochroon (S. coalitum e S. consociatum). Das cinco espéecies de Cephaleuros
identificadas, C. virescens foi a mais prevalente, seguida por C. parasiticus. Esse autor
também estudou a patogenicidade de Cephaleuros, em que o percentual de area foliar coberta
por Cephaleuros spp. variou entre as espéecies hospedeiras: 66% das infeccbes foram leves,
25% moderadas, e 9% intensas, sendo que das infeccBes associadas com C. virescens 29%
foram moderadas e 9% intensas. Segundo Farr e Rossman (2014), foram identificadas cinco
espécies de Cephaleuros sp. (C. lagerheimii, C. minimus, C. mycoidea, C. parasiticus e C.
virescens) ocorrentes em 68 (sessenta e oito) hospedeiros. Desse total foram registradas duas
espécies hospedeiras de C. lagerheimii, quatro de C. minimus, seis de C. mycoidea, seis de C.
parasiticus e 50 (cinquenta) de C. virescens. Quanto a Mangifera indica foram registradas
trés ocorréncias de C. virescens. Para exemplificar, podem-se citar alguns trabalhos recentes

em diversos paises e plantas cultivadas, enfocando Cephaleuros spp. (Quadro 1).



Quadro 1. Alguns exemplos de trabalhos recentes com a alga Cephaleuros sp.

Alga Hospedeiro Referéncia

Cephaleuros virescens Psidium guajava, Quezada-Gutiérrez et al.
Mangifera indica (2009)

Cephaleuros virescens Citrus sinensis, Malagi et al. (2011)
C. reticulata, C. limetta

Cephaleuros virescens, Polyalthia longifolia, | Suto et al. (2014)

C. parasiticus Syzygium aromaticum

Cephaleuros virescens Ficus benghalensis Han et al. (2011)

Cephaleuros parasiticus Camellia sinensis Ramya et al. (2013)

Cephaleuros aucubae, Aucuba Japonica,

C. biolophus, Myrica rubra, Suto e Ohtani (2011)

C. microcellularis Symplocos lucida

1.3 Caracterizacdo micromorfologica de algas parasitas de plantas

Em se tratando de estudos morfoldgicos de microrganismos, principalmente focados
na caracterizacdo e taxonomia de diversos grupos, a exemplo dos microfungos, sdéo medidos
0s esporos e demais estruturas propagativas em suas dimensdes, tais como comprimento e
largura (CARVALHO et al., 2008). Em se tratando de organismos de outros grupos, existem
outras estruturas de propagacédo importantes para a taxonomia, como 0s esporangios das algas
e dos organismos do reino Chromista (LOPEZ-BAUTISTA et al., 2002) e,
fundamentalmente, as dimensdes sdo mensuradas de forma similar aos fungos do reino Fungi.
Especificamente, em estudos sobre as caracteristicas morfoldgicas das estruturas do agente
causal, a alga Cephaleuros, é comumente caracterizada através do nimero de esporangios por
esporangioforo (Figuras 1A e 1B), medindo também o comprimento e largura do esporangio
(MALAGI et al, 2011). Dentre outros componentes avaliados, destacam-se 0s
esporangioforos, se estdo solitarios (Figura 1A e 1B) ou em forma de tufos (Figura 1C), onde
também mensura-se seu comprimento e largura (HAN et al., 2011). Segundo Quezada-
Gutiérrez et al. (2009), nas folhas da mangueira, 0s esporangios encontrados apresentaram a
forma oval (Figura 1D) com valores de 25-35 pm x 17,5-27,5 um. E importante salientar que
nem todos os caracteres morfologicos sdo completamente avaliados em cada estudo
publicado, isto é, existe uma falta de padronizacdo dos caracteres que necessitam ser

mensurados.



Figura 1. Caracteristicas micromorfoldgicas de Cephaleuros virescens. A) Esporangiéforo
solitario com seis esporangios (S: esporangio); B) Esporangioforo solitario (seta mostra septo
visivel); C) Esporangioforo ocorrendo em forma de tufo e; D) Esporangio em maior detalhe.

Barras (A, B, C e D = 29; 32; 62 e 26,5 um, respectivamente). Foto: Camila Vilela
Vasconcelos (2014).



3 OBJETIVOS:

1 - Realizar a caracterizacdo micromorfologica do agente causal da mancha de algas através
da visualizacdo e mensuragdo em microscopio Optico das estruturas do patdgeno obtido de
folhas infectadas;

2 - Desenvolver tecnologia de isolamento, em que também serd realizada caracterizacdo
cultural, de crescimento das col6nias e da fisiologia in vitro do patégeno em diversos meios
de cultura;

3 - Realizar a caracterizacdo micromorfoldgica de células do talo vegetativo e estudo da
génese das estruturas reprodutivas do microrganismo sob condi¢des de cultivo in vitro com e
sem adig¢do de hormonios;

4 - Realizar avaliacdo da incidéncia e severidade da mancha de algas em mangueiras em

campo.



Capitulo |

Caracterizacdo micromorfoldgica e isolamento do agente causal da mancha

de algas (Cephaleuros sp.) em mangueira



RESUMO

Apos se instalar em plantas de mangueira, as lesdes causadas por Cephaleuros sp. tendem a se
expandir e, como consequéncia ocorre reducdo da area fotossintética das folhas. Estes
organismos sao dificeis de serem cultivados in vitro e, portanto, pouco estudados no mundo.
O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo taxondmica do agente causal da mancha
de algas em mangueira, o0 seu isolamento em meio de cultura e estudo da sua fisiologia in
vitro. Para tanto, foi realizada a caracterizacdo em microscopio de luz das estruturas do
patdégeno e o isolamento foi avaliado em diversos meios de cultura (com e sem adi¢do de
horménios), com subsequente avaliacdo do crescimento e a observacdo da génese de
estruturas reprodutivas. Com relagdo a sintomatologia, foram observadas lesbes foliares de
formato arredondado e coalescentes, de cor laranja, com textura aveludada, principalmente na
face adaxial. As dimensdes obtidas para esporangiéforos e esporangios foram de 2455 -
545,6 x 10,5 - 19,1 um e de 21,4 - 34,2 x 16,3 - 24,7 um, respectivamente. N&o foi possivel o
isolamento da alga, a partir de fragmentos de tecido, em meio sélido, mas apenas no meio
liquido Trebouxia. Entretanto, ap6ds isolamento em meio liquido, foi possivel o cultivo em
meio s6lido, onde estruturas vegetativas e reprodutivas puderam ser visualizadas, com ou sem
adicdo de hormonio, dependendo do meio de cultura. Assim conclui-se que: (1) descrigdes
baseadas na sintomatologia, aliada as caracteristicas micromorfologicas indicaram, que a alga
encontrada em mangueira trata-se de Cephaleuros virescens; (2) o tamanho do
esporangioforo é um caractere mais seguro para diferenciar C. virescens de C. parasiticus; (3)
ha necessidade da germinacgéo de estruturas reprodutivas para originar talo vegetativo in vitro
e; (4) a adicdo de horménio ao meio de cultivo, individualizada, ndo esta relacionada como
promotor do processo de gametogénese in vitro em Cephaleuros.

Palavras-chave: Fisiologia in vitro, Fruticultura, Meio de cultura, Taxonomia.
ABSTRACT

After get settled in mango plants, the lesions caused by Cephaleuros sp. tend to expand and,
as result there is a reduction in photosynthetic area of leaves. These organisms are difficult to
be cultivated in vitro and, therefore, little studied in the world. The objective of this work was
perform the taxonomic characterization of the causal agent of the algal leaf spot in mango, its
isolation in culture medium and study their in vitro physiology. For this, was performed the
characterization in light microscopy of pathogen structures and isolation was evaluated in
various culture medium (with and without added hormones), with subsequent growth
assessment and observation of the genesis of reproductive structures. Thus, regarding the
symptoms, have been observed foliar lesions rounded and coalescing format, orange color,
with velvety texture, especially in the upper side. The dimensions obtained for
sporangiophores and sporangia were 245.5 - 545.6 x 10.5 - 19.1 um and 21.4 - 34.2 x 16.3 -
24.7 um, respectively. The isolation of the algae from tissue fragments on solid medium was
not possible, but only in liquid medium Trebouxia. However, after isolation in liquid medium,
was possible cultivation in solid medium, where vegetative and reproductive structures could
be visualized, with or without added hormone, depending on the culture medium. Thus it is
concluded that: (1) Based on the descriptions symptomatology, combined with the
micromorphological characteristics, indicated that the algae found is Cephaleuros virescens;
(2) The size of the sporangiophore is a safer character to differentiate C. virescens x C.
parasiticus; (3) The germination of reproductive structures is required to give vegetative stem
in vitro and; (4) The addition of hormone in the culture medium, individually, is not related as
promoter of in vitro gametogenesis process in Cephaleuros.

Key-words: In vitro physiology, Fruit production, Culture medium, Taxonomy.



1 INTRODUCAO

As algas parasitas de plantas compreendem um grupo a parte em se tratando de
agentes fitopatogénicos. Pouco estudadas no Brasil, estas algas parasitas tem entre suas
principais espécies, Cephaleuros virescens e C. parasiticus (AGRIOS, 2005). O
microrganismo Cephaleuros sp. € uma alga verde do reino Archaeplastida, filo Chlorophyta,
classe Ulvophyceae, ordem Trentepohliales, familia Trentepohliaceae, que parasita diversas
plantas hospedeiras causando a doencga conhecida como mancha de algas, a qual ocorre em
todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, entre as latitudes 32° Norte e 32° Sul
(SUTO e OHTANI, 2009; MALAGI et al., 2011), desde que a temperatura e a umidade sejam
adequadas para o seu crescimento e reproducdo (NELSON, 2008).

Algumas das plantas economicamente mais importantes atacadas por algas verdes séo
0 abacate, cha, café, cacau, pimenta, citros, caju e manga (AGRIOS, 2005; KIMATI et al.,
2005). Nas culturas atacadas, o patégeno é mais frequente em condicdes de temperatura e
umidade elevadas, ocorrendo principalmente nas folhas mais sombreadas da planta
(PONMURUGAN et al., 2010). As manchas circulares de coloracdo alaranjada e textura
semelhante a feltro, com o tempo, tendem a se expandir, apresentando superficie lisa e de
coloracdo pardo-acinzentada, ocupando um grande volume foliar (PONMURUGAN et al.,
2009; HAN et al., 2011). Como consequéncia do grande volume foliar ocupado, os danos
causados sdo advindos da reducdo da area fotossintética das folhas (PONMURUGAN et al.,
2007; MALAGI et al., 2011).

Em estudos sobre as caracteristicas morfologicas de Cephaleuros, € comumente
estimado o numero de esporangios por esporangioforo, o comprimento e largura do
esporangio, se 0s esporangioforos estdo solitarios ou em forma de tufos e, 0 comprimento e
largura dos esporangiéforos (HAN et al., 2011; MALAGI et al., 2011). Como nem todos 0s
caracteres morfoldgicos sdo completamente avaliados em cada estudo publicado, este trabalho
pretende padronizar quais sdo os caracteres distintivos.

Outro aspecto relevante € a falha frequente na obtencdo de um bom rendimento nos
cultivos de algas parasitas de plantas em meio de cultura, o que pode ser devido a um
conhecimento limitado das necessidades nutricionais desse organismo, Visto que meios
contendo carbono e nitrato sdo 0Ss mais apropriados para o crescimento das algas
(PONMURUGAN et al., 2010). Malagi et al. (2011), por exemplo, ndo obtiveram sucesso na
multiplicacdo da alga em meio de cultura Batata-Sacarose-Agar (BSA). No entanto,
Ponmurugan et al. (2010) ao testarem diversos tipos de meios obtiveram bons resultados com
0s meios sintéticos Trebouxia e Bristol, e com um meio de cultura natural feito a partir do

extrato da folha da planta hospedeira. Segundo Suto e Ohtani (2011), as coldnias de cinco
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espécies do género Cephaleuros avaliadas apresentaram uma aparéncia suave e em forma de
flocos, com filamentos aéreos de coloragdo amarelo claro em meio Bésico de Bold
modificado (MBB) e filamentos aéreos verde amarelados em meio CA (ICHIMURA e
WATANABE, 1974), enquanto que o crescimento filamentoso foi fino e solto em MBB e
grosso e compacto em meio CA. Outra dificuldade encontrada por alguns autores foi a
obtencdo de esporangios, os quais dificilmente sdo encontrados em formas de cultivo in vitro
(SUTO e OHTANI, 2011).

Assim, este trabalho teve como objetivos: (1) realizar a caracterizagdo
micromorfolégica do agente causal da mancha de algas em mangueira, (2) realizar o
isolamento e caracterizacdo cultural de crescimento das coldnias e da fisiologia in vitro do
patégeno em diversos meios de cultura e (3) realizar a caracterizacdo micromorfoldgica de
células do talo vegetativo e estudo da génese das estruturas reprodutivas do microrganismo

sob condigdes de cultivo in vitro com e sem adi¢do de horménios.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacdo micromorfologica do agente causal da mancha de algas em
mangueira

Para caracterizacdo micromorfologica, foi realizada coleta de folhas de mangueira
infectadas pela mancha de alga em arvores cv. Alfa Embrapa de um pomar localizado dentro
do campus da Universidade Estadual de Goias (UEG), Ipameri, Goias, Brasil (latitude
17°41°S, longitude 48°11°N, altitude 800 m). A mancha de algas ocorreu de forma natural no
pomar. Em seguida, as folhas foram submetidas a condicdo de cdmara Umida, utilizando
caixas acrilicas transparentes do tipo gerbox (11 x 11 cm), contendo uma folha de papel mata-
borrdo, previamente umedecida com agua destilada esterilizada (ADE) a 2,5 vezes seu peso.
A condicdo Umida foi mantida por 5 dias até as lesdes ficarem maiores em tamanho e
salientes. Em seguida, foram feitas laminas microscépicas usando ADE como meio de
montagem pela remocdo das estruturas do organismo com auxilio de agulha de platina e
raspagem das lesGes. As imagens das estruturas micromorfologicas foram geradas em
microscopio de luz Leica DM500, com camera digital ICC50 acoplada. As medices das
estruturas foram realizadas com auxilio do programa LAS EZ 2.0, obtendo-se a média de 40

medicgdes para cada estrutura.
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2.2 Isolamento do agente causal da mancha de algas em meio agarizado a partir de
tecido lesionado

Apobs coleta de folhas apresentando sintomas de mancha de algas, estas foram
examinadas em estéreo microscépio para caracterizacdo da sintomatologia. Em seguida,
pequenos fragmentos (5 x 5 mm), englobando a area de transi¢cdo entre o tecido sadio e tecido
lesionado, foram retirados e, em seguida, desinfetados em uma série como a seguir: alcool
70% (30 s), hipoclorito de sddio 1% (30 s) e ADE (3 x 60 s). Os fragmentos de tecido vegetal
desinfetados e ndo desinfetados foram semeados em placas de Petri (1 fragmento placa™)
contendo os meios de cultura: (a) Batata Dextrose Agar (BDA; contendo g L™: batata 200 g,
dextrose 20 g, 4gar 20 g), (b) Batata Sacarose Agar (BSA; contendo g L™: batata 200 g,
sacarose 20 g, agar 20 g), (c) meio Bésico de Bold [MBB; contendo g L™: (1) 25 g NaNOs,
(2) 2,5 g CaCl,.2H,0, (3) 7,5 g MgS0,4.7H,0, (4) 7,5 g Ko:HPO,, (5) 17,5 g KH,PO,, (6) 2,5
g NaCl, (7) 50,0 g EDTA, (8) 31,0 g KOH, (9) 4,98 g FeSO,.7H,0, (10) 11,42 g H3BO3, (11)
1 ml H,S0,, (12) solucdo de micronutrientes contendo g L™: 8,82 g ZnS0,.7H,0, 1,44 g
MnCl,.4H,0, 0,71 g MoO3, 1,57 g CuS0,.5H,0, 0,49 g Co(NO3)%.6H,0; preparado com 10
mL das solugdes 1-6, 940 mL de agua destilada, 1 mL das solugdes 7-12 e 229 de agar], (d)
meio extrato da folha do hospedeiro agarizado (EFH; contendo: 1 L de filtrado a partir de 100
g de folhas sadias trituradas de mangueira, 20 g sacarose e 20 g agar), (e) Bristol (contendo g
L*: 0,097 g FeCl,, 0,004 g MnCls, 0,005 g ZnCl,, 0,002 g CaCl, e 0,004 g Na,MoO, e 20 g
4gar) e, (f) Trebouxia (contendo g L™:10 g peptona proteose, 20 g glicose, 60 mL solugéo
Bristol (contendo g L™: 0,097 g FeCl,, 0,004 g MnCl,, 0,005 g ZnCl,, 0,002 g CaCl, e 0,004
g Na;Mo0,). Todos os meios de cultura acima citados foram autoclavados a 121°C por 15
min. Apos 7 dias a 25°C e fotoperiodo de 12 h, foi realizada a avaliagdo do crescimento

conforme escala de notas adaptada de Ponmurugan et al. (2010), apresentada na Tabela 2.

2.3 Isolamento do agente causal da mancha de algas em meio liquido a partir de tecido
lesionado e subsequente repicagem para meio agarizado

Pequenos fragmentos (5x 5 mm), englobando a area de transicéo entre o tecido sadio e
tecido lesionado, foram retirados e, em seguida, desinfetados conforme item anterior. Em
seguida, os fragmentos de tecido vegetal desinfetados e ndo desinfetados foram transferidos
para 0os meios liquidos: (a) MBB, (b) EFH, (c) Bristol e, (d) Trebouxia. Apds serem
inoculados para meio liquido (5 fragmentos Erlenmeyer™), estes foram para agitadora a 120
rpm, a 25°C e fotoperiodo de 12 h, durante 3 dias. Em seguida, foi realizada a avaliacdo do
crescimento conforme escala de notas adaptada de Ponmurugan et al. (2010). Apds cultivo em

meio liquido, fragmentos de micélio da alga foram transferidos do meio Trebouxia liquido
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para 0s meios agarizados: (a) MBB, (b) EFH, (c) Bristol e, (d) Trebouxia. Tal procedimento
permitiu obtencdo de 2 isolados de C. virescens: H-27-01 (obtido em MBB agarizado) e H-

27-02 (obtido em Trebouxia agarizado).

2.4 Fisiologia e morfologia in vitro

Para avaliar o crescimento in vitro de C. virescens, discos de agar, contendo micélio
do isolado H-27-01 foram repicados para 0s meios agarizados: (a) MBB, (b) EFH, (c) Bristol
e, (d) Trebouxia, totalizando 10 placas de Petri para cada meio de cultura. Ap6s 4 dias de
cultivo a 25°C e fotoperiodo de 12 h, tomaram-se as medidas de diametro das colbnias,
obtendo-se os valores médios de duas medidas diametralmente opostas. Aos 15 dias,
filamentos da alga crescida nas placas foram removidos para confeccdo de Iaminas
microscépicas usando ADE como meio de montagem, onde foi possivel mensurar as células
do talo vegetativo principal (40 células) e observacdo da formagdo de gametangios e
esporangios. Além disso, outras placas foram utilizadas para adi¢cdo de hormdnios como a
seguir: (1) 150 mg L™ de &cido indol acético (AIA) e (2) 150 mg L™ de 4cido giberélico
(GA;) e, apobs 15 dias, filamentos da alga crescida nas placas foram removidos para confecgédo
de laminas microscépicas usando ADE como meio de montagem para observacdo de
gametangios e esporangios (PONMURUGAN et al., 2010).

2.5 Analises estatisticas

Os resultados relativos as medidas das estruturas da alga foram submetidos a analise
de variancia. Os resultados relativos ao crescimento das coldénias em meio agarizado (aos 4
dias) foram submetidos a andlise de regressao. Os resultados relativos as medic6es das células
do talo vegetativo (aos 15 dias) foram submetidos ao teste de Scott-Knott (P<0,05), com
auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo micromorfoldgica do agente causal da mancha de algas

Com relacdo a sintomatologia, foram observadas nas folhas em plantas no campo,
lesbes de formato arredondado (Figura 2A) e coalescentes (Figura 2B), de cor laranja, com
textura aveludada, espalhadas principalmente na face adaxial, podendo ocorrer raramente na
face abaxial (Figura 2D). Folhas lesionadas por C. virescens ocorreram principalmente na

parte basal das plantas de mangueira, com alta infestacéo (Figura 2C).



12

Figura 2. Lesdes em folhas de mangueira (Mangifera indica) causadas por Cephaleuros
virescens com aspecto saliente e coloracdo alaranjada. (A) Lesdes de formato circular; (B)
Lesdes coalescentes; (C) Sintomas observados na parte basal da mangueira e; (D) LesGes na

face abaxial. Barras (A, B, Ce D = 1,5; 3,5; 6,5 e 1,5 cm, respectivamente).

ApOs mensuracdo das estruturas da alga, verificou-se que os esporangiéforos possuiam
2455 - 545,6 x 10,5 - 19,1 um (431,5 x 12,9 um) (Tabela 1; Figura 3B), enquanto que 0S
esporangios apresentaram 21,4 - 34,2 x 16,3 - 24,7 um (27,8 x 20,3 um) (Tabela 1; Figuras
3B e 3D). O nimero de septos dos esporangioforos variou de 4 a 9 (Figura 3C), com média de
5,6 septos por esporangiéforo. O numero total de esporangios gerados por cada
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esporangioforo foi de 2 a 7, com 3,9 em média, sendo 2,4 presos e 1,5 desprendidos da célula
suspensora (Figura 3C). As células cabeca apresentaram dimens@es de 26,3 - 55,5 x 22,2 -
59,0 um (35,5 - 34,6 um) (Figura 3C). A tabela 2 resume as caracteristicas micromorfolégicas
obtidas da alga ocorrente em mangueira frente a outros relatos do mesmo género em outras

culturas de importancia econémica.



14

Figura 3. Caracteristicas micromorfologicas de Cephaleuros virescens. (A) Esporangiéforo
ocorrendo em forma de tufo; (B) Esporangiéforo solitario (SP: esporangiéforo; S:
esporéangio); (C) Célula cabeca (HC) e célula suspensora (SC) (Seta isolada indica um septo
no esporangiéforo); (D) Esporangio em maior detalhe; (E) Esporangiéforo com inicio do
desenvolvimento dos esporangios e; (F) Zoosporos. Barras (A, B, C, D, E e F = 27,5; 52,12;
56,98; 37,48; 27,93; 26,21 um, respectivamente).
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Tabela 1. Caracteristicas de Cephaleuros sp. em diferentes hospedeiros, incluindo C.
virescens encontrada em mangueira no campus da UEG. Ipameri, GO, Brasil, 2014.

Esporangi6foro (pum) Esporangio (pum)

Espécieda  Hospedeiro
alga
Comprimento Largura Comprimento Largura

Cephaleuros  Mangifera 245 - 545 10,5-19,1 21,4 -34,2 16,3 - 24,7
virescens® indica

Cephaleuros Ficus

- 2 . 500 - 1000 12,0- 25,0 30,0 22,0
virescens benghalensis

Cephaleuros

; @ Bixaorellana 130 - 346 13,0-19,0 33,0-45,0 36,0 -41,0
virescens

Cephaleuros Camellia

vl Sl 880-1256  22,5-322  17,4-275  17,4-208
pal’aSItICUS SInensIs

DCephaleuros virescens encontrado em folhas de mangueira; @Han et al. (2011); ®Lopez (2005);
“Ponmurugan et al. (2010).

3.2 Isolamento do agente causal da mancha de algas em meio agarizado a partir de
tecido lesionado

Com relacdo ao isolamento direto da alga em meio sélido (usando fragmentos de
tecido vegetal desinfestado e ndo desinfestado), nenhum meio de cultura agarizado

proporcionou desenvolvimento da alga Cephaleuros virescens (Tabela 2).
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Tabela 2. Selecdo de diferentes meios de cultura sintéticos e naturais para isolamento e
cultivo de Cephaleuros virescens a partir de folhas de mangueira. Ipameri, Goias, Brasil,
2014.

Crescimento de Cephaleuros virescens®™)
Meios de cultura Meio agarizado a Meio liquido a partir Meio agarizado a
partir de fragmentos de fragmentos de partir de micélio de

de tecido lesionado®”  tecido lesionado®  Trebouxia liquido®
© ) @ @) )

BDA 0 0 na na 0
BSA 0 0 na na 0
MBB 0 0 0 0 4
EFH 0 0 0 0 4
Bristol 0 0 0 0 4
Trebouxia 0 0 2 1 4

DEscala de notas adaptada de Ponmurugan et al. (2010). Nota 0: auséncia de crescimento; Nota 1:
Alga coloniza de 1 até 16% da area superficial (as - meio agarizado) ou volume (v - meio liquido) do
meio de cultura (mc); Nota 2: Alga coloniza de 16,1 até 33% da as ou v do mc; Nota 3: Alga coloniza
de 33,1 até 50% da as ou v do mc. Nota 4: Alga coloniza mais de 50,1% da as ou v do mc; ®As
avaliagcBes nos meios agarizados e liquidos a partir de fragmentos de tecido lesionado foram realizadas
aos 7 e 3 dias de cultivo, respectivamente. ®As avaliagdes nos meios agarizados a partir do meio
liquido Trebouxia foram realizadas aos 4 dias de cultivo; @Fragmentos de tecido vegetal
desinfestados; "Fragmentos de tecido vegetal ndo desinfestados; "N&o avaliado.

3.3 Isolamento do agente causal da mancha de algas em meio liquido a partir de tecido
lesionado e subsequente repicagem para meio agarizado

Dentre os meios liquidos avaliados, os meios MBB, EFH e Bristol nao
proporcionaram crescimento in vitro da alga, tanto para o tecido vegetal desinfestado como o
ndo desinfestado (nota 0). Ja o meio liquido Trebouxia permitiu o isolamento da alga, em que
utilizando fragmento de tecido vegetal desinfestado e ndo desinfestado, houve um
crescimento da alga que ficou entre 16,1 e 33% (nota 2; Figuras 4A e 4B) e entre 1 e 16%
(nota 1) do volume do meio de cultura, respectivamente (Tabela 2).

Apos sucesso obtido no cultivo liquido, fragmentos da alga cultivada em

Trebouxia (Figuras 4A e 4B) foram transferidos para o meio MBB agarizado até obtencdo do
isolado H-27-01 purificado. Apos purificacdo, o isolado H-27-01 foi cultivado em meio sélido
(EFH, MBB, Bristol e Trebouxia), colonizando mais do que 50% da area superficial da placa
de Petri (nota 4; Tabela 2).
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ifigura 4. Crescimento de Cephaleuros virescens em meio liquido Trebouxia a partir de
fragmentos de tecido vegetal lesionado desinfestado, exibindo nota 2 na escala de avaliacéo
adaptada de Ponmurugan et al. (2010). Barras (A e B = 3,9 e 1,54 cm, respectivamente).

3.4 Fisiologia e morfologia in vitro

As maiores médias de crescimento micelial ocorreram quando a alga foi cultivada nos
meios Trebouxia e MBB (8,2 e 8,0 cm), sendo superior aos demais tratamentos (Tabela 3). O
meio Bristol proporcionou crescimento intermediario, de 6,0 cm e, 0S meios que
proporcionaram 0s menores crescimentos foram EFH e CA (5,5 e 5,3 cm). O crescimento
micelial até o 4° dia em placas de Petri foram melhores ajustados por um modelo linear, para
todos os meios de cultura, em que os modelos foram significativos e com coeficiente de
determinacdo (R?) acima de 98% (Tabela 3).
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Tabela 3. Crescimento de Cephaleuros virescens no 4° dia de avaliagcdo e modelos lineares de
regressdo. Ipameri, GO, Brasil, 2014.

Meios de cultura Crescimento Modelos R*(%) (P<X)
ao 4° dia
(cm)
MBB 8,0a y = 2,2210x — 0,9900 99,81 0,01
EFH 5,5¢C y=1,4201x-0,0006 99,50 0,05
Bristol 6,0b y =1,6195x — 0,4450 99,85 0,01
Trebouxia 8,2a y = 2,5015x — 2,1325 98,05 0,01
Coeficiente de variagao 6,71
(%)

Wvalores seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-
Knott (P<0,05).

O meio Trebouxia proporcionou a obtencdo de células maiores no talo vegetativo
principal (comprimento e largura: 69,1 x 6,1 um) em comparagao aos outros meios de cultura
(Tabela 4).

Tabela 4. Comprimento e largura das células do talo vegetativo principal de Cephaleuros

virescens cultivado em diferentes meios de cultura. Ipameri, GO, Brasil, 2014.

Meios de cultura Dimensdes das células™
Comprimento (um) Largura (um)
MBB 46,4b 4,8b
EFH 42,6¢ 4,5b
Bristol 39,1c 4,8b
Trebouxia 69,1a 6,12
Coeficiente de variacédo (%) 17,50 15,00

Dv/alores seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-
Knott (P<0,05).

Estruturas vegetativas e reprodutivas puderam ser visualizadas em meio de cultivo in
vitro com ou sem adi¢do de hormdnio, dependendo do meio de cultura. No meio Bristol, sem
adicdo de hormdnio, células filamentosas, por vezes, cresceram de forma globosa, em formato
elipsoide ou fusiforme (Figura 5A). Tais ceélulas, inchadas como se apresentavam,
assemelhavam a gametangios e, frequentemente, células filamentosas surgiram a partir delas.
Além disso, estruturas arredondadas e diminutas com a presenca do pigmento clorofila (seta
vermelha, Figura 5A) foram observados nas células filamentosas no meio Bristol.
Surpreendentemente, houve formacdo de gametangio maduro no meio MBB-AIA (Figura
5B). No meio Trebouxia, com ou sem adicdo de hormdnio, ndo foi verificada a formacdo de
estruturas reprodutivas, apenas vegetativas. O meio EFH-GA3 possibilitou a formacdo de

esporangios maduros (Figura 5C) e zo6sporos (Figura 5D).
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Figura 5. Estruturas reprodutivas e vegetativas de Cephaleuros virescens observadas em
cultivo in vitro em meio agarizado. (A) Gametangios sendo produzidos a partir de células de
filamento vegetativo em meio Bristol (seta preta indica estrutura semelhante a um
gametangio; seta vermelha indica estruturas arredondadas e diminutas com a presenca do
pigmento clorofila); (B) Gametangio maduro formado em meio MBB-AIA (Seta indica
zoosporo dentro do gametangio antes da liberacdo no meio); (C) Esporangio produzido em
meio EFH-GAS3 e; (D) Seta indicando zodsporos em meio EFH-GAS. Barras (A, B, C e D=
36; 20,36; 35,7; 12 um, respectivamente).

4 DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao micromorfolédgica do agente causal da mancha de algas

Baseando-se nas caracteristicas micromorfologicas da Tabela 1, verificou-se que as
medidas obtidas para o esporangioforo (245,5 - 545,6 um x 10,5 - 19,1 um) de Cephaleuros
em mangueira foram préximas as obtidas para C. virescens em plantas de Ficus benghalensis
na Coreia, por Han et al. (2011), cujas medidas foram 500 - 1000 um x 12 - 25 um (Tabela 1).
Embora C. virescens e C. parasiticus possuam similaridades quanto a forma e coloragéo, 0s

esporangioforos de C. parasiticus apresentam dimensGes maiores para comprimento e
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largura: 880 - 1256 pum x 22,5 - 32,2 um (PONMURUGAN et al., 2010), principalmente para
largura (13,0 - 19,0 um), como observado por Lopez (2005).

Além disso, Suto et al. (2014) afirmaram que as caracteristicas macroscépicas das
manchas nas folhas séo claramente diferentes entre C. virescens e C. parasiticus. No presente
estudo foi visto que as lesdes ocorreram principalmente na face adaxial (Figuras 2A e 2B) e,
raramente, na face abaxial. Os mesmos autores afirmam que em C. virescens, o talo
vegetativo desenvolve apenas na face adaxial da folha, de onde emergem os esporangios e o
talo cresce apenas subcuticularmente e apenas as células epidérmicas e palicadicas sdo
afetadas. De forma contraria, em C. parasiticus, as lesdes se desenvolvem no tecido da folha a
partir da face adaxial até a face abaxial, sendo visivel em ambas as superficies, nas quais
possuem esporangiéforos projetados, principalmente, a partir da face abaxial da folha e,
raramente, a partir da face adaxial. Ainda, em C. parasiticus, o talo vegetativo cresce
subepidermicamente, onde a necrose das células do hospedeiro é observada em todo o tecido
foliar. Como consequéncia, descricdes baseadas na sintomatologia, aliada as caracteristicas
apresentadas na Tabela 1 indicaram, que a alga encontrada em mangueira trata-se de C.
virescens.

Em concordancia com Thompson e Wujek (1997), € importante mencionar que 0S
esporangios de C. virescens encontrados em mangueira (21,4 - 34,2 um x 16,3 - 24,7 um)
foram maiores do que os esporangios de C. parasiticus encontrados em Camellia sinensis
(17,4 - 27,5 x 17,4 - 20,8 um) por Ponmurugan et al. (2010). De qualquer forma, pode-se
afirmar que o tamanho do esporangi6foro é um caractere mais seguro para diferenciar as duas
espécies, uma vez que Suto et al. (2014) tenha afirmado que o tamanho de esporangios sao 0s
mesmos para C. virescens e C. parasiticus.

E importante salientar que nem todos os caracteres micromorfoldgicos sdo
completamente avaliados em cada estudo publicado, isto é, existe uma falta de padronizagédo
dos caracteres que necessitam ser mensurados. Os caracteres mais dimensionados sdo o
comprimento e largura dos esporangios e esporangioforos, ou apenas de um deles, sendo
muitas vezes descritas somente as médias obtidas para as medigdes, enquanto que o mais
adequado seria referir-se aos intervalos obtidos para cada estrutura. Outro ponto importante,
consiste na variabilidade dos dados, em que, foram obtidos coeficientes de variacdo de 18,5;
14,2; 11,22 e 7,93% para 0 comprimento e largura dos esporangi6foros e comprimento e
largura dos esporangios, respectivamente. Assim, para a caracterizacdo micromorfologica de
Cephaleuros sp. é necessario mensurar as seguintes estruturas: comprimento e largura dos (1)
esporangioforos, (2) esporangios, (3) células cabega; numero de (4) esporangio por

esporangioforo, (5) esporangios presos a célula suspensora, (6) esporangios desprendidos da
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celula suspensora; (6) numero de septos por esporangioforo e; (7) coeficiente de variagcdo para

0 comprimento e largura dos esporangioforos e esporangios.

4.2 Isolamento do agente causal da mancha de algas em meio agarizado a partir de
tecido lesionado

O isolamento direto a partir de tecido lesionado para os meios agarizados BSA, BDA,
MBB e EFH, ndo permitiu obtencdo de sucesso. Uma explicagdo para este fato pode ser
atribuida a ndo formacéo do talo vegetativo a partir de outro talo vegetativo, diretamente, a
partir de uma lesdo foliar em meio de cultura artificial agarizado, pois ha necessidade da
germinacdo de estruturas reprodutivas para originar talo vegetativo in vitro. Outros autores
como Holcomb (1986) e Malagi et al. (2011), tentaram o isolamento da alga em meio BSA,
ndo conseguindo a multiplicacdo da mesma, sugerindo que Cephaleuros sp. trata-se de um

organismo sensivel quanto a metodologia de isolamento e requerimento nutricional.

4.3 Isolamento do agente causal da mancha de algas em meio liquido a partir de tecido
lesionado e subsequente repicagem para meio agarizado

Apenas em meio liquido foi possivel o desenvolvimento in vitro da alga. Tal
metodologia se mostrou mais adequada porque quando submetido a agitacdo (120 rpm),
ocorre desprendimento de esporangios e zoosporos das lesdes para 0 meio liquido, o que
proporcionou o subsequente desenvolvimento de talo vegetativo a partir da germinacéo destas
estruturas reprodutivas.

Dentre os meios liquidos avaliados, o meio Trebouxia foi 0 Gnico que permitiu o
isolamento da alga para posterior repicagem para os outros meios. Tal evento pode ser
explicado pelo fato de que o meio Trebouxia fornece nitrogénio por meio da Peptona
proteose, que é um nutriente essencial ao crescimento de algas (REN et al., 2013). De forma
analoga, Ponmurugan et al. (2010) também isolaram a alga primeiramente em meio liquido
para depois repicagem para 0S meios agarizados e relataram que o meio Trebouxia liquido
propiciou um bom desenvolvimento da alga. Os meios BSA e BDA ndo foram avaliados para
isolamento em meio liquido, bem como apresentaram nota O no cultivo quando agarizados a
partir de micélio proveniente de meio Trebouxia liquido, por conterem em sua composicao
nutricional apenas agucar e amido, sendo estes componentes insuficientes para o cultivo in
vitro de Cephaleuros sp.

O cultivo da alga nos meios sélidos MBB, EFH, Bristol e Trebouxia s6 foi possivel
apos isolamento em meio liquido. As seguintes teorias podem explicar este evento: (1)

adaptacdo gradual da alga em meio de cultivo artificial, primeiramente liquido para depois em
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meio sélido, em que o talo vegetativo tenha ficado independente do crescimento sobre uma
matriz foliar e (2) obtencdo, em abundancia, de talo vegetativo, 0 que pode facilitar a

transferéncia do microrganismo para o cultivo em meio solido.

4.4 Fisiologia e morfologia in vitro

Os meios MBB e Trebouxia foram os meios de cultura que proporcionaram uma taxa
de crescimento maior que 0s demais, pois sdo 0s meios mais completos, fornecendo nutrientes
essenciais (fésforo, célcio, magnésio, boro, cobre e zinco) para o desenvolvimento de
microalgas (PONMURUGAN et al., 2010). Em estudo recente, Ponmurugan et al. (2010)
testaram diversos meios de cultura, sintéticos e naturais, para o crescimento in vitro de C.
parasiticus e, de forma similar, obtiveram crescimento proeminente em meio Trebouxia. Um
rapido crescimento micelial € importante, uma vez que reduz os indices de contaminagdes na
cultura pura do microrganismo (SALES CAMPOS e ANDRADE, 2010).

Curiosamente, alem de proporcionar maior taxa de crescimento das col6nias, 0 meio
Trebouxia permitiu obtencdo de maiores dimensfes para 0 comprimento e largura de células
do talo vegetativo de C. virescens, sugerindo que estes eventos estejam diretamente
relacionados. Além disso, tais dados sdo valiosos para o campo da Ficologia, visto que
caracteristicas culturais (caracteristica de colonias, desenvolvimento de filamentos e
morfologia das células do talo vegetativo) em meios agarizados sdo consideradas Uteis para a
identificacdo de espécies de Cephaleuros (SUTO e OHTANI, 2011).

Existem poucos estudos relacionados ao uso de hormdénios para inducdo ao
crescimento e reproducdo de algas. Chowdary (1969) reportaram que esporangios e
gametangios foram produzidos em C. virescens quando auxinas (acido indolil-3-acético,
indolil-3-butirico e indolil-3-propionico) foram adicionadas ao meio de cultura. Embora a
adicdo de horménio ndo tenha feito diferenca nos meios Bristol e Trebouxia, foi visto que no
meio MBB, o acréscimo de AIA, estimulou a formacdo de gametdngio maduro e de
zoosporos. Similarmente, o meio EFH acrescido de GAj; possibilitou a formacdo de
esporangio e zodsporos. Apenas a adicdo de hormdnio, individualizada, ndo esta relacionada
como promotor do processo de gametogénese em Cephaleuros, mas a combinacdo deste com
0 meio de cultivo ou mesmo meios de cultivo que ndo necessitam destas substancias como
catalizador para este processo.

Em conformidade com Suto e Ohtani (2011), estruturas diminutas e arredondadas com
presenca do pigmento clorofila foram encontradas nas células filamentosas do meio Bristol.
Alem disso, houve a formacéao de estruturas semelhantes a gametangios formados a partir das

celulas filamentosas. Adicionalmente, Ponmurugan et al. (2010) constatou a presenca do
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pigmento clorofila e de pigmento semelhante a carotenoide em C. parasiticus. Em todos os
meios de cultura utilizados o crescimento da alga foi diferente daquele ocorrente na natureza,
sendo que os filamentos cresceram de forma livre. Caracteristicas das colénias foram bastante
diferentes daquelas observadas quando a alga cresceu em folhas vivas (JOSE e
CHOWDARY, 1977; SUTO e OHTANI, 2009).

5 CONCLUSOES

1 - DescricBes baseadas na sintomatologia, aliada as caracteristicas micromorfologicas
indicaram, que a alga encontrada em mangueira trata-se de Cephaleuros virescens.

2 - O tamanho do esporangi6foro € um caractere mais seguro para diferenciar C. virescens de
C. parasiticus.

3 - Ha necessidade da germinacdo de estruturas reprodutivas para originar talo vegetativo in
vitro.

4 — Apenas a adicdo de hormdnio ao meio de cultivo, individualizada, ndo esta relacionada

como promotor do processo de gametogénese in vitro em Cephaleuros.
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Capitulo 11

Incidéncia e severidade de mancha de algas em mangueira cv. ‘Amrapali’
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a incidéncia e severidade da mancha de algas
ocorrente em plantas de mangueira cv. ‘Amrapali’. O estudo foi desenvolvido durante 0 més
de setembro de 2014 em area experimental da Universidade Estadual de Goias, Campus
Ipameri, Goias, Brasil, em plantas com 8 anos de idade. A mancha de algas ocorreu de forma
natural no campo. Um total de dez plantas do pomar (5 x 5 m) foram avaliadas ao longo de
cinco dias mediante emprego de uma escala descritiva de notas. Foi obtido o coeficiente de
variagdo para incidéncia e severidade de mancha de algas. Folhas com manchas de formato
arredondado, de cor laranja, textura aveludada semelhante a feltro, foram observadas na face
adaxial. A partir destas lesdes, foram observados esporangios (24,5 - 34,7 x 17,7 - 25 um),
caracteristicos de Cephaleuros virescens. A incidéncia nas plantas foi de 80 - 100% (média de
92,25%) ndo havendo diferenca estatistica entre as plantas; enquanto que para a severidade,
metade das plantas exibiram de 4,68 a 7,31% de area foliar coberta com sintomas da mancha
de algas (afcsma) e a outra metade posicionou-se em uma faixa superior (de 9,37 a 15,06% de
afcsma). Assim conclui-se que: (1) de forma oposta a incidéncia, a severidade possibilita
evidenciar plantas em maior grau de ataque do que as demais e; (2) plantas com maior
sombreamento apresentam maior severidade.

Palavras-chave: Epidemiologia, Sintomatologia, Diagnose de doencas de plantas.
ABSTRACT

The objective of this study was to quantify the incidence and severity of algal leaf spot
occurring in mango plants cv. ‘Amrapali’. The study was conducted during the month of
September 2014 in the experimental area of the University State of Goias, Campus Ipameri,
Goias, Brazil, in plants with 8 years old. The algal leaf spot occurred naturally in the field. A
total of ten plants of the orchard (5 x 5 m) were evaluated over five days by use of a
descriptive scale of notes. It was obtained the coefficient of variation for incidence and
severity of algal leaf spot. Leaves with round spots, orange, velvety texture like felt, were
observed in the upper side. From these lesions, were observed sporangia (24.5 - 34.7 x 17.7 -
25 um), characteristic of Cephaleuros virescens. The incidence on plants was 80-100%
(mean 92.25%) with no statistical difference between plants; while for the severity, half of the
plants exhibited 4.68 to 7.31% of leaf area covered with symptoms of algal leaf spot (afcsma)
and the other half positioned itself in a higher range (of 9.37 a 15.06% of afcsma). Thus it is
concluded that: (1) As opposed to the incidence, the severity enables show plants with greater
degree of attack than the others and; (2) Plants with higher shading present higher severity.

Key-words: Epidemiology, Symptomatology, Diagnosis of plant diseases.
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1 INTRODUCAO

A mancha de algas, causada pelo patdégeno Cephaleuros sp., ocorre frequentemente
em condigdes de temperatura e umidade elevadas (NELSON, 2008). Mantidas as condigdes
favoraveis, manchas circulares de coloracdo alaranjada e textura semelhante a feltro, com o
tempo, tendem a se expandir, apresentando superficie lisa e de coloracdo pardo-acinzentada,
ocupando um grande volume foliar (PONMURUGAN et al., 2009; HAN et al., 2011). Como
consequéncia do grande volume foliar ocupado, os danos causados séo advindos da reducdo
da éarea fotossintética das folhas (PONMURUGAN et al., 2007; MALAGI et al., 2011).
Poucos sdo os estudos abordando a mancha de algas em frutiferas no Brasil e, além disso, a
maioria dos estudos existentes se limitam a etiologia e caracterizagdo do agente causal, ndo
havendo estudos epidemioldgicos ou com alguma abordagem em campo.

A quantificagdo de uma doenga por incidéncia ¢ mais facil e simples, ao passo que a
avaliacdo da severidade exige a adocdo de chaves descritivas, escalas diagramaticas ou a
analise de imagens digitalizadas por programas computacionais (BELASQUE JUNIOR et al,
2005). Incidéncia refere-se ao percentual de plantas doentes em uma determinada amostra e,
severidade refere-se a propor¢ao do volume ou area do tecido vegetal afetado e com sintomas
(BOWEN, 2010). Segundo AMORIM e BERGAMIN FILHO (2011), pouco vale conhecer o
agente causal, uma vez que ndo sdo quantificadas a extensdo dos seus danos no hospedeiro.
Neste contexto, quantificar as doencas ocorrentes nas culturas é importante quando se pensa
na adocdo de medidas de manejo integrado e no aumento da produtividade (TAVARES,
2004). O objetivo deste trabalho foi quantificar a incidéncia e severidade da mancha de algas

ocorrente em plantas de mangueira cv. ‘Amrapali’.

2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido durante o més de setembro de 2014, em um pomar de
mangueiras cv. ‘Amrapali’ localizado em éarea experimental da Universidade Estadual de
Goias, Campus Ipameri, Goias, Brasil (latitude 17°41°S, longitude 48°11°N, altitude 800 m),
cujas plantas possuiam 8 anos de idade. Folhas exibindo sintomas de manchas de algas foram
coletadas e os sintomas analisados e comparados com as descricdes da doenca segundo
QUEZADA-GUTIERREZ et al. (2009), bem como as estruturas reprodutivas da alga
(esporangios). A mancha de algas ocorreu de forma natural no campo, ndo sendo assim
necessaria inoculacdo. Para avaliacdo da incidéncia e severidade da mancha de algas foram
utilizadas 10 plantas (espacadas a 5 x 5 m) do pomar (area total: 500 m?), obedecendo a
recomendacdo de TAVARES e COSTA (2002), que preconizam avaliar 10 plantas 5 ha™.

Assim, cada planta foi dividida em quatro quadrantes e, em cada quadrande foram escolhidos
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dois galhos ao acaso e, em cada galho, cinco folhas ao acaso (40 folhas por planta)
(TAVARES e COSTA, 2002). Em seguida, a severidade foi avaliada ao longo de cinco dias
(05-09-14 a 10-09-14), mediante o emprego de uma escala descritiva de notas, como a seguir:
nota O - auséncia de manchas da doenca na folha; nota 1 - até 10 % da area foliar com
sintomas da mancha de algas (afcsma); nota 2 - de 11 a 25 % de afcsma; nota 3 - de 26 a 50%
de afcsma; nota 4 - de 51 a 75 % de afcsma; nota 5 - de 76 a 100 % de afcsma. Para as
analises estatisticas, foi considerado o ponto médio de cada nota atribuida, o que permitiu
expressar os resultados em percentagem de area foliar lesionada. Foi obtido o coeficiente de
variacdo das varidveis incidéncia e severidade com auxilio do programa SISVAR
(FERREIRA, 2011). Todas as plantas foram avaliadas na parte da manha.

3 RESULTADOS

Apos levantamento no campo, as observac6es foram direcionadas primeiramente para
as folhas de mangueira exibindo sintomas de mancha de algas, nas quais verificou-se manchas
de formato arredondado, de cor laranja, com textura aveludada semelhante a feltro,
espalhadas na face adaxial (Figura 1A). Nas plantas com maior infestacdo, folhas lesionadas
ocorreram principalmente no terco inferior. Desta forma, para observacao de esporangios da
alga, foram utilizados os materiais coletados no campo, 0s quais possuiam abundancia das
estruturas, permitindo que boas ldminas microscopicas fossem feitas, as quais revelaram
esporangioforos medindo 245,5 - 545,6 x 10,5 - 19,1 um e esporangios medindo de 24,5 -
34,7 x 17,7 - 25 um (Figura 1B).
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Figura 1. A) Folhas de mangueira cv. ‘Amrapali’ exibindo sintomas de mancha de algas; B)
Esporangio de Cephaleuros virescens. (Barras correspondem a 2,9 cm e 23,5 um para as

figuras 1A e 1B, respectivamente).

A incidéncia nas plantas avaliadas foi de 80 - 100%, com média de 92,25%, sendo que
ndo houve diferenca estatistica entre as plantas para esta variavel. Ja para a severidade,
metade das plantas exibiram de 4,68 a 7,31% de area foliar coberta com sintomas da mancha

de algas (afcsma) e a outra metade das plantas exibiram de 9,37 a 15,06% de afcsma.

4 DISCUSSAO

Os sintomas da mancha de algas sdo caracterizados pela formacéao de lesdes circulares,
com 1,0 - 7,0 mm (principalmente 3,0 - 4,0 mm) de diametro e, 15,0 - 50,0 um de altura,
(SUTO et al., 2014). Cephaleuros virescens € um parasita subcuticular, sendo que a necrose
das células do hospedeiro é observada apenas nas células epidérmicas e palicadicas da face
superior da folha, de onde emergem os esporangios (NELSON, 2008), os quais medem 26,0 -
36,0 x 17,0 - 20,0 (SUTO et al., 2014). Tais caracteristicas estdo em conformidade com a
Figura 1A e as medicGes obtidas no presente trabalho, revelando a importancia da
sintomatologia, aliada a caracterizacdo micromorfoldgica do patdégeno durante a diagnose da
mancha de algas.

Segundo NELSON (2008) e MALAGI et al. (2011), a ocorréncia de mancha de algas
em mangueira é favorecida por temperaturas altas e elevada umidade relativa do ar. Durante o

més de setembro de 2014, a temperatura no municipio de lIpameri, apresentou valores
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méaximos variando de 29 a 42°C, condigdo que, associada a precipitacdo de 14,4 mm, ocorrida
entre 02-10-14 e 04-10-14, favoreceu o desenvolvimento da doenca. Isto ocorre porque
periodos chuvosos com temperatura variando de 28 a 32°C, sdo ideais para que a membrana
envoltdria dos esporangios rompa-se, facilitando a dispersdo dos zodsporos pelo vento e como
consequéncia, estes podem infectar novas folhas, brotos e frutos de plantas (DUARTE et al.,
2005).

No presente estudo, foi visto que a quantificacdo da incidéncia gerou dados alarmantes
com relacdo a mancha de algas (80 a 100% de incidéncia). Segundo VALE et al., 2004 a
incidéncia € mais adequada a doencas do sistema radicular, viroses sistémicas e doencas que
geram dano direto ao produto final, pois para a maioria das doengas foliares a relacdo entre
severidade e incidéncia é menos evidente. Além disso, AMORIM e BERGAMIN FILHO
(2011) explicam que quando a epidemia esta em sua fase inicial, a incidéncia é um parametro
satisfatorio para avaliar a maioria das doencas ja que, nesta fase, ela pode ser correlacionada
com a severidade. No entanto, em fases mais avancadas da epidemia, como é 0 caso do
presente estudo, a incidéncia ndo pode ser utilizada independentemente da severidade pois a
incidéncia ndo discerne com clareza a intensidade da doenca. Embora a severidade seja uma
variavel mais dificil de ser obtida, principalmente no caso de escalas descritivas de doenca,
apresenta melhor ajuste em estudos de eficiéncia de controle, condigdes favoraveis a
epidemias e em estudos de danos (VALE et al., 2004; NUTTER et al., 2006).

A variavel severidade (coeficiente de variagdo = 39,43%) apresentou uma amplitude
maior do que a incidéncia (coeficiente de variacdo = 12,82%), o que possibilitou a
discriminacdo das plantas em dois grupos. As plantas do grupo com menor severidade (4,68 a
7,31% de afcsma) foram aquelas menos sombreadas em seu interior, ao passo que aquelas
pertencentes ao grupo com maior severidade (de 9,37 a 15,06% de afcsma) possuiam as
folhas de seu interior mais sombreadas. Assim, de forma oposta a incidéncia, a severidade
possibilitou evidenciar plantas em maior grau de ataque do que as demais.

Segundo RIVERO e CASTELLANO (2004), com o avan¢o de uma epidemia de
mancha de algas, os prejuizos ja sdo evidentes com 10% da area foliar lesionada pelo
patdgeno, sendo que com 50% ha uma perda na producao de 28%, no caso de lima persa. De
acordo com 0s mesmos, é necessario o controle de C. virescens no inicio do seu
estabelecimento na cultura atacada. De forma andloga, o presente estudo confirmou
ocorréncia de plantas com a doenca em estagio mais avancado, as quais se posicionaram em
uma faixa semelhante (de 9,37 a 15,06% de afcsma).

O Programa da Produgéo Integrada de Frutas (PIF) estabelece que para doencas que

acometem a parte aérea, o nivel de a¢do ocorre quando a incidéncia na area monitorada for
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maior ou igual a 10% de folhas com sintomas, estando a planta sem flores (TAVARES e
COSTA, 2002). A incidéncia da mancha de algas no pomar do presente estudo foi alta, no

entanto esta doenca ainda ndo esta inserida no PIF.

5 CONCLUSOES
1 - De forma oposta a incidéncia, a severidade possibilita evidenciar plantas em maior grau de
ataque do que as demais.

2 — Plantas com maior sombreamento apresentam maior severidade.
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CONCLUSOES GERAIS

A mancha de algas causada pelo patdgeno Cephaleuros virescens foi encontrada em
folhas de mangueira e posteriormente analisada em microscopio de luz, para entdo ser
caracterizada morfologicamente e conhecimento de sua fisiologia. O estudo de campo
realizado possibilitou estimar sua incidéncia e severidade. A seguir, sdo apresentadas as
conclusdes gerais para todas as componentes exploradas no decorrer destes estudos:
1 - DescricBes baseadas na sintomatologia, aliada as caracteristicas micromorfologicas
indicaram, que a alga encontrada em mangueira trata-se de Cephaleuros virescens.
2 - O tamanho do esporangi6foro € um caractere mais seguro para diferenciar C. virescens de
C. parasiticus.
3 - Ha necessidade da germinacdo de estruturas reprodutivas para originar talo vegetativo in
vitro.
4 — Apenas a adicdo de hormdnio ao meio de cultivo, individualizada, ndo esta relacionada
como promotor do processo de gametogénese in vitro em Cephaleuros.
5 - De forma oposta a incidéncia, a severidade possibilita evidenciar plantas em maior grau de
ataque do que as demais.

6 — Plantas com maior sombreamento apresentam maior severidade.
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