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RESUMO

O Brasil € um dos maiores produtores e exportador de manga, possuindo um importante papel
na geracao de renda. O mercado exige um alto nivel de qualidade do produto, o que intensifica
o controle fitossanitario e tratamento pos-colheita dos frutos. O fungo Pestalotiopsis
mangiferae causa uma doenca popularmente conhecida como mancha cinza das folhas e
podriddo da haste em frutos na pos-colheita, capaz de reduzir a produtividade e a vida de
prateleira da fruta. Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo patogénica e
fisiolégica de isolados de P. mangiferae. Foram obtidos 6 isolados a partir de les6es foliares de
manga cultivar ‘Amrapali’. Para a avaliagdo fisiologica, isolados de P. mangiferae foram
inoculados em placas de Petri contendo meio BDA e submetidos a incuba¢do em camara BOD
a 25 ° C sob trés regimes leves (0 horas, 12 horas e 24 horas) por 6 dias. As avaliagdes foram
realizadas diariamente em placas de Petri, com a ajuda de um paquimetro digital para obter
medidas de crescimento. Apés 6 dias de inoculacdo (DAI) a 25°C, um total de 10 mL de agua
destilada esterilizada foi adicionado a cada placa de Petri, seguido pela liberacdo dos esporos
com uma alga de Drigalsky. Para a caracterizagdo patogénica, os isolados foram inoculados em
folhas e submetidos a condi¢bes controladas de camara uUmida em caixas de acrilico
transparente (gerbox) com manutencao constante da umidade. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com seis folhas de Mangifera indica por isolado de P. mangiferae e
uma folha por gerbox. As avaliacbes foram realizadas medindo-se as lesdes na superficie
abaxial das folhas aos 2, 4, 6, 8 e 10 DAI, com auxilio de paquimetro digital, obtendo-se o
tamanho das lesdes em mm?. O isolado N-01-15 foi estatisticamente superior aos demais
isolados em termos de area foliar lesionada (AFL) e da area sob a curva de progressédo da doenca
(AACPD), todos os isolados foram capazes de causar lesdes nas folhas de manga. Em relagéo
a avaliacdo fisiologica, o regime diario de horas de luz influencia diretamente o crescimento
micelial e a producéo de esporos de P. mangiferae.

Palavras-chave: Patogenicidade, crescimento micelial, esporulacéo, regimes de luz
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ABSTRACT

Brazil is one of the largest producer and exporter of mango, having an important role in
generating income. The market demands a high level of product quality, which intensifies the
phytosanitary control and post-harvest treatment of the fruits. The fungus Pestalotiopsis
mangiferae causes a disease popularly known as gray leaf spot and stem rot in post-harvest
fruits, capable of reducing fruit productivity and shelf life. This work aimed to carry out the
pathogenic and physiological characterization of P. mangiferae. Six isolates were obtained
from leaf lesions of mango cultivar 'Amrapali’. For the physiological evaluation, P. mangiferae
isolates were streaked on the Petri dishes containing BDA medium and subjected to incubation
in a BOD chamber at 25°C under three light regimes (0 hours, 12 hours and 24 hours) for 6
days. The evaluations were carried out daily on Petri dishes, with the help of a digital caliper to
obtain growth measures. After 6 days of inoculation (DAI) at 25°C, atotal of 10 mL of sterilized
distilled water was added to each Petri dish, followed by the release of the spores with a
Drigalsky loop. For the pathogenic characterization, the isolates were inoculated in leaves and
submitted to controlled conditions of humid chamber in transparent acrylic boxes (gerbox) with
constant humidity maintenance. The design was completely randomized, with six leaves of
Mangifeare indica per isolate of P. mangiferae and one leaf per gerbox. The evaluations were
performed by measuring the lesions on the leaf abaxial surface at 2, 4, 6, 8 and 10 DAI, with
the help of a digital caliper, obtaining the size of the lesions in mm2. The N-01-15 isolate was
statistically superior to the other isolates in terms of the spotted leaf area (SLA) and the area
under the progress disease curve (AUPDC), all isolates were able to cause injuries to the mango
leaves. Regarding physiological evaluation, the daily light hours regime directly influences
mycelial growth and spore production of P. mangiferae.

Key-words: Patogenicity, mycelial growth, spores production, ligth incidence.



1 INTRODUCAO

1.1 Importancia da Manga no Brasil

A manga (Mangifera indica L.) € uma espécie arborea frutifera de origem asiéatica, seus
frutos possuem polpa suculenta, de coloracdo amarela e aroma bem agradavel, seu sabor Unico
conquistou grandes mercados por todo mundo (DAR et al., 2015). Os maiores produtores
mundiais de manga s&o a india, China e México. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial
de frutas e o sétimo maior produtor de manga (SILVA et al., 2017).

O mercado produtivo de manga no Brasil se encontra em aumento de area plantada,
produtividade e exportacdo, sendo este aumento decorrente da localizacdo geografica, e
condicdes climaticas privilegiadas. Os maiores produtores do pais estdo distribuidos em quatro
regides, o Vale S&o Francisco localizado nos estados de Pernambuco e Bahia, Livramento de
Nossa Senhora e Dom Basilio na Bahia, o estado de S&o Paulo e o Norte de Minas Gerais
(ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI E FRUTI, 2018). O Pélo de Fruticultura Irrigada de
Petrolina/Juazeiro possui clima favoravel para a fruticultura, assim como agua de qualidade e
méo de obra para atender as demandas dos cultivos, o que torna a regido com maior
produtividade e producdo de manga do pais. (RIBEIRO e ABAIARDI, 2016).

Representando a maior fonte de receita das frutas frescas exportadas do Brasil, em 2019
no primeiro trimestre, a manga o alcangou US$ 81,8 milhdes com a venda de cerca de 74,9 mil
toneladas da fruta tornando o pais € um dos maiores exportadores mundiais. Os maiores
compradores sdo a Unido Europeia, representando 73% das exportacdes, sequida pelos Estados
Unidos (ABRAFRUTAS, 2019). O mercado brasileiro comercializa quase de forma exclusiva
a manga in natura, contudo pode ser encontrado na forma de suco integral e polpa (SILVA et
al., 2014). A manga também pode ser utilizada na elaboracdo de outros produtos mais
elaborados e de maior valor agregado como doces, geleias, sorvetes, licores e néctares
(SANTOS et al., 2017).

As variedades de manga mais produzidas no pais sdo a Tommy Atkins, Palmer, Kent,
Haden, Keitt, Bourbon, Rosa e Espada. A variedade mais produzida e comercializada é a
Tommy Atkins, por ser uma fruta que apresenta casca de coloragdo vermelho e amarelo,
auséncia de fibras e niveis de acidez e agucares com maior aceitacdo do mercado. Estudos de

mercado apontam que as variedades Haden e Keitt estdo na fase de maturidade estavel,
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enquanto a variedade Palmer se encontra na fase de crescimento por apresentarem maior tempo
de prateleira (ARAUJO e GARCIA, 2012; WURLITZER et al., 2019).

A partir das informacgdes citadas foi demonstrada a importancia da cultura da manga no
Brasil, pois o seu cultivo gera emprego e renda para inimeras familias e tem grande participacao

nas exportacoes brasileiras, gera desenvolvimento no setor econdémico do pais.

1.2 Caracterizacéo Botanica da Mangueira

A mangueira é uma arvore de grande porte, pertencente a familia das Anacardiaceae,
apresenta mais de 1000 variedades produzidas em todo 0 mundo além de ser considerada uma
fruta nutracéutica, com varias propriedades biologicas. E originaria da Asia Meridional e do
Arquipélago Indiano, cultivada ha mais de 4.000 anos (OLIVEIRA et al., 2016).

O crescimento em altura de uma mangueira pode alcancar de 10 a 45 metros de altura.
Sua copa e formada por densa folhagem, ramificada, formato globosa, a partir de um dnico
tronco robusto (SILVA et al., 2015). As folhas permanecem verdes durante o ano todo, possuem
cerca de 25 cm de comprimento e 8 cm de largura, podendo também ser encontradas em
tamanhos maiores, as folhas jovens sdo aromaticas, subcoriaceas, simples e alternas (LIMA
NETO e MELO, 2011).

A inflorescéncia ocorre em paniculas que consistem em cerca de 3.000 pequenas flores
vermelho-esbranquicadas ou amareladas (LEMOS et al., 2018). A fruta é uma drupa grande e
bem conhecida, mas mostra uma grande variacdo de forma e tamanho. Contém polpa amarela
espessa, semente Unica e pele vermelha espessa quando madura, dependente da variedade. A
semente € solitaria, ovoide ou oblonga, envolto em um endocarpo fibroso duro e comprimido.
O peso do fruto pode variar entre 100 g a mais de 1 Kg (LORENZI et al., 2006; SHAH et al.,
2010).

1.3 O fungo Pestalotiopsis mangiferae

O fungo Pestalotiopsis mangiferae é popularmente conhecido como mancha-cinza-das-
folhas e podriddo da haste (Figura 1), e em varios paises, é considerado um patdgeno secundario
gue acomete a cultura da mangueira (SILVERIO et al., 2016). O género Pestalotiopsis, pertence
ao Reino Fungi; Filo Ascomycota; Classe Coelomycetes; Ordem Xylariales e a familia
Amphisphaeriaceae, é amplamente distribuido por todo o mundo e vem ganhando
reconhecimento mundial nos Ultimos anos, como patdgeno e por seus metabolitos secundarios
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011). Os sintomas se manifestam nas folhas como
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manchas, assim como nos frutos causando podriddo da haste na pds-colheita (ISMAIL et al.,
2012; BATISTA et al., 2016).

Figura 1. Fruto de manga apresentando lesdes de P. mangiferae. Fonte: Rizwana et al. (2012).

Os sintomas iniciam nas folhas, surgem a partir do aparecimento de pequenos pontos
amarelos a marrons, posteriormente formam-se manchas de formato irregulares, cinza claro,
margeadas com bordas mais escuras que coalescem, de tamanhos variados, também pode causar
podriddo na haste dos frutos maduros (ARA et al., 2012). Nas lesGes maduras, numerosos
acervulos negros, medindo 290 a 328 um de diametro, se desenvolvem nas areas necroéticas
cinzentas. Nos frutos o fungo causa podriddo peduncular na pos-colheita, limitando a vida de
prateleira e depreciando os frutos (EKANAY AKE et al., 2019).

De acordo com Sutton (1980) os fungos do género Pestalotiopsis apresentam micélio
imerso ao meio de cultura, ramificado, septado, hialino a marrom claro. Os conidiomas sdo do
tipo acervular com uma parede basal bem desenvolvida, formada por células delgadas,
angulares. Os conidi6foros hialinos sdo ramificados e septados, cilindricos alageniformes,
formados a partir de células terminais do pseudoparénquima acervular. As células
conidiogénicas sdo holoblasticas, anelidicas, indeterminadas, integradas, cilindricas, hialinas,

lisas com muitas proliferagdes percurrentes (KUMARAN et al., 2010).



Figura 2. (A) Colonia de P. mangiferae obtidas a partir de folhas (exibindo lesdes e com

pequeno crescimento fungico sobre o tecido infectado) de plantas adultas de M. indica cv.
‘Amrapali’ com seis anos de idade, localizadas na Universidade Estadual de Goias (UEG),
Unidade de Ipameri, isolado N-01-06. (B) Conidio de P. mangiferae, as setas indicam o0s

apéndices apicais e um apéndice basal. Foto: Acervo pessoal.

A disseminacdo do género Pestalotiopsis é via esporos (conidios) que apresentam cinco
células, com quatro septos verdadeiros (euseptos), trés células medianas escuras ou coloracéo
desuniforme, as células das extremidades (apical e basal) sdo hialinas. Os apéndices (sétulas)
simples ou ramificados saem da célula apical e um apéndice, geralmente simples, forma-se na
extremidade da célula basal (KRUSCHEWSKY et al., 2014).

A classificacdo em nivel de espécies de fungos do género Pestalotiopsis pode ser
dificultada, segundo os taxonomistas, pelo simples fato de ser baseada nas caracteristicas
relacionadas a cultura, mudanca no ambiente, ao crescimento micelial e esporulacéo,
caracterizagcdo molecular, caracteristicas micromorfologicas como o comprimento de esporos,
largura e relacdo comprimento / largura, como nimero e comprimento dos apéndices apicais e
basais (KARAKAYA, 2001; CARVALHO et al., 2019).

AssociacBes endofiticas frequentemente tem sido descrita para fungos do género
Pestalotiopsis geralmente encontrados em regides tropicais e subtropicais. Os fungos deste
género sdo amplamente distribuidos, ocorrendo em sementes, frutos, folhas e no solo. Séo
organismos que produzem metabdlitos secundarios importantes como o diterpendidetaxol, uma

importante droga anticancerigena produzida por Pestalotiopsis guepinii isolado de Wollemia
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nobilis, assim como outras atividades, do tipo fitotoxica, antiflngica e antioxidante com
atividade bioldgica e aplicabilidade biotecnologica (SANTOS et al., 2008; XU et al., 2010;
SOUZA et al., 2016).

Atualmente existem relatos da acdo deste patdgeno em diferentes hospedeiros vegetais,
possuindo etiologia, epidemiologia e sintomas diferentes em espécies ornamentais e frutiferas
(SERRA e COELHO, 2007; SACRAMENTO e ANDRADE, 2014). O género Pestalotiopsis
sp. apresenta inimeros resultados na literatura devido aos danos causados a diferentes plantas,
e a facilidade de disseminacdo de seus esporos, onde penetram os tecidos vegetais que
apresentam ferimentos ou aberturas naturais, infectando diferentes hospedeiros vegetais
(CARMO et al., 2013; KRUSCHEWSKY et al., 2014).

1.4 Importancia da Caracterizacéo Fisiolégica de Fungos

Os fatores de ambientais sdo de vital importancia para a producdo e crescimento de
microorganismo, onde pequenas modificagdes geram grandes impactos no seu metabolismo
(VANDERMOLEN et al., 2013). Estudos das condi¢6es ambientais séo realizados no sentido
de determinar as melhores condi¢cdes de cultivo e maior produtividade, e produzem dados
importantes sobre as caracteristicas fisiologicas que auxiliam no controle de doencas
fitopatogénicas. Dentre os fatores fisicos, a temperatura € um dos principais fatores ambientais
que influencia a taxa de crescimento micelial, producéo e germinacédo de esporos, na coloracao
das colbdnias e producdo de metabolitos dos mais diversos géneros de fungos patogénicos as
plantas (MARCUZZO e NASCIMENTO, 2016). Resultados de pesquisa indicam que as
mudancas na temperatura podem alterar o estagio e a taxa de desenvolvimento do patégeno,
modificar a resisténcia do hospedeiro, além de modificar as relacdes fisioldgicas entre a
interacdo patdgeno hospedeiro (GARRETT et al., 2016). Para Vivas et al., (2015), o fungo
Hansfordia pulvinata sofreu interacéo significativa entre temperatura e isolados no crescimento
micelial, os isolados de H. pulvinata apresentaram crescimento micelial na faixa de temperatura
de 15-27°C, em temperaturas acima de 27°C, o crescimento reduziu significamente. Estudo da
fisiologia, € uma importante ferramenta para aplicacdo de biocontrole com hiperparasitas, a fim
de que se possa estabelecer condi¢des ideais de cultivo, visando a producdo massal de conidios,
bem como condi¢bes climaticas e épocas do ano propicias a aplicacdo desses inimigos naturais.

O estudo relacionado a influéncia da luz sana a dificuldade em conseguir isolados
esporulantes, e auxilia na padronizacdo de condicGes para a esporulagdo de fungos
fitopatogénicos, que é um dos principais problemas enfrentados por grupos de pesquisa que

visam a identificagdo de cultivares resistentes (CRUZ et al., 2009). De acordo com Celoto et
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al., (2015), a producdo de conidiéforos sob a auséncia de luz € mais lenta quando comparada a

presenca de luz, e geralmente ndo ocorre a producdo de conidios.

1.5 Caracterizagéo Patogénica de Fungos

O estudo do estabelecimento da relacdo entre uma doenca e um agente causal s6 pode
ser confirmado apds o cumprimento de uma série de etapas, conhecida por Postulados de Koch.
Na realizacdo do teste de patogenicidade, a capacidade de um isolado causar doengca no
hospedeiro é comprovada através de seu potencial patogénico, no qual o grau de patogenicidade
pode variar dentre os isolados fungicos, bem como do tipo de hospedeiro, ja que algum as
espécies fungicas sdo capazes de infectar uma gama de hospedeiros, enquanto outras sao
especificas. Além disso, o género Pestalotiopsis € composto por um elevado numero de
espécies endofiticas (YANG et al, 2012; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).
Portanto, essas caracteristicas justificam a execucdo do teste de patogenicidade para avaliar o
potencial de causar doenca das espécies desse género em seus hospedeiros.

O estudo da patogenicidade fornece informacdes para medidas mais eficientes de
controle de doengas, e corrobora para selecdo de individuos para biocontrole com diferentes
niveis de resisténcia aos patdgenos (PATEKOSKI e PIRES-ZOTTARELLLI, 2011). E de suma
importancia conhecer os diferentes graus de agressividade do patdgeno, assim 0s testes com
isolados de baixa agressividade inoculados em plantas suscetiveis podem apresentar falsa
resisténcia ao patdégeno (CASSIOLATO e MELLO, 1994; CORREA, et al., 2011).

Existe diferenca na agressividade de isolados de Pantoea ananatis, que ndo esta
correlacionada com a regido geografica de origem nem com caracteristicas “in vitro”; como
crescimento, producdo de zoosporos e morfologia da colénia, mas esta relacionada a existéncia
de racas com diferentes niveis de viruléncia (SILVA e TEBALDI, 2018). Isolados de
Zymoseptori atritici foram mais agressivos e apresentaram maior intensidade de esporulacéo
nas condicdes de inverno e menor periodo de laténcia nas condicdes de primavera (SUFFERT
et al.,, 2015). Impactos indiretos da temperatura sobre o patdgeno afetam as interaces de
parasitismo e competicdo (ANGELOTTI et al., 2017).



2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagcdo patogénica e fisiologica de

isolados de Pestalotiopsis mangiferae obtidos a partir de lesdes em folhas de mangueira.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos isolados de Pestalotiopsis mangiferae

Neste trabalho foram utilizados seis isolados de P. mangiferae obtidos a partir de folhas
(exibindo lesdes e com pequeno crescimento fungico sobre o tecido infectado) de plantas
adultas de M. indica cv. ‘Amrapali’ com seis anos de idade localizadas na Universidade
Estadual de Goids (UEG), Unidade de Ipameri (17°43°20S, 48°09°44”W, 800 m). O estudo
foi realizado atraves da remocdo de fragmentos de tecido vegetal lesionado que foram
submetidos a desinfestacdo em uma série, como a seguir: alcool 70% (30 segundos), hipoclorito
de sddio 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 pedacos de tecido
vegetal foram semeados em placas de Petri (1 fragmento de 5 mm? placa®) contendo meio
Batata Dextrose Agar (BDA) adicionado de antibidtico Tetraciclina. Ap6s 7 dias a 25°C e
fotoperiodo de 12 h, as colbnias fungicas obtidas foram submetidas a novas repicagens em meio
BDA até a purificacdo das col6nias. Os isolados purificados foram preservados em meio BDA
a uma temperatura de 5°C pelo método de Castellani. Estes isolados fazem parte da Colecdo de
fungos fitopatogénicos do Laboratorio de Fitopatologia da UEG, Unidade de Ipameri. Os
isolados foram reativados para os experimentos subsequentes, em meio BDA, a partir das

amostras mantidas em baixa temperatura em freezer do Laboratorio de Fitopatologia da UEG.

3.2 Caracterizacdo do crescimento micelial e da esporulacéo do Pestalotiopsis mangiferae

sob diferentes regimes de luz a 25°C

Os isolados de P. mangiferae foram repicados através de disco de agar (5 mm @)
contendo micélio para placas de Petri contendo meio BDA, e submetidos a incubacdo em
camara BOD a 25°C, sob trés regimes de luz (0 horas, 12 horas e 24 horas), empregando-se
lampadas fluorescentes de 20W, 75RS (marca Philips®) durante 10 dias. Em seguida, foram
realizadas medicdes das colbnias aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias apds a inoculagdo (DAI) nas placas de

Petri, com auxilio de um paquimetro digital para obtengdo das medidas de crescimento (baseada
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na média de duas medidas diametralmente opostas). Apds 10 DAI a 25°C, um total de 10 mL
de agua destilada esterilizada (ADE) foram adicionados em cada placa de Petri, seguido da
liberacdo dos esporos com alca de Drigalsky. Posteriormente, os esporos foram recolhidos em
Becker e filtrados em gaze esterilizada. As concentracbes das suspensdes obtidas foram
mensuradas em cAmara de Neubauer (Figura 2), realizando-se a contagem de esporos em cinco
quadrantes da camara para cada placa (CARVALHO et al., 2008).

o
) ‘
12 .1}
{Of-"’q 1.00 mm.
()
F
b
1.00 mm
0.05 mm. —
L ‘r‘"‘\i
- 1.00 mm

22 0.25 ua. {D l . 3¢

Figura 3. Esquema de um hemacitdmetro tipo Neubauer, mostrando 0s quadrantes e
subquadrantes (marcados com elipses de cor vermelha) onde foram realizadas as contagens de

esporos, aleatoriamente, em cinco quadrantes da caAmara para cada placa de Petri.

3.3 Inoculacéo de Pestalotiopsis mangiferae em folhas de Mangifera indica cv. ‘Amrapali’

Folhas jovens e sadias de plantas adultas de Mangifera indica cv. ‘Amrapali’ foram
lavadas em agua corrente e deixadas para secagem em camara de fluxo laminar por 10 min.
Para as inoculagdes, foram realizados cinco furos do lado esquerdo e cinco do lado direito do
limbo foliar com auxilio de uma agulha esterilizada e depositado um disco de agar (5 mm @)
contendo micélio de cada isolado. As folhas inoculadas foram submetidas a condicGes
controladas de cAmara Umida em caixas acrilicas transparentes do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5

cm), contendo uma folha de papel mata borrdo com manutencéo de umidade constante apenas
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no papel. O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com seis folhas de M. indica por
isolado de P. mangiferae e uma folha por gerbox. A testemunha consistiu na aplicacdo de 25
pL de ADE na regido dos furos do limbo foliar. Para as avaliagdes, foram realizadas medigdes
das lesbes na face abaxial das folhas aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias ap6s a inoculagdo (DAI), com o

auxilio de um paquimetro digital, obtendo-se o tamanho das lesdes em mm?,

3.4 Analises estatisticas

Os resultados relativos ao teste de patogenicidade (10 DAI), crescimento micelial (4
DAI) e esporulacdo (6 DAI) com os isolados de P. mangiferae foram submetidos a anélise de
variancia, ao teste de Scott-Knott (P<0,05) e a analise de regressdo para obtencdo de modelos
significativos para o desenvolvimento de lesdes no teste de patogenicidade, com auxilio do
programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacédo do crescimento micelial e da esporulacdo do P. mangiferae sob diferentes
regimes de luz a 25°C

Os resultados de crescimento micelial de isolados de P. mangiferae cultivados a 25°C,
sob trés regimes de luz sdo demonstrados na (Tabela 1). Os regimes de luzde O h, 12he 24 h
apresentaram as seguintes médias de crescimento, 254 mm? 30,2 mm? e 47,7 mm?,
respectivamente, demonstrando que o cultivo em luz continua proporciona colonias maiores
gue os demais regimes testados. Quanto ao crescimento micelial dos isolados, o isolado N-01-
10 foi superior aos demais quando observado sua média de 39,5 mm? sob os trés regimes
testados, seguido dos isolados N-01-02, N-01-03 e N-01-06, com média de 37,4 mm?, 37,3mm?
e 36,5mm? respectivamente. O isolado N-01-15, foi estatisticamente inferior aos demais
isolados, apresentando média de 26,3 mm?. Quando observado os resultados de crescimento
por regime de luz, os isolados N-01-02 e N-01-03 sob 0 h luz, apresentaram o maior crescimento
em mm?, ja sob o regime de luz de 12 h o isolado N-01-10 foi superior aos demais isolados, e
quanto ao regime de luz de 24 h, os isolados que se sobressairam foram os N-01-10 e o N-01-
06.

Tabela 1. Crescimento micelial de P. mangiferae em mm?, cultivado in vitro em meio BDA
aos 4 dias apos a inoculacédo (DAI), mediante ao emprego de diferentes regimes de luz: 0 horas

luz, 12 horas luz e 24 horas luz.

Crescimento Micelial (mm2) aos 4 DAIYW

Isolados

Oh 12 h 24 h Media
N-01-01 19,7 cC 30,1 bB 38,9 cA 29,6 c
N-01-02 32,2 aB 30,5 bB 49,5 bA 374D
N-01-03 30,9 aB 29,4 bB 51,7 bA 37,3b
N-01-06 22,1cC 30,7 bB 56,7 aA 36,5Db
N-01-10 25,4 bC 36,4 aB 56,7 aA 39,5a
N-01-15 22,1¢cB 24,0 cB 32,8 dA 26,3d
Média 25,4C 30,2B 47,7 A -
Coeficiente de Variacdo 10,48% 8,81% 6,91% 8,40%

1 Médias seguidas pelas mesmas letras minGsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo
diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Quanto a esporulagéo, os isolados de P. mangiferae quando cultivados sob 0 h luz
(escuro) ndo produziram conidios. As médias foram de 1,6 mL™ conidios no regime de 12 h e
de 39 mL? conidios no regime de 24 h de luz (Tabela 2). Os resultados demonstram que o
regime de luz continua (24 h) além de proporcionar col6nias de maiores diametros, também
estimula maior esporulacdo. O isolado N-01-06 mostrou-se superior aos demais quanto a
producdo de conidios em luz continua, apesar de ndo aprdesentar producéo no regime de luz
parcial (12 h). Fato este que também fora observado par N-01-15.

Tabela 2. Namero médio de conidios de P. mangiferae por mL, cultivo in vitro em meio BDA
provenientes de trés regimes de luz: 0 horas de luz, 12 horas de luz e 24 horas de luz.
Conidios x mL-t ao 6° DAIY

Isolados

Oh 12 h 24 h
N-01-01 - 3,2x10°aB 28,6 x 10° dA
N-01-02 - 1,9 x 10° bB 72,6 x 10° bA
N-01-03 - 2,2 x10° bB 55,3 x 10° cA
N-01-06 - - 93,7x10°a
N-01-10 - 3,6 x 10° aB 75,2 x 10° bA
N-01-15 - - 49,6 x 10° ¢
Média - 25x10°B 62,4 x 10° A
Coeficiente de Variacao - 25,00% 20,34%

D Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo
diferem estatisticamente entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).
" ndo significativo (P<0,05).

4.2. Avaliacao do poténcial patogénico de isolados de P. mangiferae.

Apos inoculagbes com disco de micélio, lesdes tipicas dos sintomas da mancha de P.
mangiferae, se desenvolveram no limbo foliar das folhas de M. indica, ocorrendo o
desenvolvimento de manchas necréticas de coloragdo marrom com centro mais claro e bordas

mais escuras formando um anel aos 10 DAI (Figura 4).
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Figura 4. Folhas de Mangifera indica, inoculadas com discos de BDA contendo estrutura
micelial de P. mangiferae, aos 10 dias ap6s inoculacdo (DAI), apresentando sintomas e lesdes
tipicos da mancha de Pestalotiopsis. (A) Face adaxial com isolado N-01-10: as setas mostram
lesdo necrotica de coloragdo marrom, apresentando o centro mais claro que as bordas formando
anel na extremidade das lesdes, a lesdo também apresenta micélio do fungo desenvolvido sobre
o tecido foliar necrosado; (B) Face abaxial das lesdes caudas pelo isolado N-01-10, na parte
inferior das les6es houve desenvolvimento de micélio, as setas mostram formacéo de estruturas

reprodutivas. As barras correspondem a 2,5 cm.

O isolado N-01-15 foi superior aos demais isolados quanto a area foliar lesionada (AFL)
(Tabela 3). Consequentemente, este isolado apresentou a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) superior aos demais. Apos analises de regressdo para 0 aumento das lesoes
nas folhas ao longo do tempo, os seis isolados foram ajustados por um modelo linear. Todos os
modelos foram significativos, e com alto valor do coeficiente de determinag&o (r?). Os isolados

causaram lesdes de 0,44 a 1,46 mm? nas folhas, e apresentaram AACPD entre 2,38 a 9,55.
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Tabela 3. Area foliar de Mangifera indicacv. ‘Amrapali’, lesionada (AFL) por Pestalotiopsis

mangiferae aos 10 dias apds a inoculacdo (DAI), modelos de regresséo para aumento das lesdes

nas folhas e area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) dos 2° aos 10° DAI.®

AFL aos 10

Isolados DAI (mm?) Modelo de Regresséo R%(%) (P<X) AACPD
N-01-01 1.15b Y =0,0883x + 0,2140 95.00% 0,01 581b
N-01-02 0.97b Y =0,0617x + 0,3620 99.79% 0,01 585D
N-01-03 1.10b Y =0,0737x + 0,3796 96.40% 0,01 6,56 b
N-01-06 0.44d Y =0,0251x + 0,1548 87.59% 0,01 2,38d
N-01-10 0.79¢ Y =0,0491x + 0,2803 97.30% 0,01 4,56 ¢
N-01-15 1.46 a Y =0,0714x + 0,7615 97.50% 0,01 9,55a
Coeficiente 3 6704 i i i 23,89%
de Variacao

@) Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente
entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1 Crescimento micelial e da esporulacdo do P. mangiferae sob diferentes regimes de luz
a 25°C

Os fatores abioticos como temperatura e luminosidade sdo capazes de inibir ou induzir
0 desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da maior parte dos fungos (MOURA et al., 2016).
Foi observado por El-Gali (2017) que o crescimento 6timo de espécies de Pestalotiopsis €
atingido na temperatura de 25°C. Os resultados obtidos quanto ao crescimento micelial e
esporulacdo corroboram com o trabalho de Poletto et al., (2018), no qual isolados de
Sirosporium diffusum foram submetidas a trés regimes de luz, escuro, foto periodo de 12 horas
e luz continua, no cultivo sob escuro os isolados atingiram crescimento entre 8,1 a 9,6 mm e
ndo produziram esporos, crescimento inferior ao regime de 24 horas luz que atingiu valores
entre 14,9 a 31,2 mm de diametro e induziu maior quantidade de esporulacdo para todos os
isolados. A luminosidade também foi um fator fundamental para o crescimento micelial e
esporulacéo de isolados de Fusarium solani, apresentando médias estaticamente superiores sob
luz continua em relacdo aos demais regimes de luz (SILVA e TEIXEIRA, 2012).

As avaliacdes sobre a influéncia do regime de luz sobre a esporulacdo dos isolados
corroboraram com trabalho de Ding et al ., (2010), no qual ele empregou mesma metodologia
de regime de luz apenas para verificacdo se haveria ou ndo a producao de esporos, 0s isolados
de P. mangiferae ndo produziram esporos no cultivo sob escuro. A conjuntura dos resultados
confirma que a exposicdo a luz é determinante na reproducdo, ja que em sua auséncia 0s
isolados de P. mangiferae mostrou-se incapaz de produzir esporos, a questdo de crescimento a
luz mostrou-se um fator limitador, pois os isolados sdo capazes de crescer, contudo o
crescimento € lento e limitado. A maior esporulacdo em luz continua pode estar relacionada ao
estresse propiciado pela intensidade luminosa constante, uma vez que esta provocaria um maior
ressecamento do meio de cultivo, induzindo o fungo a gerar um nidmero maior de descendentes
(CRUZ et al., 2009).

5.2. Avaliagdo do potencial patogénico de isolados de P. mangiferae.

Os dados sobre a patogenicidade de cada isolado de P. mangiferae em folhas de

mangueira, onde as avaliacGes de patogenicidade com mesma metodologia e hospedeiro, foram
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apresentadas por Ismail (2012), os quais os testes de patogenicidade com seis isolados deste
fungo obtidos a partir de seis pomares de manga da regido sul da Itélia, trés dos isolados de
Pestalotiopsis clavispora e trés isolados de Pestalotiopsis uvicola foram inoculados em folhas
de manga por meio de discos de BDA contendo micélio, induziram crescimento de lesdes entre
15a 17,5 mm e 10 e 12,5 mm, respectivamente. Em outro trabalho realizado por Steinrucken
et al., (2017), um isolado de P. mangiferae foi submetido a estudo patogénico em mudas de
Parkinsonia, uma espécie arborea perene, o isolado foi inoculado através de deposicdo de
micélio sob incisdes de 8-10 mm realizadas com bisturi no caule das mudas, induziram lesdes
de 4,62 a 5,44mm. N&o ha relatos de caracterizacdo de P. mangiferae em folhas de manga,
sendo esperado a variacdo do tamanho das lesdes provocadas influenciada pela patogenicidade
dos isolados, hospedeiro e condigdes ambientais.

Em relagdo a area foliar lesionada, os isolados apresentaram um mesmo modelo de
comportamento, porém diferiram estatisticamente entre si, demonstrando que dentro de uma
mesma espécie ocorre a variacdo patogénica, o que também explica a variagcdo do coeficiente
de determinagéo (r?) (ASSIS REGES et al., 2019). Lima et al., (2012) afirma que dentro de uma
mesma espécie ocorre naturalmente variabilidade patogénica, o0 que corrobora o
comportamento dos isolados de P. mangiferae. O aparecimento de lesGes em condigdes de
inoculacédo, foram visualizadas a partir do 2° dia apds a inoculagdo. Os sintomas consistiram
em lesdes necroticas com coloragdo marrom claro no centro e margens marrom escuro,
posteriormente com aglomeracgédo de esporos de coloracdo negra, o tamanho das lesdes variou
entre 0,44 a 1,46 mm?,
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6. CONCLUSOES

1- A quantidade de horas luz diéria influéncia diretamente sobre o crescimento micelial e
producéo de esporos de P. mangiferae.

2- O isolado N-01-15 foi superior estatisticamente superior aos demais isolados quanto a
area foliar lesionada (AFL) e a AACPD.

3- Os isolados de P. mangiferae sdo capazes de lesdes de 0,44 a 1,46 mm?2 em folhas de
manga.
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