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RESUMO

SANTOS, Carlos Carneiro, M.Sc., Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, julho
de 2016. Caracterizacdo morfolégica, molecular e inibicdo do crescimento
micelial, pelo fosfito de potassio, do agente causal da mancha foliar da

Macadamia integrifolia Maiden e Betche. Orientador: Quelmo Silva de Novaes.

A macadamia (Macadamia integrifolia Maiden e Betche) € uma arvore muito apreciada
no mundo por diversos consumidores frequentes de seus frutos. Porém, plantas de
macadamia localizadas no campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
em Vitéria da Conquista (BA), vém apresentando problemas de ordem fitossanitaria,
tais como: manchas foliares provocadas por fungos, as quais podem reduzir a
produtividade desta cultura. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizagcdo morfolégica e molecular do fungo Neopestalotiopsis sp., o qual
encontra-se associado a tais manchas, bem como testar o efeito do fosfito de potassio
na inibicdo micelial do fungo em condicdes in vitro. Isolados de Neopestalotiopsis sp.
foram obtidos de amostras de plantas de M. integrifolia com sintomas de manchas
foliares. Foram realizados testes de patogenicidade em que folhas desinfestadas
superficialmente foram ligeiramente feridas com uma agulha estéril e, em seguida,
inoculadas com discos de BDA (batata-dextrose-agar) de 5 mm de diametro contendo
estruturas fungicas do patégeno em condic¢des in vitro. Na caracterizacdo morfoldgica,
cem conidios foram examinados quanto a forma, tamanho, nimero de células e cor.
Para a caracterizacdo molecular, o DNA do patdégeno foi extraido e purificado. As
amostras de DNA gendmico obtidas do isolado de Neopestalotiopsis sp. foram
submetidas a PCR para a amplificagdo do gene nuclear 5.8S com os dois espacadores
transcritos internos flanqueadores ITS 1 e ITS2 (ITS), sequéncias parciais do gene -
tubulina (TUB2) e fator de elongacéo 1-a (TEF1), utilizando os primers ITS1 e ITS4,
Bt2a e Bt2b e EF-F e tef997R, respectivamente. Com os “amplicons” gerados foi
realizada a analise filogenética com sequéncias concatenadas de Neopestalotiopsis.
Para verificar a acdo do fosfito de potassio sobre o crescimento micelial do
Neopestalotiopsis, utilizou-se o produto comercial Phytogard Potassio. O fosfito de

potassio foi adicionado em meio de cultura BDA, fundente a 45-50 °C, diluidos em



série, de modo a se obter as respectivas concentragdes do produto comercial: 0, 10,
50, 100, 250, 500 e 1000 ppm. A avaliacdo do crescimento micelial do
Neopestalotiopsis sp. foi realizada a cada dois dias até a testemunha preencher toda
placa de Petri (totalizando 10 dias de cultura), por meio da medi¢édo do diametro das
colonias. Os testes de patogenicidade foram positivos para todas as folhas inoculadas
com o patégeno. Tanto a caracterizacdo morfoldgica quanto a molecular identificou o
agente causal da mancha foliar da macadamia como sendo o Neopestalotiopsis
clavispora. O fosfito de potassio promoveu inibicdo satisfatéria do crescimento micelial
do fungo, mesmo na concentracdo de 10 ppm (17%), atingindo inibicbes efetivas,
acima de 50%, a partir da concentracdo de 250 ppm, mostrando ser um produto

eficiente no controle da mancha foliar da macadamia.

Palavras-chave: Neopestalotiopsis clavispora, mancha foliar, controle.



ABSTRACT

SANTOS, Carlos Carneiro, M.Sc., Universidade Estadual do Sudoeste da Babhia, july,
2016. Morphological and molecular characterization and inhibition of mycelial
growth with potasium phosphite of the causal agent of foliar spot on Macadamia

integrifolia Maiden e Betche. Adviser: Quelmo Silva de Novaes.

The macadamia (Macadamia integrifolia Maiden & Betche) is a popular tree among
consumers assiduous by its nut, considered tasty and appreciated for those who seek
a natural and healthy diet. However, macadamia trees located at Bahia Southwest
State University, in Vitoria da Conquista (BA), have been facing phytosanitary issues,
as fungal leaf spot, which may reduce macadamia productivity. This paper’s objective
was to give a molecular and morphological characterization of Neopestalotiopsis sp.,
which has been seen associated to the macadamia leaf spot, and also to test the effect
of potassium phosphite on fungus's mycelial inhibition. Neopestalotiopsis sp. were
isolated from macadamia tree samples with the leaf spot symptoms. Pathogenicity
tests were conducted, in which disinfested leaves were injured utilizing a sterile needle,
and inoculated with 5 mm diameter containing the fungal reproductive structures. As
control treatment, healthy macadamia leaves were inoculated with pure BDA culture
media. To the morphological characterization 100 conidia were examined regarding
form, size, cell number, and color utilizing a light microscope Carl Zeiss Axiostar Plus
Microlmaging GmbH 37081, (Gottigen, Germany). To the molecular characterization
of the fungi, the DNA was extracted and purified. The genomic DNA samples obtained
from isolated Neopestalotiopsis clavispora were submitted to PCR for gene nuclear
amplification 5.8S with two internal transcribed spacers flanking ITS 1 and ITS2 (ITS),
partial sequence from gene B-tubulin (TUB2) and elongation factor, utilizing primers
ITS1 and ITS4, Bt2a and Bt2b and EF-F e tef997R, respectively. With the generated
amplicons was constructed a phylogenetic analysis with Neopestalotiopsis's
concatenated sequences. To verify the potassium phosphite action on
Neopestalotiopsis mycelial growth Phytogard Potassium was utilized. The potassium
phosphite was added to BDA (potato-dextrose-agar) culture media, melting at 45-
50°C, and diluted in series to give the respective concentrations of the commercial
product: 0, 10, 50, 100, 250, 500 and 1000 ppm. The Neopestalotiopsis mycelial



growth was evaluated every two days until the control treatment occupy all the Petri
plate (10 days), by measuring colony diameter. The pathogenicity tests were positive
to all inoculated leaves. Both morphological and molecular characterization had
identified the causal agent of macadamia leaf spot as Neopestalotiopsis clavispora.
The potassium phosphite promoted a satisfactory inhibition upon fungal mycelial
growth even with 10 ppm concentration (17%), reaching effective inhibition above 50%,
starting with 250 ppm concentration, being an effective product on macadamia leaf

spot.

Keywords: Neopestalotiopsis clavispora, foliar spot, control.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Sintomas da mancha foliar da macadamia (A) e acérvulos do
Neopestalotiopsis sp. presentes na lesédo na face adaxial da folha (B)..................... 28

Figura 2 — Lesdes necroticas em folhas de macadamia inoculadas com 1 e 2 discos
de BDA com o patdgeno. A) Testemunha. B) Folha com 1 disco. C) Folha com 2
discos. D) Folhas com 2 discos e coalescimento da mancha. ..........ccccoeeevvvvvevivnnnnnn. 29

Figura 3 — Conidios de Neopestalotiopsis clavispora, em meio BDA. ...................... 31

Figura 4 — Arvore filogenética construida por Inferéncia Bayesiana baseada na
concatenagao de sequéncias ITS, TUB2 e TEF1 de isolados de Neopestalotiopsis,
Pestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. Os ndmeros nos nds sao valores de
probabilidade posterior bayesiana. O isolado destacado em negrito é referente a este
<351 (1 [ [ LSRRI Erro! Indicador n&o definido.

Figura 5 — Crescimento micelial do N. clavispora sobre diferentes concentracdes de
fosfito de potassio no meio BDA na primeira avaliaCao. .............cceevvvvviiiiiiiieeeeeieennnn, 34

Figura 6 — Crescimento micelial do N. clavispora sobre diferentes concentracdes de
fosfito de potassio no meio BDA. A) Segunda avaliacdo. B) Terceira avaliagéo....... 35

Figura 7 — Crescimento micelial do N. clavispora sobre diferentes concentracdes de
fosfito de potassio no meio BDA. A) Quarta avaliacdo. B) Quinta avaliacéo............. 36

Figura 8 — Crescimento micelial de Neopestalotiopsis clavispora em diferentes
concentracdes de fosfito de potassio aos 10 dias de incubacédo. A) 0 ppm. B) 250 ppm.
(O 185100 1 o] o o PSPPI 37


file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908972
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908972
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908974
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908974
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908974
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908975
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908976
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908976
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908976
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908976
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908976
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908977
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908977
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908978
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908978
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908979
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908979
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908980
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908980
file:///C:/Users/suces/Desktop/Geraldo/Dissertação%20de%20Carlos/Dissertação%20Carlos%20Corrigida%20Quelmo.docx%23_Toc456908980

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Porcentagem de inibicdo in vitro do Neopestalotiopsis clavispora em meio
de cultura BDA sobre diferentes concentracdes de fosfito de potassio durante 10 dias
0 INCUDBGAOD. ..ottt sttt b et et st sb bt eaeens 37



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ocooiieiiee ettt ettt st eae e s st et eenaesaeeneas 15
2. REVISAO DE LITERATURA ..ot 17
2.1. CARACTERISTICAS GERAIS DA MACADAMIA ... couiiiieii e e e e 17
2.2. CARACTERISTICAS BOTANICAS ...uitiiiii et et e et e e e e e e e et e e e e e e e aneean e ennes 18
2.3. CONDICOES SILVICULTURAIS E INFLUENCIAS EDAFOCLIMATICAS ....cccuueeviiieeeiinnnns 18
2.4. O CULTIVO DA MACADAMIA NO BRASIL ...uviiviiiieiii et 19
2.5. PESTALOTIOPSIS SP. EM MACADAMIA INTEGRIFOLIA .....cuiiiiitiiiieeieeeeeeeeeee e 20
2.6. O GENERO NEOPESTALOTIOPSIS ..uuitiiiitieiteeteeeteeeteeteesneestestnessneesnesseesneens 20
2.7. FOSFITO COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS .............. 22
3. MATERIAL E METODOS ... .ottt ettt e e s e ee e 23
3.1 LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO ...cuuiiiiiiiiieiteeieeeteesiee et e eteeaneeeneenneeaneeennnes 23
3.2. OBTENCAO DOS ISOLADOS DE NEOPESTALOTIOPSIS CLAVISPORA ........cccvueannnen. 23
3.3. TESTE DE PATOGENICIDADE ...cuuiiuiitiiteti et eeteet e et ete et eeteene et eesneeneeteenseneesnaennes 24
3.4. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA ... .ciiueeiiieeeeteeeeteeeet e e s eeeaaeeeaneeeaneeeennaaees 24
3.5. IDENTIFICAGAO MOLECULAR DO PATOGENO ....uviiiiiiieiieeieeeneeeiee e eeaneeeneeenneennes 25
3.6. EFEITO IN VITRO DE FOSFITO DE POTASSIO NO CRESCIMENTO MICELIAL DO

NEOPESTALOTIOPSIS CLAVISPORA DA MACADAMIA INTEGRIFOLIA ......covniiiiieiieecieeieeeas 26
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....oooieeeeeeeeeeee et 28
4.1, OBTENCAO DOS ISOLADOS DO PATOGENOD ... cuuiitiitiiiiiitiiiieieeieese e siee e eneeaneeans 28
4.2. PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOPESTALOTIOPSIS SP. ..ccvvviviiiiceiiennnnes 28
4.3, CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO NEOPESTALOTIOPSIS CLAVISPORA ........... 30
4.4, CARACTERIZACAO MOLECULAR DO NEOPESTALOTIOPSIS CLAVISPORA................ 32
4.5, EFEITO IN VITRO DO FOSFITO DE POTASSIO NO CRESCIMENTO MICELIAL DO

NEOPESTALOTIOPSIS CLAVISPORA DA MACADAMIA INTEGRIFOLIA .....ucivneiiiieiieeeieeeiieeeannes 34
5. CONCLUSOES ..ottt 39

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooiiiioeieeee et 40



1. INTRODUCAO

A macadamia (Macadamia integrifolia Maiden e Betche) € uma nogueira que
produz um fruto bastante saboroso e apreciado no mundo inteiro. Em funcéo da alta
procura desses frutos para compor a alimentagéo diaria de varios apreciadores mundo
afora, a producédo mundial de macadamia teve um acréscimo de mais de 70% de 2004
a 2014 (INC, 2016).

A noz-macadamia é uma espécie subtropical nativa da Australia. O género
Macadamia possui aproximadamente dez espécies, sendo que apenas duas delas
sdo cultivadas em larga escala, com destaque para Macadamia integrifolia e
Macadamia tetraphylla. A primeira € cultivada comercialmente para produgdo de
nozes e a segunda € empregada como porta-enxerto (CEREDA e MARCHI, 1991). As
outras espécies ndo possuem frutos comestiveis (DIERBERGER e MARINO NETTO,
1985).

Os sete principais paises com area plantada em hectares com noz-macadamia
em 2012 foram Africa do Sul (19 mil), Australia (17,5 mil), China (16,5 mil), Quénia (12
mil), Guatemala (9 mil), Havai (EUA) (6,8 mil) e Brasil (6,5 mil) (TOLEDO PIZA e
MORIYA, 2014). Contudo, a Australia continua sendo a maior produtora de noz em
casca do mundo, com 35.500 toneladas (AMS, 2012), ao passo que no Brasil em 2012
a producdo de noz-macadamia em casca foi de 4.200 toneladas, sendo pago para o
produtor R$ 3,15/kg em casca (TOLEDO PIZA e MORIYA, 2014).

No Brasil, a macadamia encontrou condi¢cOes favoraveis para seu cultivo nos
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, sul de Minas Gerais, Espirito Santo, Babhia,
leste do Mato Grosso do Sul e oeste do Parana (SOBIERAJSKI et al., 2005;
SCHNEIDER et al., 2012).

As informacgbes sobre a ocorréncia de doenca para a maioria das espécies
florestais, principalmente as nativas, ainda sdo pouco conhecidas e investigadas.
Contudo, a macadamia apresenta alguns relatos de microrganismos causadores de
doencas para as espécies cultivadas no Brasil e em outros paises, como: antracnose
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, podriddo radicular causada

principalmente por Phytophthora cinnamomi, seca de flores causada na maioria das
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vezes pelo fungo Botrytis cinerea e mancha do fruto causada pelo fungo
Pseudocercospora macadamiae (FISCHER et al., 2014).

Uma doenca que frequentemente vem atacando as arvores de macadamia em
Vitoria da Conquista, na Bahia, € a mancha foliar causada por fungo, entdo conhecido
como Pestalotiopsis sp., recentemente denominado de Neopestalotiopsis
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Azevedo et al. (2011) relatou o ataque
desse fungo a Macadamia integrifolia na cidade de Vit6ria da Conquista (BA), porém,
naquela ocasido, nao foi possivel a identificacdo da espécie. Entretanto, o primeiro
relato de manchas foliares na macadamia foi realizado por Rawal e Muniyappa (1981),
na india, os quais atribuiram ao fungo Pestalotiopsis (Pestalotia) versicolor Spag. a
causa da doenca.

A mancha foliar de Neopestalotiopsis sp. em M. integrifolia € considerada como
uma doenca recente para o0s cultivos brasileiros, demandando estudos que
caracterizem a espécie do patdgeno causador da doenca e pesquisas que possam
inferir medidas de controle para tal problema fitossanitario.

Diante disso, os objetivos deste estudo abrangem a caracterizacdo morfoldgica
e molecular do fungo Neopestalotiopsis sp., 0 qual encontra-se associado a mancha
foliar da Macadamia integrifélia, e a realizacdo de teste do efeito do fosfito de potassio

na inibicao micelial do fungo, a fim de um possivel controle da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas gerais da Macadamia

A nogueira macadamia é uma arvore pertencente a familia botanica das
Proteaceae, sendo as espécies Macadamia integrifolia e Macadamia tetraphylla as de
maior destaque (SOBIERAJSKI et al., 2006). E uma planta arborea originaria da
Australia, mais precisamente dos estados de Queensland (leste e sudeste) e Nova
Gales do Sul (norte), ambos os estados na costa leste australiana. Seu habitat natural
sao as florestas tropicais e subtropicais, 0 que favoreceu a sua adaptacdo em outros
paises, tais como Estados Unidos/Havai, Africa do Sul, paises da América Central e
Brasil (SOBIERAJSKI, 2012). A maioria dos plantios € de cultivares da espécie M.
integrifolia e, em menor nimero, de M. tetraphylla e de hibridos interespecificos
(CEREDA e MARCHI, 1991).

A macadamia foi descoberta em 1828 por Allan Cunningham e em 1857
iniciaram-se os primeiros estudos Botanicos da espécie. O nome macadamia partiu
de uma homenagem a John MacAdam, que caracterizou diversas espécies de plantas
no continente australiano (PIMENTEL, 2007). Depois disso comegaram 0S primeiros
plantios de macadamia na Australia no ano de 1870, em Alstonville. Em 1877, a
espécie foi introduzida no Havai e, em 1881, na California (ENTELMANN, 2012). A
partir de 1931 comecou a ser cultivada comercialmente no Havai, onde os primeiros
pomares foram implantados nas cidades de Keahou e Kona, e 0s primeiros
experimentos passaram a ser desenvolvidos pela Estacdo Experimental Havaiana
(HAES) (DIERBERGUER e MARINO NETO, 1985).

No mundo inteiro existem aproximadamente dez espécies do género
Macadamia, porém somente as espécies M. integrifolia e M. tetraphylla produzem
nozes comestiveis e propiciam possibilidades econbmicas. Além disso, a M.
tetraphylla, em geral, € mais utilizada como porta-enxerto (BRENES, 1983). A
macadamia € uma fruteira muito utilizada como base de medicamentos e cosméticos
por tribos aborigenes e a sua noz € considerada a mais saborosa entre as nozes
comercializadas, destacando-se em todas as partes do mundo (DE VILIERS e
JOUBERT 2003).
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2.2. Caracteristicas botanicas

A Macadamia integrifolia € uma arvore de porte alto, considerada perene,
podendo atingir 20 metros de altura e com uma copa que pode chegar a 15 metros de
diametro. Suas folhas séo estreitas e alongadas, bastante duras, cerosas e verdes

durante todo o ano. Medem entre 10 e 30 cm, podem apresentar espinhos em suas
bordas e em cada entren6 aparecem trés folhas (PERDONA et al., 2014). As flores

estédo contidas em inflorescéncias racemosas em péndulos axilares, medindo entre 10
e 30 cm de comprimento, com flores perfumadas e brancas. Os frutos séo do tipo noz,
ovoides, deiscentes, sendo a noz extremamente dura, em cujo interior se encontra a
améndoa de sabor adocicado (LORENZI et al., 2006).

A espécie possui frutos carnosos, compostos por uma casca verde, externa,
chamada carpelo, que se abre quando aqueles estdo maduros, em torno de seis a
sete meses depois da florada. Ao abrir o fruto, aparece uma segunda casca, lisa,
marrom e extremamente dura, que protege em seu interior uma noz branca
(améndoa), muito rica em 6leo (JOUBERT, 1994; SOBIERAJSKI et al., 2007). O fruto
geralmente completa seu desenvolvimento entre os meses de outubro a dezembro
(SOBIERAJSKI et al., 2006).

2.3. Condic0es silviculturais e influéncias edafocliméticas

Os fatores edafoclimaticos podem interferir no desenvolvimento e producgéo da
M. integrifolia. Os aspectos climaticos e do solo para a implantacdo da espécie numa
regido sdo de extrema importancia para seu desenvolvimento, florescimento e
producdo (SAO JOSE, 1991).

A macadamia desenvolve-se normalmente em solos com pH em 55. A
precipitacdo pluviométrica considerada adequada para o cultivo da nogueira numa
regido € cerca de 1.200 mm anuais, com temperaturas médias anuais de 24 °C e, no
inverno, a temperatura média ideal € em torno de 17° C (PERDONA et al., 2014). A
regido de cultivo deve ter boa distribuicdo de chuvas durante o ano. Em caso da falta
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de chuva deve-se lancar méo da irrigacdo, principalmente durante os periodos
criticos, como na floracdo (STEPHENSON et al., 2003).

A fertilizacdo recomendada para a cultura no estado de Sdo Paulo é o
parcelamento da adubacdo NPK em quatro vezes ou em dose Unica para os dois
altimos elementos (QUAGGIO et al., 1997).

2.4. O cultivo da macadamia no Brasil

Apesar de a noz-macadamia ser encontrada em varias regides do Brasil, seu
cultivo, principalmente comercial, € dado como recente no pais. Com isso as
informagOes e recomendacdes para a cultura tém sido adaptadas de pesquisas
realizadas no Havai e na Australia. Contudo, a falta de pesquisas que apresentem
constantemente dados atualizados torna a produtividade brasileira inferior a de outros
paises (PERDONA et al., 2014; SACRAMENTO et al., 1999; SOBIERAJSKI et al.,
2006).

O Brasil é responsavel por apenas 3% da producao mundial e tem uma éarea
plantada com espécies de macadamia com aproximadamente 6 mil hectares
(PIMENTEL et al., 2007). Entretanto, estudos de zoneamento agrocliméatico indicam a
disponibilidade de grandes areas com condi¢des favoraveis para a expansao dessa
cultura em solos brasileiros, pois, com excecao do Rio Grande do Norte e Ceara, o
litoral de todo o Brasil mais o sul de Minas Gerais, leste do Mato Grosso do Sul e oeste
do Parana apresentam condi¢des climéticas favoraveis ao cultivo da macadamia
(SCHNEIDER et al., 2012).

O Brasil ocupa a sétima posicdo entre os produtores mundiais de noz-
macadamia, ficando atrd4s somente da Africa do Sul, Austrdlia, China, Quénia,
Guatemala e Havai (EUA) (TOLEDO PIZA e MORIYA, 2014). Entre os estados
brasileiros produtores da noz, destacam-se Sao Paulo (51%), Espirito Santo (15,8%),
Minas Gerais (11,9%), Bahia (9%), Rio de Janeiro (7%), Mato Grosso (5,1%) e Parana
(0,2%) (ENTELMANN, 2012).
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2.5. Pestalotiopsis sp. em Macadamia integrifolia

O primeiro relato do fungo Pestalotiopsis (Pestalotia) causando mancha foliar
em Macadamia integrifolia foi descrito por Rawal e Muniyappa (1981). Esses autores
observaram em agosto de 1980 que os plantios de M. integrifolia do Instituto Indiano
de Pesquisa Horticola em Hessaraghatta, na india, apresentavam folhas com estagio
inicial de infeccéo, formando pequenas manchas circulares e irregulares e com o
passar do tempo essas manchas se coalesciam e formavam manchas foliares
irregulares. Por meio da caracterizacdo morfolégica do patdgeno, os autores
descreveram como sendo 0 agente causal dessa doenca a espécie Pestalotiopsis
(Pestalotia) versicolor Spag.

Na descricdo apresentada por Rawal e Muniyappa (1981) do P. versicolor em
macadamia, o fungo apresenta aspecto cotonoso, de cor branca, em meio BDA (BDA
(batata-dextrose-agar). Os acérvulos sado notados em meio de cultura apos 4 ou 5 dias
de cultivo. Os conidios apresentam 5 células, com forma elevada ou eliptica; as 3
células intermediérias sdo marrons-escuros e as células basal e apical, hialinas. No
final das células apicais, apresentam-se inseridos 3 apéndices individualizados e
hialinos. Conidios produzidos em BDA medem entre 16-23,5 um x 3,5-6,5 um,
enguanto os conidios obtidos a partir do hospedeiro medem entre 15-25 pm x 3,5-7

pm.

2.6. O género Neopestalotiopsis

O género Pestalotiopsis Steyaert (1949) é o anamorfo de Pestalosphaeria M.E.
Barr (1975), pertence a familia Amphisphaeriaceae e possui varias espécies de
fungos, podendo ser patdogenos com atividades endofiticas ou saprofitas.
Recentemente, Maharachchikumbura et al. (2014) reclassificou algumas espécies de
Pestalotiopsis, enquadrando-as em um novo género, sendo este denominado de

Neopestalotiopsis.
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Uma das maiores revisdes do género Neopestalotiopsis, denominado na época
como Pestalotia, foi realizada por Guba (1961) em seu trabalho “Monografia sobre
Pestalotia e Monochaetia”, no qual descreveu mais de 200 espécies. Guba (1961)
classificou as espécies de Pestalotia com base nas diferéncas das secbes e na
coloragdo das células medianas. As secdes foram separadas em quadriloculatae
(conidios unicelulares de 4 septos), quinqueloculatae (conidios unicelulares de 5
septos) e sexloculatae (conidios unicelular 6 septos). Para células medianas, o autor
atribui as seguintes coloracfes: concolor; versicolor: olivicea escura e versicolor:
olivacea fuliginosa.

Os conidi6foros sao produzidos dentro de um corpo de frutificagdo compacto,
conhecido como acérvulo (SUTTON, 1980). As caracteristicas como estrutura de
frutificacdo, comprimento e morfologia de conidios muitas vezes séo diferentes para
cada espécie e essas caracteristicas também podem sofrer alteracfes com mudancas
no ambiente, dificultando a identificagcao correta da espécie (KARAKAYA, 2001).

Atualmente  existem 234 espécies de Pestalotiopsis descritas!
(KRUSCHEWSKY, 2010). Kruschewsky (2010), ao realizar um estudo de taxonomia
e ecologia do género Pestalotiopsis no Brasil, descreveu que no Sul da Bahia sao
encontradas as seguintes espécies: P. cf. bicolor, P. virgulata, P. microspora, P.
suffocata, P. clavispora, P. mangiferae, P. mangifolia, P. paeoniae, P. carveri, P.
neglecta, P. palmarum, Pestalotiopsis sp.

As espécies patogénicas de Pestalotiopsis entram em contato com o
hospedeiro, inicialmente, por meio dos conidios. O indculo é capaz de sobreviver em
condi¢cbes climaticas adversas e pode causar infeccbes primarias. As fontes de
in6culo primario sao diversas, podendo ser o proprio hospedeiro ou plantas
alternativas, solo infestado, restos culturais, agua da irrigacdo e até mesmo
ferramentas contaminadas (ESPINOZA e BRACENO, 2008; KEITH et al. 2006;
ELLIOTT et al. 2004).

Segundo Bruscato (2011), apesar do reconhecimento da importancia crescente
do género Pestalotiopsis, a identificacdo de isolados em nivel de espécie ainda € muito
complexa e, em razéo disso, ha dificuldades para a classificacdo taxonémica das

espécies. Caracteristicas consideradas relevantes, em chaves baseadas

1 Cf. o website Index Fungorum, disponivel em <www.indexfungorum.org.>. Acesso em: 13 out. 2016.
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exclusivamente na morfologia, nem sempre combinam com a posi¢cao taxondmica de
isolados obtida por meio de dados de sequenciamento de DNA (BRUSCATO, 2011).

2.7. Fosfito como alternativa de controle de doencas de plantas

Os fosfitos sdo compostos provenientes do acido fosforoso (H3PO3), originados
por meio de uma reagao de neutralizagdo com uma base, como hidréxido de potéassio,
que é o mais frequentemente utilizado como fertilizante (ROMA, 2013). Contudo,
fertilizantes a base de fosfitos, por meio do conceito de manejo integrado, vém sendo
empregados no controle de doencas de plantas frutiferas (GEELEN, 1999).

A empregabilidade do fosfito na agricultura é cada vez maior. E bastante
explorado como fertilizante foliar de diversas culturas agricolas e, no territorio
brasileiro, & recomendado com essa finalidade fertilizante. Contudo, o fosfito vem
sendo recomendado para utilizacdo no manejo de doencas ocasionadas por
Oomicetos em paises como Australia, Estados Unidos e alguns paises da Europa
(SALA et al. 2004; MILLER et al. 2006; KOUSIK et al. 2011; BOCK et al. 2013; ROMA,
2013).

Dentre varias formulacdes de fosfito no mercado, a mais empregado é do fosfito
de potassio. Este € um sal de acido fosforoso ligado ao potassio e que apresenta a
capacidade de induzir resisténcia a planta para que esta forme substancias de
autodefesa, protegendo-a do ataque de fungos (SONEGO et al., 2002). Sua atividade
fungicida na planta deve-se a sua acidez caracteristica, ja que seu ion (HPO3%) é
oriundo do &cido fosforoso (H3POz3), de baixa toxidez (COHEN e COFFEY, 1986).

No Brasil, o fosfito de potassio ¢ recomendado como fertilizante foliar. E
considerado um produto de baixo custo, néo fitotoxico e de baixa toxicidade a
mamiferos (DALIO et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacdo da area de estudo

O estudo foi realizado no laboratério de Fitopatologia e Virologia pertencente
ao Departamento de Fitotecnia e Zootecnia da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB), campus de Vitéria da Conquista, na Bahia. A caracterizacdo molecular
do patdgeno foi realizada em colaboracdo com o Departamento de Fitopatologia e
Nematologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de
Séo Paulo (ESALQ/USP), de Piracicaba, no estado de Sdo Paulo.

3.2. Obtencéao dos isolados de Neopestalotiopsis clavispora

Os isolados de Neopestalotiopsis sp. foram obtidos de amostras de plantas de
Macadamia integrifolia com sintomas de mancha foliar, provenientes de arvores
cultivadas no campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em Vitéria da
Conguista. As amostras de folhas com sintomas foram coletadas e encaminhadas ao
Laboratério de Fitopatologia e Virologia da UESB para a devida identificacdo e
isolamento do fungo.

O isolamento consistiu na lavagem das folhas em &gua corrente e
desinfestacdo em solucédo de hipoclorito de sédio 1% durante um minuto, alcool 70%
por um minuto e agua destilada e autoclavada por mais um minuto. Este material foi
mantido em camara Umida até o surgimento das estruturas fangicas que
possibilitassem a identificacdo do mesmo. O isolamento foi feito em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) e incubacdo por dez dias a
25° C e fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro), para que ocorresse 0 crescimento e

esporulacéo.
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3.3. Teste de patogenicidade

Folhas sadias destacadas de Macadamia Integrifolia foram utilizadas no teste
de patogenicidade. As folhas destacadas passaram por uma desinfestacéo superficial
com 1% de hipoclorito de sodio durante 2 minutos. Depois disso, as folhas foram
lavadas trés vezes com agua esterilizada. Em seguida, a umidade superficial dos
tecidos foi removida com papel-filtro esterilizado antes da inoculacdo. Culturas puras
de Neopestalotiopsis sp. crescidas em meio de cultura BDA e mantidas em camara
tipo BOD a 25° C, com fotoperiodo de 12 h por 10 dias, foram utilizadas no teste de
patogenicidade. As folhas desinfestadas superficialmente foram ligeiramente feridas
com uma agulha estéril e, em seguida, inoculadas com um disco de 5 mm de diametro
contendo estruturas fungicas do patégeno. Como testemunha, folhas sadias
destacadas foram feridas e inoculadas com discos de igual tamanho contendo apenas
o meio puro de BDA. Utilizaram-se 30 folhas sadias destacadas, 25 inoculadas com o
patdgeno e 5 com apenas discos de BDA. As folhas inoculadas foram colocadas em
placas de Petri (15 cm de diametro) forrada com papel-filtro molhado. As placas foram
colocadas em BOD a 25 °C com um fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de ciclo escuro.
Os sintomas nas folhas inoculadas foram observados visualmente a cada 24 h durante

10 dias. Ao final foi realizado um novo isolamento em meio de cultura BDA.

3.4. Caracterizacdo morfologica

Isolados monospdricos do Neopestalotiopsis sp. da macadamia foram
estabelecidos e utilizados para a caracterizacdo morfolégica dos mesmos.

Novas culturas puras foram estabelcidas em placas com meio BDA e mantidas
a 25 °C no escuro durante um periodo de 14 dias para o aparecimento dos acérvulos
do fungo. As laminas para observagdo em microscopia foram montadas utilizando-se
fucsina acida como corante, sendo depositadas sobre ela estruturas fangicas do

Neopestalotiopsis. Cem conidios foram examinados quanto a forma, tamanho,
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namero de células, cor e apéndices, sob um microscopio estereoscépico de luz

Axiostar Plus (Carl Zeiss®, Alemanha).

3.5. Identificacdo molecular do patégeno

Micélio e esporos foram coletados a partir de cultura monospadrica crescida em
BDA por 20 dias. Em seguida, o DNA foi extraido e purificado usando Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante.
As amostras de DNA gendmico obtidas do isolado de Neopestalotiopsis clavispora
foram submetidas a PCR para a amplificacdo do gene nuclear 5.8S com os dois
espacadores transcritos internos flanqueadores ITS 1 e ITS2 (ITS) e sequéncias
parciais dos genes [B-tubulina (TUB2) e fator de elongacao 1-a (TEF1), utilizando os
pares de primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al.,, 1990); Bt2a e Bt2b (GLASS e
DONALDSON, 1995) e EF-F (SOUZA et al., 2012) e tef997R (SHOUKOUHI e
BISSETT, 2008), respectivamente.

Cada reacdo de PCR conteve 2 pyL de DNA (25 ng pL?), 8,5 pL de Nuclease-
Free Water, 1 uL de cada primer e 12,5 uL GoTaq® Colorless Master Mix 2x (Promega,
EUA) em um volume total de 25 pL. O programa para amplificacéo da regido ITS e
TUB2 consistiu em desnaturacéao inicial a 94 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 1 min e extensédo a 72 °C
por 1 min; e entdo uma extenséo final a 72 °C por 10 min. Para TEF1, o ciclo de
amplificacéo consistiu de uma desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min; seguido por 40
ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 10 s, anelamento a 58 °C por 30 s e extenséo a
72 °C por 1 min; e entdo uma extenséo final a 72 °C por 4 min. As reacbes de PCR
foram realizadas em termociclador TC-512 (Techne®, EUA).

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com SYBR Safe™ (Invitrogen, EUA), em tampé&o 0,5X Tris-acido
borico-EDTA (TBE) e visualizados em aparelho transluminador com luz UV. Os
produtos obtidos na PCR foram purificados com auxilio do kit Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. O
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sequenciamento foi realizado em sequenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, EUA).

As sequéncias obtidas com os primers forward e reverse foram analisadas e
utilizadas para obter sequéncias em consenso com 0 programa Sequencher 5.4.1
(GENE CODES CORPORATION, 2016) e posteriormente comparadas com as
sequéncias existentes no GenBank por meio do Basic Local Aligment Sequence Tool
(BLAST) (BORATYN et al., 2013). As sequéncias do GenBank que apresentaram 0s
maiores “escores” foram selecionadas e alinhadas juntamente pelo algoritmo ClustalW
com o programa BioEdit (HALL, 1999). Para concatenar os amplicons foi utilizado o
programa Mesquite (MADDISON e MADDISON, 2011). As sequéncias geradas foram
depositadas no GenBank com o0s seguintes numeros de acesso: ITS: KX721071,
TEF1: KX721072 e TUB2: KX721073.

Para cada loco analisado, foi determinado o melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos com base no critério de informac&o Akaiki (AIC) com auxilio do programa
MrModeltest v.2.3 (NYLANDER, 2004). Com as sequéncias concatenadas foi
construida a analise filogenética por meio da inferéncia Bayesiana usando o algoritmo
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para gerar as probabilidades posteriores. Um
isolado de Pseudopestalotiopsis cocos (CBS 27229) foi utilizado como outgroup.
Quatro cadeias MCMC foram executadas simultaneamente com 1x10’ geracdes e
amostradas a cada 1000 geracdes, sendo descartadas 25% das arvores iniciais. Para
a analise filogenética, a inferéncia Bayesiana foi conduzida trés vezes no programa
MrBayers v.3.1.1 (RONQUIST e HUELSENBECK, 2003). As arvores foram editadas
no programa TreeView (PAGE, 1996).

3.6. Efeito in vitro do fosfito de potassio no crescimento micelial do

Neopestalotiopsis clavispora da Macadamia integrifolia

Para o teste de inibicao, utilizou-se o produto comercial Phytogard Potassio,
cujo nome técnico é fosfito de potassio, que contém em sua composicéo P20s e K20,

nas concentracdes de 596 e 298 g.L* de ingrediente ativo, respectivamente.
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O fosfito de potassio foi adicionado em meio de cultura BDA (batata-dextrose-
agar) fundente a 45-50°C, diluidos em série, de modo a se obter as respectivas
concentracfes do produto comercial: 0, 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 ppm. Apos o
preparo, 20 mL de meio de cultura foi vertido em cada placa de Petri com nove
centimetros de didmetro. Placas contendo meio BDA, sem adicdo de fosfito de
potéssio, foram utilizadas como testemunha (0 ppm).

Discos de meio BDA de 7 mm de diametro, colonizados por Neopestalotiopsis
sp. foram retirados dos bordos de colénias com sete dias de crescimento e inoculados
no centro de cada placa de Petri. Apds as repicagens, as placas foram incubadas em
BOD com fotoperiodo de 12 horas, a 25 °C, por um periodo de dez dias. O
experimento seguiu o delineamento inteiramente ao acaso com 7 tratamentos (T1 =
0, T2 = 10, T3 = 50, T4 = 100, T5 = 250, T6 = 500, T7 = 1000 ppm) com quatro
repeticdes. A testemunha consistiu de placas contendo discos somente com col6nias
do patégeno em meio BDA.

A avaliacdo do crescimento micelial do Neopestalotiopsis sp. foi realizada a
cada dois dias até uma ou mais placas da testemunha preencher toda a placa de Petri
(10 dias), por meio da medicdo do didmetro das coldnias, com o auxilio de uma régua
milimétrica, em dois sentidos perpendiculares entre si, tomando-se como valor de
crescimento a média das duas medidas. Os resultados obtidos foram submetidos as
analises de variancia e de regressdo, com o auxilio do programa estatistico SASM-
Agri, versdo 8.2 (CANTERI et al., 2001).

Com a média de didmetros das coldnias foi calculada a percentagem de

inibicdo dos tratamentos em relacao a testemunha, pela seguinte formula:

%l = (C-T) / C x 100

Em que:

%I = percentagem de inibicao;

C = didmetro médio do crescimento micelial da testemunha,;

T = didmetro médio do crescimento micelial do tratamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencdo dos isolados do patogeno

Durante o periodo de estudo foram realizados, aproximadamente,
180 isolamentos de Neopestalotiopsis sp. oriundos de folhas de macadamia com
sintomas de manchas foliares irregulares, de coloragdo marrom-claro e de tamanhos
variados, conforme se observa na Figura 1A. Com o auxilio de um estereomicroscopio
foi possivel observar os acérvulos do fungo sobre a face adaxial das folhas (Figura

1B), de onde foram retirados 0s esporos para a obtencao das culturas puras do fungo.

Figura 1 — Sintomas da mancha foliar da macadamia (A) e acérvulos do Neopestalotiopsis
sp. presentes na lesdo na face adaxial da folha (B).

4.2. Patogenicidade dos isolados de Neopestalotiopsis sp.

Todas as 25 folhas sadias destacadas e inoculadas com discos de BDA
contendo estruturas fungicas do patdégeno apresentaram sintomas a partir do segundo
dia depois da inoculagéo, ao passo que todas as testemunhas, inoculadas apenas
com discos de BDA puro, mantiveram-se livres de sintomas até o término dos testes

de patogenicidade aos 10 dias. Lesdes provocadas em qualquer parte estrutural das
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plantas, seja por um fator biético ou abidtico, pode servir de porta de entrada para
patégenos, e, nesse teste, ferimentos foram provocados nas folhas, o que explica o
rapido aparecimento dos sintomas nas folhas inoculadas com o fungo causador da
mancha foliar da macadamia. Azevedo et al. (2009), ao realizar testes de
patogenicidade com folhas de macadamia inoculadas com Neopestalotiopsis sp. com
e sem a ocorréncia de ferimentos nas folhas, relataram que todas as folhas inoculadas
apresentaram sintomas, porém naquelas que foram inoculadas com ferimentos os
sintomas surgiram mais rapidamente que nas folhas inoculadas sem ferimentos.

A reproducéao dos sintomas nas folhas no teste de patogenicidade corresponde
aos mesmos sintomas caracteristicos daqueles observados em campo: folhas com
manchas de coloracdo marrom-claro, com formato irregular e de tamanhos variados.
Foi possivel observar ainda que as folhas inoculadas com 2 discos de meio BDA com
estruturas fungicas do patdgeno coalesceram em poucos dias, afetando uma maior

area da folha (Figura 2).

Figura 2 — Les@es necréticas em folhas de macadamia inoculadas com 1 e 2 discos de
BDA com o patdgeno. A) Testemunha. B) Folha com 1 disco. C) Folha com 2 discos.
D) Folhas com 2 discos e coalescimento da mancha.

Estudos de patogenicidade com Neopestalotiopsis sp. em folhas de nogueira-

pecé realizados por Lazarotto (2013) mostraram que, nas folhas inoculadas com
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suspensdes de esporos do patégeno, as manchas coalesceram depois de alguns dias,
formando lesdes maiores, semelhantes as de uma queima foliar com intensa
esporulacéo do fungo.

O género Neopestalotiopsis € considerado como um importante fungo causador
de manchas foliares em diversas espécies florestais. Manchas foliares causadas por
Neopestalotiopsis sp. foram descritas por Labarca et al. (2006) como uma doenca
bastante grave que leva a grandes perdas na América do Sul e Central pelo fato de
infectar diversos hospedeiros.

Ao final dos testes de patogenicidade em folha, o Neopestalotiopsis clavispora
foi reisolado, comprovando a acdo patogénica do patdbgeno na macadamia.
Resultados semelhantes aos obtidos por Coelho et al. (2011) em estudos de
patogenicidade de isolados de Neopestalotiopsis sp. em plantas de palma de Gleo
permitiram concluir que os testes realizados foram suficientes para obter todos os

isolados do fungo com reisolamento.

4.3. Caracterizacdo morfolégica do Neopestalotiopsis clavispora

A espécie de Neopestalotiopsis caracterizada morfologicamente neste estudo
apresentava conidios de formato fusiforme a clavado, com 4 septos, em linhas retas
ou ligeiramente curvadas. A célula basal longa apresenta formato cénico e coloracdo
hialina; com 3 células medianas com septos e paredes periclinais mais escuras do
que o resto das células, versicolor, de coloracdo marrom-escura para olivacea; a
segunda célula, a partir da base, apresenta uma coloracdo castanho-claro; a terceira
célula tem cor marrom mais escura; sendo a quarta célula mais escura; com uma
célula apical curta, de formato conico largo, subcilindrica e de coloracéo hialina (Figura
3).

As estruturas de 100 conidios foram medidas em microscépio de luz com um
aumento de 1000 vezes, 0s quais apresentaram 0s seguintes tamanhos: 17,9-27,5
pum de comprimento, 5,1-6,8 um de largura, apéndices basais com 3,5-7,4 um de
comprimento; as 3 células medianas com 11-17,3 um de comprimento, sendo a
segunda célula com 3,1-6,2 um, a terceira célula com 3,2-6,1 um e a quarta célula
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com 3,1-5,9 um. Os apéndices apicais apresentaram 16,3-29,3 um de comprimento.
Estas caracteristicas morfologicas sdo semelhantes aquelas descritas por
Maharachchikumbura et al. (2012) para a espécie Neopestalotiopsis clavispora. Esses
autores relataram essa mesma espécie infectando Quercus rubra nos EUA e Magnolia

sp. na China.

Figura 3 — Conidios de Neopestalotiopsis clavispora, em meio BDA (Aumento 1000 x).

Lu et al. (2015), em estudos para identificar o agente causal da mancha foliar
marrom em Myrica rubra Siebold e Zucc. na China, também identificou a espécie
Neopestalotiopsis clavispora como sendo causadora daquela doenca e apresentando
morfologicamente as seguintes caracteristicas: conidios com tamanhos de 17,6-25,5
X 6,1-7,4 um; células basais conicas e hialinas com uma base de apéndice de 3,2-6,5
um de comprimento; 3 células medianas com 11,5-16,1 um de comprimento, sendo a
segunda célula com 3,6-5,3 um, a terceira célula com 4,1-5,6 um e a quarta célula
com 3,8-5,4 um. Os apéndices apicais apresentavam 17,5-31,3 um de comprimento.
Essas informagdes corroboram os dados encontrados neste estudo.

Nas pesquisas realizadas por Maharachchikumbura et al. (2012), as medidas
das estruturas dos conidios de N. clavispora encontradas foram: conidios com 18-26
X 6,5-8,5 um; célula basal com 4-5 um de comprimento; com trés células medianas de
13,7-15,3 um de comprimento; segunda célula com 4,3-5,3 uym de comprimento;
terceira célula com 5-6,4 um de comprimento; quarta célula, 4,5-5,8 um de
comprimento; célula apical, 3,3-4,2 um de comprimento; apéndices apicais, 19-30 um
de comprimento. Medidas semelhantes para conidios de N. clavispora foram descritas
por Kruschewsky (2010) quando realizou um estudo sobre a taxonomia e ecologia do

género Neopestalotiopsis no Brasil, na regido da Mata Atlantica do sul da Bahia. Na
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regido de Ilhéus, na Bahia, a autora descreveu as seguintes caracteristicas
morfologicas do N. clavispora: comprimento dos conidios de 22-27 um; largura do
conidio de 5-7 um; comprimento do apéndice apical de 20-31 (33) um; comprimento
do apéndice basal de 5-8 (10) um; niumero de apéndices de 2 a 3 e coloracdo mediana
concolor. J4 na regido de Una (BA) o comprimento dos conidios foi de 20-28 (30) um;
largura dos conidios de 6-7 um; comprimento do apéndice apical de (8) 10-23 um;
comprimento do apéndice basal de 5-12 pm; nimero de apéndice de 2-3 e coloracéo
mediana concolor. Esses resultados evidenciam que as caracteristicas morfolégicas

de uma mesma espécie podem ter uma pequena variagcdo de uma regiao para outra.

4.4. Caracterizacdo molecular do Neopestalotiopsis clavispora

ApGs o sequenciamento foram gerados fragmentos de 525 (ITS), 453 (TUB2) e
595 (TEF1) pares de bases e depositados no GenBank-NCBI, sob os niumeros de
acesso KX721071, KX721073 e KX721072, respectivamente.

Comparacdes das sequéncias de nucleotideos do isolado da macadamia com
outras sequéncias depositadas no GenBank mostraram uma identidade de 98%
(TEF1), 99% (TUB2) e 100% (ITS) com isolados padrdes representativos de
Neopestalotiopsis clavispora (JX399044, JX399013 e JX398978). Estes isolados
padrées, N. clavispora MFLUCC 12-0280 e MFLUCC 12-0281, foram isolados
utilizados por Maharachchikumbura et al. (2014) para demarcacéo (identificacéo) da
especie e para a nova nomenclatura proposta.

Devido a similaridade genética, sequéncias de Neopestalotiopsis e
Pestalotiopsis foram utilizadas para a construcdo da arvore filogenética. Uma
sequéncia de Pseudopestalotiopsis foi utilizada como outgroups.

A concatenacdo das sequéncias obtidas (ITS, TUB2 e TEF1l) também
apresentou alta similaridade genética com os dois isolados padrbes representativos

deste género, obtidos junto ao GenBank-NCBI (Figura 4).
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0.69| N. formicarum CBS 11583

0.69(~ N. surinamensis CBS 45074

0.51
N. formicarum CBS 36272

0.66 .
N. ellipsospora CBS 115113

N. saprophytica CBS 115452

0.54 N. clavispora da Macadamia

1 N. clavispora OP118

N. clavispora MFLUCC 120280

0.96
N. clavispora MFLUCC 120281

1 P. oryzae CBS 111522

0.91 P. parva CBS 26537

1 P. australis CBS 111503

[Eny

N. australis CBS 114193

P. camelliae CBS 44362

Ps. cocos CBS 27229
0.1

Figura 4 — Arvore filogenética construida por Inferéncia Bayesiana baseada na
concatenacdo de sequéncias ITS, TUB2 e TEF1l de isolados de Neopestalotiopsis,
Pestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. Os nimeros nos nos séo valores de probabilidade
posterior bayesiana. O isolado destacado em negrito é referente a este estudo.
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4.5. Efeito in vitro do fosfito de potassio no crescimento micelial do
Neopestalotiopsis clavispora da Macadamia integrifolia

Na primeira avaliacdo, dois dias apds o isolamento, ja foi possivel observar o
efeito do fosfito de potassio inibindo o crescimento micelial do N. clavispora, a partir
da concentracdo de 100 ppm, tendendo a aumentar a inibicdo com acréscimo de
concentracdo do fosfito de potassio, mas comecando a estabilizar a partir da
concentracdo de 500 ppm (Figura 5). No entanto, foi observado ainda que nessa
primeria avaliacgdo houve uma pressdo seletiva do microrganismo quando se
aumentou a concentracao do fosfito de potassio, com elevacéo da curva do gréfico.

O modelo que apresentou ajuste satisfatério aos dados da inibicdo de diametro
médio das colbnias de N. clavispora crescidas em diferentes concentracdes do fosfito

de potassio em meio BDA foi o de regressao polinomial quadrética (Figura 5, 6 e 7).
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Figura 5 — Crescimento micelial do N. clavispora sobre diferentes concentracdes de
fosfito de potassio no meio BDA na primeira avaliagéo.

Nota-se que com 4 e 6 dias de incubacdo, segunda e terceira avaliacoes,
respectivamente, o fosfito de potassio inibiu o crescimento micelial do patdégeno ja nas

dosagens de 10 e 50 ppm (Figura 6). Rocha Sobrinho (2015), testando o efeito in vitro
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do fosfito de potassio em diferentes concentracdes sobre o Fusarium solani, relatou

inibicdo do crescimento micelial do fungo a partir da concentracdo de 10 ppm.
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Figura 6 — Crescimento micelial do N. clavispora sobre diferentes concentra¢cfes de fosfito de
potassio no meio BDA. A) Segunda avaliacdo. B) Terceira avaliacao.
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O efeito inibitério do fosfito de potassio no crescimento micelial do
Neopestalotiopsis clavispora mostrou-se mais evidente nas duas ultimas avaliacdes,
aos 8 e 10 dias ap0s a inoculacdo. A medida que a concentracéo de fosfito de potassio

aumentava, intensificava-se a inibicdo da colénia (Figura 7).
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Figura 7 — Crescimento micelial do N. clavispora sobre diferentes concentracfes de
fosfito de potassio no meio BDA. A) Quarta avaliacéo. B) Quinta avaliagéo.
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Explicita-se, assim, que o produto tem uma acéo efetiva sobre o crescimento
micelial do patégeno nas concentragfes entre 250 a 500 ppm (Figura 8), tendendo a

estabilizar a partir desse ponto.

Figura 8 — Crescimento micelial de Neopestalotiopsis clavispora em diferentes concentracdes
de fosfito de potassio aos 10 dias de incubac&o. A) 0 ppm. B) 250 ppm. C) 500 ppm.

O percentual de inibicdo no crescimento micelial do Neopestalotiopsis
clavispora sobre diferentes concentraces de fosfito de potassio foi de mais de 50% a
partir da dosagem de 250 ppm em todas as avaliagfes do segundo ao décimo dia de
incubacdo (Tabela 1), sendo que na concentracdo de 1000 ppm o percentual de

inibicdo chegou a 76,6 % aos 10 dias depois da incubagéao.

sobre diferentes concentragfes de fosfito de potassio durante 10 dias de incubacéo.

Doses de Fosfito de % de inibicao
potassio (ppm) 2°dia 4°dia e°dia  8°dia  10°dia
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 12,0 24,5 23,7 0,7 17,0
50 12,4 22,9 23,7 0,4 17,0
100 30,2 37,4 42,7 32,2 38,2
250 52,7 51,8 52,9 52,3 55,5
500 60,1 51,6 52,8 53,5 53,4
1000 58,1 67,6 72,1 71,5 76,6
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Caixeta et al. (2012), ao realizar pesquisa similar a esse estudo, observou
diminuicdo no crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum quando
submetido a doses diferentes de fosfito de potassio. Os autores destacam ainda que
as inibicbes foram mais intensas nas maiores concentracdes do produto, observando
menor velocidade no crescimento micelial em funcdo do tempo de incubacéo. Os
estudos realizados por Rocha Sobrinho (2015) com Fusarium solani em diferentes
doses de fosfito de potassio promoveram um percentual de 84,3% de inibicdo do
crescimento micelial na concentracéo de 500 ppm do produto e 91,5% com a dosagem
de 1000 ppm.

Pesquisas realizadas por Lovatt e Mikkelsen (2006) citam trabalhos
considerando a acdo do fosfito de potassio diretamente sobre o fungo, enquanto
outros estudos chamam atencéo para a ativacao dos mecanismos de defesa da planta
acionados pelo produto. Para Fenn e Coffey (1989), o fosfito de potassio age
diretamente sobre os patdgenos, inibindo o crescimento micelial e esporulacéo. Eles
consideraram em seus estudos que o efeito desse produto seria tdo efetivo quanto o

do fosetil-Al, pois 0 modo de acéo é similar ao do fungicida.
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5. CONCLUSOES

A patogenicidade do Neopestalotiopsis clavispora foi confirmada com os
resultados positivos em todas as folhas sadias de macadamia inoculadas com o fungo.

Através da caracterizacdo morfolégica e molecular foi possivel identificar o
agente causal da mancha foliar da Macadamia integrifolia como sendo a espécie
Neopestalotiopsis clavispora.

O fosfito de potassio teve acao efetiva sobre a inibicdo in vitro do crescimento

micelial do N. clavispora.
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