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ABSTRACT: The objective of this study were: (i) to assess, in 
vitro, the effect of temperature on mycelial growth (10-35oC) 
and spores germination (10-45oC); (ii) to evaluate, in vitro¸ the 
effect of the light regime (continuous light, 12 h photoperiod 
and continuous darkness) on mycelial growth, sporulation and 
viability of the spores of C. cassiicola; and (iii) to assess, in vivo, the 
effect of temperature (20-30oC) and the duration of leaf wetness 
(4-48 h) in the development of target spot in leaves of barbados 
cherry. The estimated maximum temperatures for mycelia growth 
and spore germination were 30 and 29oC, respectively. The light 
regime did not affect the mycelial growth and spores germination. 
However, continuous light regime favored the sporulation, and 
the absence of light during spore production decreased the spore 
viability. The target spot lesions area in barbados cherry leaves 
increased with the increment in the temperature up to 30oC. 
Twelve hours of leaf wetness were necessary for the infection and 
lesion development of target spot. 

KEYWORDS: Malpighia emarginata; growth mycelial; spores 
germination; epidemiology; leaf disease.

RESUMO: O presente estudo teve como objetivos: (i) determi-
nar, in vitro, o efeito da temperatura sobre o crescimento micelial 
(10 a 35oC) e a germinação de conídios (10 a 45oC) de Corynespora 
cassiicola; (ii) avaliar, in vitro, o efeito do regime de luz (luz contí-
nua, fotoperíodo de 12 h e escuro) sobre o crescimento micelial, a 
esporulação e a viabilidade dos esporos de C. cassiicola; e (iii) veri-
ficar, in vivo, a influência da temperatura (20 a 30oC) e da duração 
do período de molhamento foliar (4 a 48 h) no desenvolvimento da 
mancha-alvo em folhas de acerola. As temperaturas ótimas, estima-
das a partir das equações, para o crescimento micelial e a germina-
ção de esporos foram de 30 e 29oC, respectivamente. O regime de 
luz não afetou o crescimento micelial e a germinação dos esporos, 
entretanto, luz contínua favoreceu a esporulação, e a ausência de luz 
durante a produção dos esporos diminuiu sua viabilidade. Houve um 
incremento na área das lesões da mancha-alvo em folhas de acerola 
conforme a temperatura aumentou até 30oC. Foram necessárias 12 h 
de molhamento foliar para que a infecção e as lesões ocorressem.

PALAVRAS-CHAVE: Malpighia emarginata; crescimento micelial; 
germinação de esporos; epidemiologia; doença foliar.
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INTRODUÇÃO

A acerola (Malpighia emarginata L.) se desenvolve muito bem em 
climas tropicais e subtropicais devido a sua rusticidade (Gomes et al., 
2003). No entanto, em função da diversidade de ambientes de 
cultivo da acerola no Brasil, o número de doenças já relatadas 
nessa frutífera é maior do que em outros países (Papa, 2005).

A mancha-alvo, causada por Corynespora cassiicola (Berk. & 
M.A. Curtis) C.T. Wei, é a principal doença foliar da cultura 
na região de Junqueirópolis (SP) (Celoto; Papa, 2010), ocor-
rendo com maior intensidade no período chuvoso (Cordeiro; 
Ritzinger, 2003). Essa doença manifesta-se apenas nas folhas, 
causando severa desfolha das plantas (Papa, 2005).

Ellis (1971) descreveu C. cassiicola como uma espécie 
cosmopolita e inespecífica devido a sua ampla gama de hos-
pedeiros e distribuição em diversos países de clima tropical e 
subtropical. O fungo C. cassiicola diminui a área fotossinté-
tica da planta devido à formação de manchas foliares e à des-
folha precoce, resultando em perdas de até 40% na produção 
de soja (Koenning; Creswell, 2006) e 60% na produção de 
pepino (Verzignassi et al., 2003). 

O conhecimento das condições adequadas para o cultivo 
de um micro-organismo in vitro é de fundamental importância 
para dar suporte em outros trabalhos que utilizem crescimento 
micelial e/ou esporos. Com o domínio da técnica de cultivo 
do micro-organismo, tornam-se possíveis determinações do 
efeito das variáveis climáticas na infecção e no desenvolvimento 
da doença. Para isso, a realização de trabalhos em ambiente 
controlado fornece uma sólida base para o melhor entendi-
mento do efeito dos fatores ambientais no desenvolvimento 
das epidemias (Kranz; Hau, 1980). Todas essas informações 
possibilitam delimitar estratégias de controle para cada região 
de cultivo (Leite; Amorim, 2002). Segundo Andrade et al. 
(2007), os fatores ambientais determinam a distribuição geo-
gráfica, a incidência e a severidade da doença.

Apesar da crescente importância do patógeno C. cassii-
cola, pouco se conhece dos efeitos dos fatores climáticos na 
epidemiologia da mancha-alvo em acerola no Brasil. Dessa 
forma, o presente estudo teve como objetivos:
•	 determinar, in vitro, o efeito da temperatura sobre o cresci-

mento micelial e a germinação de conídios de C. cassiicola;
•	 avaliar, in vitro, o efeito do regime de luz sobre o crescimento 

micelial, a esporulação e a viabilidade dos esporos de C. cassiicola;
•	 verificar, in vivo, a influência da temperatura e da duração 

do período de molhamento foliar no desenvolvimento da 
mancha-alvo em folhas de acerola, sob condições controladas.

MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia 
e Fitopatologia do Departamento de Fitossanidade, Engenharia 

Rural e Solos da Faculdade de Engenharia da Universidade 
Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), em Ilha 
Solteira (SP). O isolado de C. cassiicola foi obtido de folha doente 
de acerola, naturalmente infectada, coletada em pomar comercial 
no município de Junqueirópolis (SP). Realizou-se o isolamento 
direto do fungo para placa de Petri contendo meio de cultura 
Batata-Dextrose-Ágar (BDA). Após a identificação das colônias 
de C. cassiicola, fez-se a purificação do isolado e, em seguida, sua 
preservação pelo método de Castellani (Castellani, 1939). 
A variedade de acerola Olivier, muito plantada na região Nova 
Alta Paulista, foi utilizada no teste de avaliação da patogenicidade 
do fungo. O cumprimento dos Postulados de Koch foi confir-
mado pelo reisolamento do patógeno das lesões sintomáticas.

Efeito da temperatura no crescimento 
micelial e na germinação de esporos
A partir da borda de colônias puras de C. cassiicola, crescidas 
em meio BDA por cinco dias a 25oC ± 1oC e sob fotoperíodo 
de 12 h, discos de cultura com 5 mm de diâmetro foram trans-
feridos para o centro de placas de Petri contendo o mesmo 
meio de cultura. As placas foram submetidas às temperaturas 
de 10, 15, 20, 25, 30 e 35oC em câmara de crescimento, sob 
fotoperíodo de 12 horas, durante 5 dias. A avaliação do cres-
cimento micelial foi feita por meio de medição do diâmetro 
das colônias em posição ortogonal, descontando os 5 mm do 
diâmetro do disco de cultura inicial. 

Quanto à porcentagem de germinação de esporos, uma 
alíquota de 80 µL da suspensão dos esporos de C. cassiicola, 
com 5 dias de idade, na concentração de 2x104 esporos/mL 
foi transferida para lâminas escavadas, as quais foram coloca-
das em placas de Petri contendo papel de filtro embebido em 
água para manter a umidade. As placas foram incubadas em 
câmara de crescimento a 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45oC, 
no escuro. Após 10 horas, procedeu-se a paralização da ger-
minação dos esporos com a adição de uma gota de lactogli-
cerol em cada lâmina e a avaliação. Em seguida, contaram-se, 
em microscópio ótico, 100 esporos por lâmina por repeti-
ção, separando-os em germinados ou não. Considerou-se 
germinado o esporo que apresentou tubo germinativo igual 
ou maior que a sua largura, obtendo-se a porcentagem de 
esporos germinados. 

O delineamento experimental foi o inteiramente casua-
lizado, com quatro repetições por temperatura, sendo cada 
parcela constituída por uma placa de Petri ou lâmina esca-
vada. Os dados foram analisados por meio de regressões não 
lineares, utilizando o modelo beta-generalizado (Hau; Kranz, 
1990), descrito pela equação y=(b1*((T-b2)^b3)*((b4-T)^b5)), 
onde y = percentagem do crescimento micelial ou da ger-
minação de esporos, T = temperatura (ºC), b2 e b4 = tempe-
raturas mínima e máxima, respectivamente, b5 = amplitude 
da curva em sua faixa assintótica e b1 e b3 = parâmetros do 
modelo de ajuste.
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Efeito do regime de luz no 
crescimento micelial, na esporulação 
e na viabilidade dos esporos
Compararam-se o crescimento micelial, a esporulação e a via-
bilidade dos esporos de C. cassiicola nos seguintes regimes de 
luz: luz contínua, fotoperíodo de 12 h e ausência de luz. Para 
tanto, placas de Petri contendo BDA receberam um disco de 
cultura de C. cassiicola como o procedimento do experimento 
anterior. As placas foram mantidas em estufa incubadora a 26oC 
± 1oC, nos três regimes de luz mencionados anteriormente. 
Após cinco dias, mensurou-se o diâmetro das colônias nos 
diferentes regimes de luz, conforme descrito anteriormente. 
Em seguida, avaliou-se a esporulação. Para isso, 10 mL de 
água destilada foram adicionados em cada uma das placas, 
obtendo-se uma suspensão de esporos com o auxílio de um 
hemacitômetro. Os dados foram transformados em número de 
esporos/cm2. O experimento foi conduzido em delineamento 
inteiramente casualizado, com quatro repetições, sendo uma 
placa por repetição. Os dados de cada experimento foram sub-
metidos, separadamente, à análise de variância empregando-se 
o teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

A partir da suspensão final, obtida na etapa anterior de 
análise da esporulação, avaliou-se a viabilidade dos esporos pro-
duzidos nas diferentes condições de regimes de luz. Alíquotas 
de 80 µL de suspensão aquosa de 2x104 esporos/mL, obtidas 
de cada tratamento, foram depositadas em lâminas escavadas, 
conforme metodologia descrita anteriormente, e mantidas a 
28oC ± 1oC sob os regimes de luz contínua, fotoperíodo de 
3 h e ausência de luz. O percentual de germinação dos espo-
ros foi determinado após 6 horas de incubação, conforme des-
crito anteriormente. O delineamento estatístico utilizado foi 
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x3 (regime de 
luz para produção de esporos x regime de luz para germinação 
de esporos), com quatro repetições por tratamento. Os dados 
foram submetidos à análise de variância e as médias foram com-
paradas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade.

Efeito da temperatura e do período 
de molhamento foliar no tamanho 
das lesões

Os experimentos foram conduzidos em câmara de crescimento, 
com umidade relativa do ar entre 50 e 70%, utilizando mudas 
de acerola cv. Olivier recém-podadas. A inoculação foi realizada 
pulverizando-se uniformemente, até o ponto de escorrimento 
superficial, todas as folhas das plantas, após 15 a 20 dias da poda, 
com suspensão de 2x104 esporos de C. cassiicola.mL-1, obtida a 
partir de colônias do fungo com 7 dias de idade. 

As plantas recém-inoculadas foram mantidas a tempera-
turas constantes de 20, 25, 27,5 e 30oC por 48 horas de umi-
dade contínua, com plástico transparente, sob fotoperíodo 

de 12 h. Para obter os diferentes períodos de molhamento 
foliar, as plantas recém-pulverizadas foram mantidas a 27,5oC 
em câmara úmida pelos períodos de 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 
48 h, sob fotoperíodo de 12 h. As avaliações foram reali-
zadas aos 15 dias após a inoculação, utilizando-se o pro-
grama Uthsca Image Tool® (Versão 3.0, 2002). Avaliou-se 
o desenvolvimento das lesões em mm2 de cinco folhas em 
cada planta por tratamento, obtendo-se a área média das 
lesões de cada parcela.

Os experimentos foram montados em delineamento 
inteiramente casualizado, constituído de quatro repetições, 
sendo uma planta por repetição. Plantas pulverizadas com 
água destilada esterilizada foram utilizadas como controle. 
Os dados foram analisados por meio de regressões não linea-
res, utilizando o modelo polinomial (y=a+bx+cx2), onde y = 
severidade da doença (área de lesões em mm2) e x = tempera-
tura (oC). Para o experimento de período de molhamento, os 
dados foram analisados utilizando o modelo monomolecular 
(y=b1-(b1-b2)*exp(-b3*x)), onde y = severidade da doença (área 
de lesões em mm2), b1 = assíntota, b2 = interseção da curva, 
b3 = taxa e x = período de molhamento (horas).

Análise dos dados
As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se os pro-
gramas SISVAR 4.6® e STATÍSTICA 7.0® para selecionar os 
modelos com os melhores ajustes, com base no coeficiente de 
determinação (R2) e no quadrado médio do resíduo. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Efeito da temperatura no crescimento 
micelial e na germinação de esporos
O crescimento micelial do fungo, determinado pelo diâme-
tro da colônia, variou significativamente com a temperatura. 
O modelo ajustado foi do tipo beta-generalizado. A tempe-
ratura mínima estimada para a taxa de crescimento micelial 
foi de 8,6oC, a ótima foi de 30oC e a máxima foi de 35oC 
(Fig. 1A). Esses resultados estão de acordo com as informa-
ções de Kwon; Park (2003), que determinaram as tempera-
turas mínima, ótima e máxima para o crescimento micelial 
de C. cassiicola de Hibiscus mutabilis, na Coreia, em meio de 
cultivo BDA, de 10, 30 e 35oC, respectivamente. Também 
Acharya et al. (2003), Ming-Tao et al. (2003), Kwon et al. 
(2005) e Chun-Xia et al. (2010) relataram a temperatura de 
30oC como a ótima para o crescimento micelial de C. cassii-
cola. Por outro lado, Seaman et al. (1965) verificaram cres-
cimento micelial ótimo de C. cassiicola a 20 oC e Lustosa 
(2001) constatou crescimento limitado desse patógeno a 10 
e 35oC e ótimo crescimento a 27 oC.
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Houve efeito significativo da temperatura sobre a ger-
minação de esporos do fungo. A temperatura ótima para 
germinação dos esporos, estimada pela equação de regressão 
(modelo beta-generalizado) foi de 29oC, com limites infe-
rior e superior iguais a 9,9 e 45oC (Fig. 1B). De acordo com 
Melo; Reis (2010b), a germinação de esporos de C. cassiicola 
da soja (Glycine max) ocorreu na faixa térmica de 7 a 39oC, 
com temperatura ótima de 23oC. Para isolados de Hevea bra-
siliensis, a temperatura ótima para germinação dos esporos 
ocorreu entre 15 a 35oC (Fernando et al., 2012). Segundo 
Pernezny; Simone (1999), os esporos de C. cassiicola ger-
minam em condições de temperatura em torno de 28oC. 
Madhavi; Murthy (2001) constataram que a germinação 
de esporos de C. cassiicola de feijão-mungo (Vigna mungo L. 
Hepper) ocorreu de 10 a 35oC, sendo a máxima germinação 
a 25oC. Ming-Tao et al. (2003), Ming-Tao et al. (2005) e 
Guo-Jing et al. (2006) verificaram que a temperatura ótima 
para a germinação dos esporos de C. cassiicola foi de 25 a 
30oC. Segundo Melo (2009), essa característica de os espo-
ros germinarem em diferentes faixas de temperatura torna o 
controle desse patógeno ainda mais difícil.

Efeito do período de luz no 
crescimento micelial, na esporulação 
e na viabilidade dos esporos

Os regimes de luz testados não influenciaram significati-
vamente no crescimento micelial de C. cassiicola. Também 
Kumar; Jacob (2007) verificaram que a luz não afetou o cres-
cimento micelial, mas cinco horas diárias de exposição à luz 
promoveram o máximo crescimento micelial. A presença de 
luz contínua foi mais favorável à esporulação de C. cassiicola, 
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 1). 

Esse resultado corrobora os de Melo; Reis (2010a), que cons-
tataram que a presença de pelo menos 12 horas de luz favo-
rece a esporulação de C. cassiicola da soja. Onesirosan et al. 
(1975) verificaram que a luz induziu mais esporulação de C. 
cassiicola, e um maior incremento na esporulação poderia ser 
obtido se três dias após o início do crescimento fosse feita 
uma raspagem, com lâmina de vidro, na superfície da colô-
nia e esta fosse novamente colocada para crescer por mais três 
dias, sob luz constante. Ao contrário, Ming-Tao et al. (2003) 
relataram que a luz estimula o crescimento micelial e inibe a 
produção de esporos.

Com relação ao efeito do regime de luz na viabilidade 
dos esporos, observou-se que esporos obtidos de colônias 
desenvolvidas na presença de luz contínua e sob fotoperíodo 
de 12 h apresentaram maior germinação, diferindo signifi-
cativamente dos esporos produzidos no escuro (Tabela 2). 
Entretanto, o regime de luz durante a germinação não 
influenciou a viabilidade dos esporos. Assim, a luz é um fator 
importante para a produção de esporos de C. cassiicola, mas 
não influencia na sua viabilidade. Não foram encontrados 
outros estudos envolvendo o efeito da luz na viabilidade dos 
esporos de C. cassiicola.

Figura 1. (A) Diâmetro médio de colônias e (B) porcentagem de esporos germinados de Corynespora cassiicola de Malpighia 
emarginata, submetidos a diferentes temperaturas.
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Tabela 1. Diâmetro médio de colônias e esporulação de 
Corynespora cassiicola de Malpighia emarginata submetidos a 
diferentes regimes de luz durante cinco dias a 26 ± 1oC.

Regime de luz Crescimento 
micelial (cm)

Esporulação 
(105 esporos/cm2)

Luz contínua 5,00 a 1,93 a
Fotoperíodo de 12 h 5,00 a 1,43 b
Ausência de luz 5,00 a 0,97 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo 
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.
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Efeito da temperatura e do 
período de molhamento foliar no 
desenvolvimento da mancha-alvo em 
folhas de acerola
A temperatura e o período de molhamento foliar influencia-
ram significativamente o desenvolvimento das lesões da man-
cha-alvo em folhas de acerola. Com o aumento da tempera-
tura, foi constatado incremento na área de lesões da doença 
até 30oC (Fig. 2A), temperatura máxima utilizada neste tra-
balho. De acordo com Fernando et al. (2012), conídios de 
C. cassiicola de eucalipto têm capacidade de suportar exposição 
a temperaturas de até 35oC em água livre. Segundo Lopes; 
Avila (2005), a mancha-alvo do tomateiro, também causada 
por C. cassiicola, é uma doença muito destrutiva sob tempe-
ratura acima de 28oC e alta umidade. 

A presença e a duração de água livre na superfície das folhas 
de acerola, na forma de condensação, foram necessárias para o 
desenvolvimento da mancha-alvo no hospedeiro. A área das lesões 
da doença aumentou com o prolongamento do molhamento 
foliar. Foram necessárias pelo menos 12 h de molhamento foliar 
para que a infecção ocorresse (Fig. 2B). Kwon et al. (2003), ao 
estudarem a ocorrência de C. cassiicola em pepino (Cucumis 

sativus), relataram que períodos longos de orvalho e temperatu-
ras entre 25 e 30oC aumentam a severidade da doença. A partir 
do período de 24 h a área da lesão é pouco alterada. Segundo 
Godoy et al. (1999), a resposta da duração do período de molha-
mento na severidade de doenças tendem a um limite superior, 
quando o período de molhamento é prolongado. 

A presença e a duração de água livre na superfície das folhas 
de acerola e temperaturas elevadas favorecem a germinação dos 
esporos do patógeno e o desenvolvimento das lesões da man-
cha-alvo nas folhas, concordando com Silva et al. (1997), para 
os quais sintomas causados por C. cassiicola em acerola surgem 
especialmente em época chuvosa com predomínio de altas tem-
peraturas ou em clima com predominância de altas umidades 
relativas, como é o caso da região de Junqueirópolis (SP).
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Figura 2. (A) Área (mm2) das lesões de mancha-alvo, causada por Corynespora cassiicola, em folhas de Malpighia emarginata, 
mantidas sob 48 horas de câmara úmida e diferentes temperatura e (B) sob temperatura de 27,5oC e diferentes períodos de 
molhamento, 15 dias após a inoculação dos esporos, sob fotoperíodo de 12 horas.
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Tabela 2. Viabilidade de esporos de Corynespora cassiicola de Malpighia emarginata (em % de esporos germinados) em três regimes 
de luz, após cinco dias de incubação a 26 ± 1oC.

Regime de luz para a 
produção de esporos

Regime de luz para a germinação de esporos
Luz contínua Fotoperíodo de 3 h Ausência de luz

Luz contínua 98 a A 97 a A 98 a A
Fotoperíodo de 12 h 94 a A 95 a A 95 a A
Ausência de luz 85 b A 85 b A 86 b A

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.
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