UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA/FITOTECNIA

INGRID BERNARDO DE LIMA COUTINHO

CARACTERIZACAO MOLECULAR E CONTROLE DE FUNGOS DA
FAMILIA Botryosphaeriaceae EM FRUTEIRAS TROPICAIS

FORTALEZA
2016



INGRID BERNARDO DE LIMA COUTINHO

CARACTERIZACAO MOLECULAR E CONTROLE DE FUNGOS DA
FAMILIA Botryosphaeriaceae EM FRUTEIRAS TROPICAIS

Tese submetida a coordenagdo do Curso Pés-Graduagao
em Agronomia/Fitotecnia, como requisito parcial para
obten¢do do grau de Doutor em Agronomia/Fitotecnia,
da Universidade Federal do Ceara.

Orientador: José Emilson Cardoso

Coorientadores: Francisco Oliveira das Chagas Freire
Cristiano Souza Lima

FORTALEZA
2016



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C896¢ Coutinho, Ingrid Bernardo de Lima.
Caracterizag¢do molecular e controle de fungos da familia Botryosphaeriaceae em fruteiras tropicais /
Ingrid Bernardo de Lima Coutinho. — 2016.
138 £. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia (Fitotecnia), Fortaleza, 2016.

Orientagdo: Prof. Dr. José Emilson Cardoso.

Coorientacdo: Prof. Dr. Francisco Oliveira das Chagas Freire.

1. Taxonomia. 2. Filogenia. 3. Lasiodiplodia. 4. Fusicoccum. 5. Anacardidceas. I. Titulo.
CDD 630







Primeiramente, a Deus, pela presenca constante em
minha vida, por guiar meus passos e fazendo-me
instrumento de vossa vontade. Envia-me senhor!!

Aos meus avos, Luiz Correia da Fonseca e Maria
Conceigcdo Correia de Souza, os quais tenha eterna
gratiddo por terem dedicados a mim o amor de
verdadeiros pais, zelando por minha saiide e
educacdo desde meus primeiros dias de vida.

DEDICO

Ao meu amado esposo Anibal Coutinho do
Régo. Por todo o companheirismo, amor,
paciéncia e dedicagcdo durante todas as fases
de nossa unido. A ele que foi meu principal
incentivador e exemplo de profissionalismo
dedico todo meu Amor. Sinto-me muito amada,
e isso me faz muito bem.

OFERECO



“Disse-me o Senhor: A minha graga te basta,
porque o meu poder se aperfeicoa na fraqueza.
De boa vontade, pois, me gloriarei nas minhas
fraquezas, para que em mim habite o poder de
Cristo. Por isso sinto prazer nas fraquezas, nas
injurias, nas necessidades, nas perseguicoes,
nas angtstias por amor de Cristo.

Porque quando estou fraco entdo sou forte.”

2 Corintios 12:8-10


https://www.bibliaonline.com.br/acf/2co/12/8-10

AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Ceard (UFC) e ao Programa de Pés-graduacio em
Agronomoa/Fitotecnia, pela oportunidade da realizacdo do meu curso de doutorado.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal e de Ensino Superior (CAPES),
pela bolsa de estudo concedida, através de convénio com o Programa de P6s-Graduagdo
em Agronomia/Fitotecnia.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, Agroindistria
Tropical, Fortaleza, Ceard, onde foram realizados todos os experimentos deste trabalho.

Aos meus orientadores: Dr José Emilson Cardoso por ter aceitado me orientador
mesmo ji com um ano de curso, desde entdo proporcionando-me todo o apoio e
incentivo durante todas as fases do meu doutoramento com bastante profissionalismo;
ao Dr Francisco das Chagas Oliveira Freire pela valiosa coorientagdo desde o inicio
desse trabalho, proporcionando-me todo o suporte técnico e cientifico necessarios para
sua execucdo. Aos dois agradeco igualmente pela compreensdo, confianca e amizade
depositada em mim, que contribuiram tanto para o sucesso do meu doutoramento como
para minha vida pessoal durante esse periodo.

Ao Prof. Cristiano Souza Lima, pela coorientacdo e por ter compartilhado comigo
seus conhecimentos de fitopatologia molecular e bioinformatica, proporcionando-me
todo o conhecimento empirico e pratico para a execucdo desse estudo e por todas as
sugestoes para a melhoria do mesmo.

Aos demais membros da banca examinadora: Dra Patricia Bordallo, Dr Fernando
Aragio e Dr Renato Inecco pelas valiosas sugestdes e contribuicdes para o
aperfeicoamento deste trabalho.

A professora Carmem Dolores Gonzaga Santos pela amizade, carinho, confianca
e conselhos valiosissimos que irei levar por toda minha vida profissional e pessoal.

Aos meus avos, Luiz Correria e Conceicdo Correria, aos quais dedico a conquista
desse titulo, pelo amor incondicional e doacdo durante todas as fases da minha vida.

Aos profissionais e amigos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa (Joilson,
Naide, Francisco, Marcio, Daniela, Fabio, Natalia, Glauber, Livia, Samara, Dr Marlon
Valentim e ao Dr Marto Viana); do Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
(Ancelita, Maraisa e Dra Patricia Bordallo); aos amigos do Laboratério de Micologia da

UFC (Prof. Cristiano Lima, Israel, Arivaldo, Bruna): a todos meu muito obrigada por



todo o apoio, sentimento de amizade que foram construidas e mantidas ao longo desse
periodo, pelos conhecimentos compartilhados, e por toda a colaboracdo técnica e
cientifica durante a execucao deste trabalho e da minha vida académica.

Ao meu esposo Anibal Coutinho do Régo, ao qual ofereco essa conquista, por
todo o sentimento de amor, fidelidade, respeito e incentivo que foram fundamentais para
que juntos conquistdssemos todos nossos objetivos profissionais e pessoais. Te amo
meu Bem!

Aos meus pais Heriberto e Suely pela dddiva do meu nascimento e pela amizade
e apoio necessdrio durante as fases da minha vida.

Ao meu grande irmao Heriberto Filho pela amizade, amor incondicional e dedi¢do
a nossa irmandade, permitindo-me participar diariamente de sua vida.

A todos os meus familiares pela for¢a conjunta na busca pela unido e felicidade da
nossa grande e linda familia.

Aos meus pequenos, Luiz Neto, Luna Maria, Maria Eduarda e Jodo Guilherme,
por trazerem a minha vida: a pureza, a paz e a dogura que necessito. Perto deles sinto-
me mais préxima de Deus!

A todos meus amigos que juntos somam uma grande riqueza adquirida na minha
vida. Em especial, a minha amiga Monica Maria por sempre estd ao meu lado como
uma verdadeira irma, permitindo-me participar de sua familia ao longo de mais de 16
anos de amizade, e por sempre estd presente nos principais momentos da minha vida. A
amigo Airton Rodrigues por sua fiel amizade ao longo dos ultimos dez anos, estando
sempre disposto a alegrar-me e consolar-me durante os momentos de afli¢do, fazendo-se
presente nos momentos mais felizes de minha vida; a minha amiga Eveline pelo
companheirismo e amizade cultivada desde a graduacdo, sendo refor¢cada durante a luta
da pos-graduacdo e hoje consolidade para toda a vida; as amigas de doutorado
Conceigdo e Elaine por terem sido grandes parceiras durante o curso, compartilhando
comigo seus conhecimentos e experiéncias pessoais.

A professora Maria Nenmaura Gomes Pessoa, que mesmo apds sua aposentadoria,
continua sendo a grande mentora da minha conduta profissional, permanecendo em
minha vida como amiga e sempre me acolhendo com muito carinho.

Aos amigos que fizemos em Belém-PA, que na sua maioria ndo sdo naturais da

regido, € que juntos conseguimos formar uma grande familia. A cada encontro



conseguimos amenizar a saudade da familia, e nos sentirmos acolhidos e felizes junto a
vocés. Obrigada por vossas amizades!

Aos meus sogros, Ludmila e Tarcisio, meus cunhados e toda a familia Coutinho
por sempre me acolheram com muito carinho e respeito.

Aos colaboradores: Abigail Marcelino pela execucdo e ensino da andlise
bayesiana; Alexandre Machado e Olinto Liparini pelos cortes microscopicos e
fotografias das novas espécies descritas neste trabalho.

A Professora Maria Esperanza Sdnchez Herndndez por ter aceitado a orientar-me
durante os dois meses de estdgio que passei junto ao seu grupo de pesquisa em
Patologia Agroflorestal da Universidade de Cordoba, na Espanha. Como também aos
amigos do laboratério: Mario, Maria, Maria Angeles, Javi e José, pelos conhecimentos
compartilhados e momentos de descontracio.

Por fim, encerro constando meu muito obrigada a todos que de alguma forma

participaram e contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste trabalho.



RESUMO

A familia Botryosphaeriaceae (Ascomycota, Botryosphaeriales) € composta por
complexos de espécies cripticas endofiticas e patogénicas capazes de provocar sintomas
de cancros e morte descendente de ramos a diversos hospedeiros, sobretudo plantas
lenhosas, dentre as fruteiras tropicais se destacam. Objetivou-se com o presente estudo
realizar a caracterizacdo bioldgica, molecular e o controle de isolados fungicos familia
Botryosphaeriaceae associados a fruteiras tropicais no Nordeste brasileiro. Dentre as
técnicas utilizadas estdo: o sequenciamento génico combinado das regides do espacador
interno transcristo (ITS) do DNA ribossdmico, fator de elongagdo 1-alfa (TEF-1a) e B-
tubulina (Pt) para a determinacdo das relacdes filogenéticas entre os isolados, dados de
caracteres morfofisiolégicos e patdgenico, bem como a avaliagdo dos métodos de
controle quimico e genético das espécies identificadas. Diante da caracterizagdo
molecular foi possivel a identificacdo de seis espécies do complexo Lasiodiplodia,
dentre as quais duas novas espécies, duas espécies de Neofusicoccum, uma de
Pseudofusicocuum e uma de Neoscytalidium associadas a diversas fruteiras tropicais.
Dentre essas espécies e seus respectivos hospedeiros estdo: Lasiodiplodia brasiliense
(Manilkara zapota, Mangifera indica e Spondias purpurea), L. caatinguensis sp. nov
(Anarcadium occidentale, S. purpurea, S. mombin e Citrus sinensis), L. euphorbicola
(Annona muricata e Cocos nucifera), L. theobromae (S. purpurea, Talisia esculenta e A.
occidentale), L. pontae sp. nov (S. purpurea e A. occidentale), L pseudotheobromae (S.
purpurea, Tamarindus indica e A. occidentale), Neofusicoccum brasiliense (Psidium
guajava), Neofusicoccum kwambonambiense (A. occidentale), Neoscytalidium hyalinum
(A. occidentale, M. indica) e Pseudofusicoccum stromaticum (A. occidentale). Através
da caracterizagdo morfologica dos isolados, percebeu-se grandes semelhancas
morfofisiologicas entre os isolados, notando-se variacdes em taxa de crescimento
quando submetidos a diferentes meios de cultura e temperaturas de incubagcdo. Em
geral, os isolados apresentaram abundante crescimento micelial, de coloracdo
inicialmente esbranquicada se tornando escura com a idade. Quanto a patogenicidade,
todos os isolados de Botryosphaeriaceae foram patog€nicos a frutos de manga, aos
diferentes gendtipos de cajueiro e as plantas jovens de umbu-caja. Todas as espécies de

Lasiodiplodia foram patogénicas a plantas jovens de gravioleira. No entanto, a



agressividade dos isolados variou quanto a espécie e ao hospedeiro, sendo as espécies
de Lasiodiplodia as mais agressivas. No que concerne as medidas de controle genético e
quimico, respectivamente: o gendtipo BRS253 foi o mais susceptivel as espécies,
seguido do CCP76, BRS189 e BRS226 que ndo diferiram entre si. Os demais gendtipos
foram moderadamente resistentes, com destaque para BRS274 e Embrapa 51, nos quais
as espécies ndo diferiram em viruléncia; os fungicidas tebuconazole e carbendazin
inibiram o crescimento in vitro das espécies, ndo obstante o carbendazin tenha se

mostrado mais eficiente.

Palavras-chave: Taxonomia; Filogenia; Lasiodiplodia; Fusicoccum; Anacardidceas.



ABSTRACT

The family Botryosphaeriaceae (Ascomycota, Botryosphaeriales) encompasses
several ecologically diverse fungal species, which are usually isolated as endophytes or
pathogens, from various woody hosts. The present work aimed to identify
morphologically and by molecular techniques as well as to assess the pathogenicity of
isolates of Botryosphaeriaceous fungi obtained from fruit plants grown in the Brazilian
Northeastern region. After the isolation of DNA from the fungi the combined analyses
of fragments sequency of transcribed spacer (ITS) of ribosomal DNA, translation
elongation factor 1-a (TEF-la) and B-tubulina (Bt) were used to determine the
phylogenetic relationships among the isolates which lead to identification of six fungal
species of Lasiodiplodia, two of Neofusicoccum, one of Pseudofusicocuum and one of
Neoscytalidium associated with die-back and cankers on the following host plants:
Lasiodiplodia brasiliense (Manilkara zapota, Mangifera indica and Spondias
purpurea), L. caatinguensis sp. nov (Anarcadium occidentale, S. purpurea, S. mombin
and Citrus sinensis), L. euphorbicola (Annona muricata and Cocos nucifera), L.
theobromae (S. purpurea, Talisia esculenta and A. occidentale), L. pontae sp. nov (S.
purpurea and A. occidentale), L pseudotheobromae (S. purpurea, Tamarindus indica
and A. occidentale), Neofusicoccum brasiliense (Psidium guajava), Neofusicoccum
kwambonambiense (A. occidentale), Neoscytalidium hyalinum (A. occidentale and M.
indica) e Pseudofusicoccum stromaticum (A. occidentale). As far as the morphology of
isolates is concerned there were significant differences among them, mainly concerning
the culture media and the incubation temperatures adopted. Generally, isolates presented
a white mycelial growth, becoming dark after aging. As for pathogenicity all species
were pathogenic to fruits of mango as well as to seedlings of A. occidentale and S.
purpurea. All species of pathogenic Lasiodiplodia were the young plants of soursop.
However, the aggressiveness of the isolates varied as the species and the host species
Lasiodiplodia being the most aggressive. The cashew genotype BRS253 behaved as the
most susceptible of all genotypes tested, followed by CCP76, BRS189 and BRS226,
which did not present any significant difference among them. All the other genotype
were considered as moderately resistant, especially BRS274 and Embrapa 51, upon
which the fungal isolates showed no pathogenicity differences. Both fungicides tested
were able to inhibit the fungal growth in vitro conditions, despite carbendazin had been

a little more efficient than tebuconazole.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura se encontra dentre as principais atividades a movimentar o
agronegocio do Brasil. Detentor de um clima estdvel, grande diversidade de fruteiras
tropicais e localizacdo geografica favoravel a exportagdo, o Nordeste brasileiro se
destaca como uma regido emergente no cendrio fruticola atual.

Fungos da familia Botryosphaeriaceae sdo importantes patégenos de plantas
lenhosas, que apresentam hdbitos parasiticos, saprofiticos e endofiticas, grande
diversidade ecoldgica, morfoldgica e genética (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007;
PHILLIPS et al., 2013). Sdo capazes de causar vdrios sintomas en seus hospedeiros,
como a morte descendente de ramos, cancros em caules, exsudagdo de resinose,
podriddes pedunculares em frutos, podridoes do colo, dentre outros, os quais sio
agravados quando submetidas a condicdes adversas de estresse hidrico e ferimentos
(SLIPPERS & WINGFIELD, 2007).

Com o advento da biologia molecular, a taxonomia dessa familia de fungos
passou por diversas mudancas sendo atualmente composta por 17 géneros e uma média
de 222 espécies, devidamente caracterizadas tanto morfologicamente, através das
dimensdes de seus conidio, como molecularrmente, com base em sequéncias de DNA
(PHILLIPS et al., 2013). No entanto, devido ao uso frequente do sequenciamento
génico desses fungos e levantamentos nos mais diversos biomas, o nimero de espécie
presentes nessa familia se encontra em constante atualizacido, o que vém possibilitando
aos poucos o real conhecimento de sua diversidade.

Dentre os géneros que se destacam estdo Botryosphaeria, Lasiodiplodia Ellis &
Everh, Neocytalidium Crous & Slipper, Neofusicoccum Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips, Pseudofusicoccum Mohali, Slippers & M.J. Wingf, tipicos de regides
tropicais, com algumas de suas espécies ja relatadas em associacdo com hospedeiros em
territorio brasileiro (Marques et al., 2013a; Marques et al., 2013b; Netto et al., 2014;
Machado et al., 2014a; Machado et al., 2014b; Rosado et al., 2016; Correia et al., 2016;
Gongalves et al., 2016). Dentre os motivos que levam ao destaque desses géneros estao
seus frequentes relatados nas mais diversas regides geograficas e plantas, fazendo-se
inexistindo em regides polares, e por constituirem complexos de espécies cripticas

(SLIPPERS & WINGFIELD, 2007; PHILLIPS et al., 2013).



Considerando a diversidade de espécies fruticolas que o Brasil possui e a
importancia fitossanitdria dos fungos Botryosphaeriaceae, o ndmero de pesquisas
envolvendo este patossistema ainda € considerado pequeno, com muitas espécies a
serem identificadas e relagdes taxonOmicas a serem redefinidas.

Quanto aos relatos brasileiros sobre a associacdo de Botryosphaeriaceaes com
frutiferas de importdncia econdmica no Brasil € relevante destacar os estudos ja
realizados envolvendo a cultura da mangueira (MARQUES et al, 2013a,b), do
mamoeiro (NETTO et al.,, 2014), do coqueiro (ROSADO et al., 2016) e da videira
(CORREIA et al., 2016). Tais estudos, além de chamar a aten¢do para as perdas em
produtividade provocadas por esses patdgenos evidenciaram, mediante o uso da
filogénica molecular, uma grande diversidade genética entre os fungos dessa familia e a
descricdo de novas espécies presentes no Brasil (MARQUES et al., 2013a,b; NETTO
etal., 2014).

Portanto, os constantes relatos de L. theobromae (Pat.) Griff & Maubl. sensu lato
em associacdo a plantas de cajueiro (Anacardium occidentale L.) e de outras frutiferas
de menor expressdo econdmica para o Nordeste (FREIRE et al., 1991; FREIRE et al.,
1998; FREIRE et al., 2004; CARDOSO et al., 2006) e mediante a escasses de estudos
filogenéticos em trono destes patossistemas constituiram as hipéteses que subsidiaram a
execuc¢do e o direcionamento dos objetivos deste trabalho.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho: i) Realizar um levantamento de
fungos da familia Botryosphaeriaceae associados a tecidos sintomadticos das principais
frutiferas cultivadas na regido Nordeste, ii) caracterizar os isolados fingicos com base
em dados moleculares, morfolégicos, fisiologicos e patogénicos; iii) testar os métodos

de controle genético e quimico nas espécies identificadas.

Nota'

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia das fruteiras tropicais para o Nordeste brasileiro

'Esta tese segue as normas da revista Plant Pathology (2016) apenas para o capitulo I, e do guia de
normalizacdo de trabalhos académicos da Universidade Federal do Ceard (UFC) para as demais partes.



S@o consideradas fruteiras tropicais aquelas plantas cujos centros de origem e
desenvolvimento estdo localizados nas zonas tropicais do planeta, ou seja, entre 0s
tropicos de capricérnio e cancer (PEREIRA & KAVATI, 2011).

Norteada pela crescente demanda da humanidade por uma alimentacdo mais
sauddvel e nutritiva a base de frutas frescas ou processadas, investimentos em avangos
tecnoldgicos visam, sobretudo, a conducdo de pomares mais produtivos, com o
aprimoramento de préticas de processamento, armazenamento e transporte, bem como a
criacdo de programas de melhoramento genético que possibilitem os produtores a
criacdo de estratégias e condi¢des favordveis. Devido a estes avancgos foi possivel o
cultivo de diversas espécies frutiferas antes exclusivamente de clima temperados e
exoticas, em regides de climas tropicais ou subtropicais (CRISOSTOMO & NAUMOV,
2009; PEREIRA & KAVATI, 2011).

Em nivel mundial, sd@o produzidas em média 800 milhdes de toneladas de frutas
anuais e o Brasil contribui com 5,7% dessa producdo (FAO, 2014), estando entre os
oitos maiores paises produtores de frutiferas tropicais do mundo (CRISOSTOMO &
NAUMOV, 2009). Devido ao clima diversificado e favoravel do Brasil, a fruticultura
estd entre umas das atividades que contribui significativamente para o desenvolvimento
rural e para o agronegdcio do pais, podendo ser praticada em todas as regides, ser
rentavel e de grande importancia socioecondmica, gerando em torno de cinco milhdes
de empregos no campo com um valor bruto de producdo superior a R$ 23 bilhdes
(REETZ et al., 2015; FACHINELLO et al., 2011).

Levantamentos especificos sobre a producdo de hortifruticolas no Brasil relatam
que regides brasileiras tidas como tradicionais na producao de frutas tropicais, como o
Sul e Sudeste, nas ultimas duas décadas enfrentam desafios e hoje dividem o cendrio
fruticola nacional com regides em acessdo, como o Nordeste. Dentre esses desafios
estdo a falta de mao de obra, terras com pregos elevados e problemas fitossanitarios
ocasionados pelo manejo inadequado; esse ultimo, ainda pouco frequente aos
fruticultores nordestinos (ZAGATI & BRAGA, 2013).

Mediante aplicacdes de novas tecnologias o Nordeste brasileiro, além de possuir
condi¢des edafoclimaticas favordveis a producdo de diversas de fruteiras tropicais de
qualidade, conta com uma infraestrutura de irrigacdo que possibilitou a regido a
aumentos no rendimento de suas terras e com isso um alcance regular em suas

producdes (FACHINELLO et al., 2011). Dentre outras vantagens, a regido ainda conta
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com uma localizagdo geografica privilegiada, por estar proxima a VAarios portos
maritimos, tornando-a acessivel aos principais mercados exportadores (Uniao Européia
e Estados Unidos) (Criséstomo & Naumov, 2009) e com um clima estavel, endo este
quente e seco (BSh), com pequenas variacdes entre o tropical chuvoso (Aw’) e
mesotérmico (Cs’) segundo Koppen (ARAUJO, 2011). Tais condi¢des climdticas, até
certo ponto desfavorecem o aparecimento de pragas e doencgas, proporcionando uma
maior taxa fotossintética e contribuindo para o aumento do teor de sélidos soliveis nos
frutos (CARDOSO et al., 2009).

Em 2013, a regido Nordeste chegou a produzir cerca de 10.381.583 toneladas de
frutas, em uma area colhida de 2 milhdes de hectares, movimentando um valor de R$
170.852 milhdes, o que representou 25,83% da produgdo nacional e 31% da produgdo
agricola regional (IBGE, 2016). Composta por nove estados, todos possuem, em
diferentes graus de produgdo, potencial significativo para o cultivo de frutas (IBGE,
2016).

De acordo com dados do Banco do Nordeste do Brasil (BNB) a regido conta com
cerca de 15 grandes grupos produtores de frutas (SANTOS et al., 2007) nos quais se
localizam nos pélos do Vale do Sao Francisco, entre o sul de Pernambuco e o norte da
Bahia, e os pdlos do Ceard e Rio Grande do Norte, respectivamente (ZAGATI &
BRAGA, 2013). A Bahia destaca-se como o maior e mais diverso estado produtor da
regido, sobretudo na producdo de banana (Musa sp.) (1.088647 toneladas), laranja
(Citrus x sinensis) (1.026.167 toneladas), mamao (Carica papaya) (794.565 t), coco
(Cocos nucifera) (552.836 t), manga (Mangifera indica) (430.594 t) e maracuja
(Passiflora edulis) (381.192 t). Em Pernambuco, prevalecem a producdo de banana
(396.470 toneladas), uva (Vitis vinifera) (236.719 toneladas) e manga (218.679
toneladas). No Rio Grande do Norte na produciao de melao (Cucumis melo) (232.575 t),
banana (171.06 t) melancia (Citrullus lanatus) (121.688 t) e abacaxi (Ananas comosus)
(101.740 t). E no Ceara destacam-se a producdo de banana (452.541 t), maracuja
(144.024 t), estando em 2° lugar na producdo de coco (246.959 t) e de melao (222.391
t), em 3° lugar na produ¢do de mamao (98.77 t) e em 1° lugar na produgdo nacional de
castanha de caju (A. ocidentale), produzindo 51,21 t (IBGE, 2016). Assim, a producao
de castanha de caju e de frutos de manga no Nordeste é responsavel por 97,63% e de

67,43% da producdo nacional, respectivamente (IBGE, 2016).
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Por dltimo, porém ndo menos importante, existe o cultivo de outras frutiferas
tipicas e endémicas que compdem a fruticultura nordestina, mas que devido a baixa
producdo ndo sao contabilizadas nas estatisticas oficiais. Dentre estas merecem
destaque: as espécies de Spondias (S. mombin, S. dulcis, S. purpurea, S. tuberosa e
Spondias spp.), a ateira (Annona squamosa), atemoéia (Annona X atemoya), a gravioleira
(Annona muricata), pitomba (Talisia esculenta), tamarindo (Tamarindus indica) e
dentre outras. O cultivo dessas frutiferas ainda € realizado dentro um sistema
extrativista, estando presente em quintais e pequenos pomares domésticos, e
constantemente encontradas, de forma aleatéria, nas imensas faixas litordneas e na
Caatinga nordestina, em beiras de estradas e nas feiras livres, sendo bastante apreciadas
pelos sabores e aromas de suas polpas.

Mesmo diante de tamanha diversidade, vantagens naturais e investimentos em
volta da regido Nordeste, problemas fitossanitdrios, como o aparecimento de doencgas
fungicas, tornam-se um fator limitante na producido (FREITE et al, 1997, 1998;
CARDOSO et al., 2002). O fator estresse hidrico em plantas perenes, ocasionado por
longos periodos de estiagens na regido quando mal manejado, favorece a ocorréncia de
fungos endofiticos - patdégenos latentes — aumentando a probabilidade de disseminagdao
desses agentes durante execucdo das praticas agricolas (CARDOSO et al., 2006),
sobretudo a do fungo Lasiodiplodia theobromae sensu lato.

Essa espécie fungica se destaca, sendo identificado no Nordeste em associacao
com fruteiras perenes desde a década 40, infectando mangueiras no estado de
Pernambuco (BATISTA, 1947). Foi relato pela primeira vez no Ceara na década de 90
associada aos sintoma de exsudac@o de resinose e cancros em pomares de cajueiro
(FREIRE, 1991) e, posteriormente, a outras fruteiras tropicais de importancia para a
regido (FREIRE et al., 1998; FREIRE et al., 2004). Desde entao, esta e outras espécies
que compdem a familia Botryosphaeriaceae se destacam no cendrio fruticola do
Nordeste, causando declinios em produc¢do, em grandes e pequemos pomares (FREIRE

etal., 2011; MARQUES et al,, 2013; NETTO et al., 2014; CORREIA et al., 2016).

3.2 Aspectos gerais da familia Botryosphaeriaceae

Taxonomicamente, a familia Botryosphaeriaceae pertence ao: Dominio

Eukaryota; Reino Fungi; Filo Ascomycota; Classe Dothideomycetes e Ordem
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Botryosphaeriales (SCHOCH et al., 2006). E composta por vérios complexos de
espécies cripticas, estando inseridos 17 géneros e cerca de 110 espécies devidamente
caracterizadas, tanto morfologicamente quanto molecularmente, por meio do
sequenciamento génico multilocus de DNA (PHILLIPS et al., 2013). Os géneros que a
compde, sdo: Lasiodipodia spp., Barriopsis spp., Botryosphaeria spp., Botryobambusa
spp., Cophinforma spp., Diplodia spp., Dothiorella spp., Neodeightonia spp.,
Macrophomina spp., Phaeobotryon spp., Sphaeropsis spp., Tiarosporella spp.,
Neoscytalidium spp., Neofusicoccum spp., Spencermartinsia spp., Endomelanconiopsis
spp., Pseudofusicoccum spp. (PHILLIPS et al. 2013).

No entanto, até se chegar a esta classificacdo, essa familia passou por intimeras
mudancas desde sua introducdo, no inicio do século XX, quando era alocada na sub-
familia Pseudosphaeriaceae por THEISSEN & SYDOW (1918).

Tradicionalmente, membros das Botryosphaeriaceae foram identificados com
base em caracteristicas morfoldgicas de seus estigios assexuais e, ou, sexuais quando
presente. Por ser o estdgio sexual raramente encontrado na natureza, e seu estigio
assexual altamente varidvel quando cultivado em diferentes meios de cultura artificiais,
condic¢des de cultivo e durante os estidgios da vida desses fungos, tal caracterizagcdo foi o
principal motivo para as grandes confusdes e modificacdes ao longo da sua historia
taxondmica dos fungos desta familia (CROUS et al., 2006; SCHOCH et al., 2006;
PHILLIPS et al., 2013). Dentre os principais caracteres de valor taxondmico dos fungos
da familia estdo: a largura, o comprimento, a septacdo, a espessura da parede e
coloragdo de conidios, parafises e células conidiogénicas, bem como o formato de
picnidios, quando identificados com base ao estigio assexuado; e o formato e
dimensdes de ascos e ascOsporos quando identificados com base no estdgio sexuado,
formaram por muitos anos o conjunto de dados que embasaram a taxonomia dos
mesmos (CROUS et al., 2006; SCHOCH et al., 2006; PHILLIPS et al. 2013). Em geral,
esta familia foi dividida em dois grandes grupos compostos por géneros do tipo
Diplodia com conidios pigmentados, paredes espessas de formatos ovéides a elipséides,
e géneros do tipo Fusicoccum de conidios hialinos, de paredes finas e de formato
eliptico a fusiforme ou clavado (DENMAN et al., 2000).

Diante da plasticidade fenotipica que os membros da Botryosphaeriaceae
possuem, estudiosos afirmam, que dados morfoldgicos sozinhos sdo insuficientes para

uma classificacdo em nivel de espécie, sugerindo sempre a presenca de caracterizagdo a
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nivel molecular, combinada a dados morfofisioldgicos e patogé€nicos para sustentacdo
desses dados, marcando o inicio de uma nova na classificagao das Botryosphaeriaceae
(BERBEE, 1996; DEANM et al., 2000).

Com o advento de ferramentas de sequenciamento do DNA, foram fornecidos aos
taxonomistas suporte para o verdadeiro reconhecimento dos membros dessa familia, que
os possibilitou o realocamente de géneros e espécies filogeneticamente relacionados.
Desde entdo novas espécies e géneros foram identificados em associacdo com os mais
diferentes hospedeiros, localizagdes geograficas e condi¢cdes ambientais (SLIPPERS &
WINGFIELD, 2007; SAKALIDIS et al., 2013; PHILLIPS et al. 2013). Devido a isto, e
por serem os principais causadores de doencas em frutiferas e muitas outras culturas
nativas, exdticas e de importancia econdmicas para paises tropicais e subtropicais, desde
o inicio do século XXI, a realizacio de pesquisas giram em torno da ocorréncia,
identificacdo e da caracterizacdo desses fungos (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007;
JAMI et al., 2012; SAKALIDIS et al., 2013; PHILLIPS et al., 2013)

Os fungos pertencentes a essa familia j4 foram detectados em todas as &reas
geograficas e climdticas do mundo, com excecdo as regides polares, possuindo a
capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros e conviver com os mesmos de
forma endofitica, se tornando patogénico ou ndo, com hdébitos saprofiticos ou
necrotroficos, associados, sobretudo as espécies vegetais lenhosas, como também em
plantas herbiaceas (PHILLIPS er al, 2013). Variacdes quanto a viruléncia e
especificidade desses fungos, quanto ao hospedeiro e ao ambiente, ainda sdo uma
incognita que envolve a magnitude da expressao e incidéncia desses fungos na natureza
(SAKALIDIS et al., 2013).

Quanto a infeccdo e colonizacdo por Botryosphaeriaceae em seus hospedeiros, na
maioria dos casos, ocorrem por meio de ferimentos em folhas, caules ou ramos, mas
também por aberturas naturais como lenticelas, estomatos e hidatddios de plantas
saudaveis (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007).

Na sua forma endofitica, enquanto latentes em plantas assintomaticas, esses
fungos sdo uma ameaca significativa a agricultura e a ecossistemas florestais por serem
capazes de conviver harmoniosamente com seus hospedeiros, passando despercebidos
em medidas de quarentena e demonstrando sua capacidade patogénica, apenas sob
condic¢des de estresse (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007). Ao contrdrio, também sdo

considerados fonte de uma infinidade de metabdlitos secundarios com elevado potencial
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biotecnoldgico (TAN & ZON, 2001) que podem ser empregados na agricultura, como
agentes inseticida, fungicida, bactericida e herbicida (DAY AN et al., 2009).

Em sua fase patogénica, podem agir como biotréficos e necrotréficos, também
apresentando potencial saprofitico. Sdo responsdveis por provocarem um quadro
sintomdtico envolvendo desde a morte descendente e seca de ramos, e a exsudacdo de
resinose pelos hospedeiros, provocando lesdes necrdticas e cancros em ramos, caules e
tubérculos, podendo levar a morte progressiva de plantas jovens, adultas e porta-
enxertos; além de serem importantes patdgenos de sementes e podriddoes pedunculares e
de p6s-colheita em frutos (CARDOSO et al., 2006; MARQUES et al., 2013a,b; NETTO
etal, 2014; ZHAI et al., 2014).

3.3 Diversidade de Botryosphaeriaceae no Brasil

Dos géneros de Botryosphaeriaceae, citados anteriormente, os de maior expressao
mundial na agricultura, sdo: Lasiodiplodia Ellis & Everh, 1896; Diplodia Fr.;
Botryosphaeria Ces. & De Not.1877; Neofusicoccum Crous Slippers & A.J.L. Phillips
2006; Neoscytalidium Crous & Slippers, 2006; Pseudofusicoccum Mohali, Slippers &
Wingf; tanto pelo nimeros de espécies cripticas, como pela constante ocorréncia e
dissemina¢do nos mais diferentes patossistemas (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007;
SAKALIDIS et al., 2011; SAKALIDIS et al., 2013). Apenas no ano de 2016, na base
de dados Scopus ja foram publicados cerca de onze trabalhos envolvendo a investigacdo
quanto a diversidade e caracterizacdo de Botryosphaeriacea.

No Brasil, os géneros Botryosphaeria sp., Lasiodiplodia sp., Neofusicoccum sp.,
Neoscytalidium sp., Macrophomina sp. e Pseudofusicoccum sp. ja foram
filogeneticamente identificados e associados tanto a fruteiras tropicais quanto a outras
plantas cultivadas (Tabela 1). Logo, considerando a importancia e diversidade que a
familia possui, associada a evidente predisposi¢do climdtica e agricola do Brasil,
trabalhos envolvendo a caracterizacdo molecular, bioldgica e epidemiologica desses
fungos ainda sao poucos, porém, estdo em ascensao.

Descrito por Cesati & De Notaris (1863) o género Botryosphaeria Ces. & De Not,
cuja espécie tipo € B. dothidea (Moug.: Fr.) Ces. & De Not., ao longo de sua historia ja
passou por vdrias revisdes taxondomicas (DANMAN et al., 2000; PHILLIPS et al., 2005,

CROUS et al., 2006). De acordo com sua ultima revisdo filogenética, o género conta
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com uma gama de sete espécies (B. fabicerciana, B. fusispora, B.corticis, B.dothidea,
B.scharifii, B.ramosa, B.agaves) (PHILLIPS et al., 2013) onde apenas B. dothidea, B.
mamane, B. fabicercianum foram relatas em mangueiras no Brasil (Marques et al.,
2013b) (Tabela 1). Morfologicamente semelhantes, suas espécies sdo dificilmente
identificadas por tais caracteres, variando basicamente em diferencas entre as dimensodes
de seus ascésporos ou conidios. Esses se apresentam hialinos quando jovens, se
tornando mais escuros com o tempo, parede fina e de formato eliptico variando entre

fusiforme a clavado (PHILLIPS et al., 2013; CROUS et al., 20006).



Tabela 1 - Espécies de Botryosphaeriaceae isoladas de hospedeiros localizados em territorio brasileiro e identificadas por sequenciamento génico.

Hospedeiro Autores Espécies Regido sequenciada Localizacdo
Abacateiro Firmino et al., (2016) N. parvum, B. aesculi ITS SP
Coqueiro Rosado et al. (2016) L. brasiliense, L. egyptiacae, L. pseudotheobromae, L. ITS: TEF1-o: Bt MG. BA. CE, PB
theobromae
Goiabeira Nogueira et al., (2015) B. dothidea, N. parvum, N. ribis ITS; TEF1-a; Bt SP
Mangueira Costa et al., (2010) L. theobromae ITS PE, BA, RN
L. theobromae; L. pseudotheobromae, L. iraniensis, L.
Marques et al., (2013a) hormozganensis, L. egyptiacae, L. crassispora ITS; TEF1-a PE, BA, RN
B. dothidea, B. mamane, B. fabicercianum, N. parvum, N.
Marques et al., (2013b) brasz.lzense sp. noy, Ne.hyalinum, P. stromaticum, B. ITS: TEF1-o: Bt PE, BA
dothidea, P. stromaticum
. L. brasiliense sp.nov, L. crassispora, L. egyptiacae, L
Correia et al. (2015) euphorbicola, L. hormozganensis, L. jatrophicola L. ITS; TEF1-a; BA, PE.
pseudotheobromae , L. theobromae
Mamoeiro Netto e t al.,(2014) L. theobromae, L. b.rasdzense, L. pseudotﬁeobromae, L. ITS: TEF1-a; BA. CE, RN, PE, PB
marypalme = euphorbicola, L. hormozganensis
Mandioca Machado et al., (2014a) L.. theobromae, L. pseudotheobromae, L. euphorbicola, Ne. ITS: TEF1-a: Bt MA., PB
hialynum
L. theobromae, L. pseudotheobromae, L. jatrophicola
Pinhdao manso Machado et al., (2014b) sp.nov, L. subglobosa sp.nov, L. macrospora sp.nov, L. ITS; TEF1-a; Bt MG, ES
egyptiacae, Ne. hialynum, Macrophomina phaseolina
B. mamane, L.gonubiensis, L. theobromae, espécies do
Plantas da caatinga Gongalves et al., (2015) complexo Neofusicoccum parvum/ribis, P. adansoniae, P. ITS CE
stromaticum
Videira Correia et al., (2013) L. pseudotheobromae, L. theobromae, L. crassipora, L. parva TEF1-a BA, RN, PE, PB

Abreviacdes: BA: Bahia; CE: Ceard; ES: Espirito Santo; MA: Maranhdo; PE: Pernambuco; PB: Paraiba; RN

espécie nova.

: Rio Grande do Norte; SP: Sdo Paulo; sp. nov:
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O género Lasiodiplodia, introduzido por Ellis & Everh em 1896, possui como
espécie tipo Lasiodiplodia theobromae sensu lato (Pat.) Griffin & Maublanc, 1909, é
amplamente distribuido em regides de clima tropicais e subtropicais, sendo o género
mais relatado (PHILLIPS et al., 2013). Apresentam conidios do tipo dipléide, de
formato ovodide, com coloracdo hialina e asseptados quando imaturo se tornando
marrons, septados e com estrias longitudinais, quando maduros. Até 2004, essa era a
unica espécie filogeneticamente associada ao género, no entanto, por meio do
sequenciamento multiloculos de DNA, mais 26 espécies cripticas ja foram
molecularrmente caracterizadas e registradas no Mycobank (ROSADO et al., 2016).
Essas espécies apresentam, além de diferencas morfologicas quanto a dimensdes de
conidios, paréfises e células conidiogénicas, diferencas de nucleotideos nas regides
génicas do seu DNA, sendo estas caracteristicas as que realmente delimitam os limites
entre espécies (PHILLIPS et al., 2013).

Dentre as espécies de Lasiodiplodia ja identificadas, 14 ja foram relatadas no
territério brasileiro, em associagdo com o declinio, a morte descendente de ramos e
podridao peduncular, em frutos de mangueira (COSTA et al., 2010; MARQUES et al.,
2013a), morte descendente ramos em videira (CORREIA et al., 2016), cajueiro e outras
frutiferas tropicais (COUTINHO et al., 2016), podridao peduncular em mamoeiro
(Netto et al., 2014) e coqueiro (ROSADO et al., 2016) e a podridao do colo e radicular
em pinhdo manso (MACHADO et al., 2014a) e mandioca (MACHADO et al., 2014b).
Sete dessas espécies foram descritas no Brasil: L. brasiliense (NETTO et al., 2014), L.
marypalme (= L. euphorbicola), L. jatrophicola L. subglobosa L. macrospora
(MACHADO et al., 2014a) o que nos indica a grande diversidade fungica presente na
nossa regiao.

Os géneros Neofusicoccum spp., Neoscytalidium spp.,e Pseudofusicoccum spp.
foram introduzidos recentemente e delineados filogeneticamente a partir de linhagens de
Botryosphaeria e anamorfose de Fusicoccum (CROUS et al., 2006).

O género Neofusicoccum conta com 23 espécies, descritas a partir do ano 2009
(PAVLIC et al., 2009b; BEGOUDE et al., 2010; SAKALIDIS et al., 2011; PHILLIPS
et al, 2013; BERRAF-TEBBAL et al. 2014). Suas espécies sdo amplamente
distribuidas, com destaque para N. parvum (espécies tipo) e N. ribis (SAKALIDIS et
al., 2013). Com base em marcadores moleculares microssatélites sugere-se que hd duas

principais rotas de intercambio nessa distribuicdo, primeiramente entre Africa do Sul,
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Chile e Colombia e, em segundo lugar, entre Austrdlia, China, Indonésia, Hawaii e
Nova Zelandia (SAKALIDIS et al, 2013). Morfologicamente semelhantes
Neofusicoccum e Botryosphaeria dificilmente sdo identificados com base em caracteres
morfolégicos, tornando a distingdo de suas espécies uma tarefa dificil, sendo
indispensavel o uso de técnicas moleculares para estes fins (SAKALIDIS et al., 2013).
No Brasil, ja foram relatadas algumas espécies de Neofusicoccum causando cancro,
morte decente e podriddo peduncular em plantas de abacateiro (FIRMINO et al., 2016),
videira (CORRERIA et al., 2016), em diversas espécies arbdreas da caaatinga cearense
(GONCALVES et al.,, 2016), de goiabeira (NOGUEIRA et al., 2016) e mangueira
(MARQUES et al., 2013b) (Tabela 1).

O género Neoscytalidium, possui apenas duas espécies, Ne. hialinum e
Ne.novaehollandiae, em associacdo com hospedeiros tanto de paises tropicais como de
paises em zonas temperadas (CROUS et al., 2006; PHILLIPS et al., 2013). Apenas Ne.
hialinum (=Ne. dimidiatum) tem sido relatado no Brasil, ja relatado em associacdo com
mangueira (MARQUES et al., 2013b) e pinhdo manso (MACHADO et al., 2014a).
Quanto a morfologia, esse género apresenta conidios de colorag@o inicialmente hialina
se tornando marrom pélido com o tempo, com parede fina e formato cilindrico a
fusiforme (PHILLIPS et al., 2013). Embora as diferencas morfoldgicas e filogenéticas
entre as espécies sejam minimas Ne. novaehollandiae apresentam conidios muriformes
(com paredes espessas e escuras) semelhantes a Dichomera, o que ndo deixam ddvidas
quanto a sua diferenciacdo entre Ne. hialinum, o classificando como uma nova espécie
(PAVILIC et al., 2008).

Quanto ao género Pseudofusicoccum, esse foi circunscrito para englobar espécies
morfologicamente semelhantes a Fusicoccum e Neofusicoccum, mas filogeneticamente
distintos de ambos os géneros (CROUS et al., 2006). Descrito originalmente pela
espécie tipo P. stromaticum, hoje possuem mais seis espécies descritas (P. violaceum P.
adansoniae P. kimberleyense P. stromaticum P. olivaceum P. ardesiacum) que se
distinguem principalmente pelas dimensdes de seus conidios e pela producdo de
pigmentos em cultura (PHILLIPS er al., 2013). Identificado pela primeira vez em
plantas assintomadticas de acacia e eucalyptus, na Venezuela, espécies desse género sio
consideradas restritas a regides tropicais e subtropicais € por ocorrer, principalmente,
como endofiticas (PHILLIPS et al., 2013). Corroborando com esta afirmacgdo

recentemente esse género foi relatado em espécies arbdreas da caatinha cearense como
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endofitico, porém mostrando-se patogénico quando inoculados em frutos de manga e
plantas de umbu-caja (Spondia sp.) (GONCALVES et al., 2016), sendo anteriormente ja
relatado no Brasil associado a cancros e a morte descendente em plantas de mangueira
(MARQUES et al., 2013b). Tais relatos evidenciam a versatilidade epidemiologica do

género, sendo esta uma caracteristica tipica das Botryosphaeriaceae.

3.4 Caracterizacido de Botryosphaeriaceae

A familia Botryosphaeriaceae € constituida por complexos de espécies cripticas,
ou seja, individuos morfologicamente idénticos ou parecidos, mas que apresentam
trajetoria evolutiva e reprodutiva total ou parcialmente distintas (BICKFORD et al.,
20006).

Por esse motivo, a caracterizacdo morfologica desses organismos tornou-se uma
tarefa subjetiva, que levou a confusdes taxondmicas durante anos e a subestimacdo da
biodiversidade em torno dos individuos dessa familia, tornando a identificacdo a nivel
de DNA a opcdo mais vidvel para esse objetivo.

Como j4a mencionado anteriormente, atualmente o método de caracterizacdo mais
utilizado para delimitar a filogenia entre espécies da familia Botryosphaeriaceae € o
molecular, por meio do sequenciamento génico de regides do DNA (DEANMAN et al.,
2000; PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS et al., 2014). No entanto, para a delimita¢do
de uma filogenia fidedgnina desses microorganismos bem como a desricio de novas
espécies, devem atender as regras do Codigo Internacional de Nomenclatura para algas,
fungos e plantas (ICN). As regras que regem o ICN s@o o uso conjunto de caracteres
morfoldgicos, bioldgicos, ecolégicos e patogé€nicos, que visam o embasamento do
desenvolvimento dos microorganismos e das hipéteses evolucionaria préditas por dados
moleculares (DEANMAN et al., 2000; WILL & RUBINOFF, 2004; PHILLIPS et al.,
2013; SLIPPERS tal., 2014).

Compreender a biologia de Botryosphaeriaceas se faz uma tarefa antiga e ja
esmiucada por vdrios autores ao longo da histéria desses microrganismos (THEISSEN
& SYDOW, 1918; von ARX & MULLER 1954, 1975) e estando em constante revisio
(DEANMAN et al., 2000; PHILLIPS et ai. 2013; SLIPPERS et al., 2014).

Como para a maioria de outros organismos, o conceito de espécie morfologica foi

predominantemente utilizado para identificar e descrever novas espécies de
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Botryosphaeriaceae, assim como o conceito de espécie ecoldgica, centrando-se na
especializacdo de hospedeiro (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007).

Tradicionalmente, desde os relatos mais remotos, a diferenciacdo desses fungos
foi feita exclusivamente com base na morfologia de seus ascoporos (fase teleomorfica)
(von ARX & MULLER 1954, 1975) e, posteriormente, com base em seus conidios (fase
anamorfica), e pela associagdo com hospedeiros e distribuicdo geografica (CROUS et
al., 2006, PHILLIPS et al., 2008). No entanto, com o avango dos estudos, percebeu-se
que caracteres da fase teleomorfica mostraram-se bastante varidveis, dentro da mesma
espécie, e de pouco valor para a distingdo entre espécies (década de 50). Por esses
motivos, a partir da década de 60, apenas os caracteres morfologicos dos anamorfos
passaram a ser utilizados para este fim, por serem altamente encontrados na natureza e
induzidos em meios de cultura artificiais (DENMAN ef al., 2000).

Dentre os caracteres observados para a caracterizagdo bioldgica de
Botryosphaeriaceae os mais observados sdo a calorimetria micelial das coldnias, a taxa
e crescimento e esporulacio em diferentes temperaturas, meios de cultura e
luminosidade, bem como a produgdo de pigmentos e as dimensdes conidiais (SLIPPERS
et al., 2004a,b; PEREIRA et al., 2006; SLIPPERS & WINGFIELD, 2007; LIMA et al., 2013;).
A patogenicidade a diversos hospedeiros também € de suma importincia, uma vez que
permite a caracterizagdo de individuos mais ou menos afressivos e hospedeiros mais ou
menos resistentes (PEREIRA et al., 2006; LIMA et al., 2013).

Tradicionalmente, para fins de esporulagdo e crescimento micelial, fungos dessa
familia sdo caracterizados respectivamente em meio dgar d4gua (AA) contendo folhas de
alamo ou de pinheiro autoclacadas sob sua superficie, e em batata dextrose dgar (BDA)
(PHILLIPS et al. 2013). No entanto, existem espécies que ndo alcangam a esporulacdo
em determinados meios de cultura artificiais ou condi¢des de crescimento, a exemplo de
N. brasiliense, que pela auséncia de esporulacdo foi descrito apenas por dados
moleculares (MARQUES et al., 2013b). Em diferentes faixas de temperatura, algumas
espécies sdo capazes de crescer ou nao, produzir ou ndo pigmentos, a exemplo de L.
parva e L. pseudotheobromae que produziram pigmento quando exportos a 35 °C e
crescimento a 10 °C se diferenciando de L. theobromae (ALVES et al., 2008). Ao
estudar difreentes isolados de L. theobromae, esses mostraram-se altamente varidveis
quanto a suas caracteristicas bioldgicas, variando tanto em esporulacdo em diferentes

meios de cultura quanto em patogenicidade (PEREIRA et al., 2006; LIMA et al., 2013).
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Assim, informagdes bioldgicas a cerca de isolados flingicos mostram-se uteis
tanto na delimitacdo e identificacdo prévia de tidxons de Botryosphaeriaceae
morfologicamente semelhantes, bem como para a comprenssdao quando a distribuicdo e
ecologia dos fungos dessa familia. Entretanto, mostram-se altamente varidveis a
depender das condi¢des estudas, corroborando com o cardter cosmopolita e polifago que
possuem (PEREIRA et al., 2006; LIMA et al., 2013). Devido a isto, caracteres bioldgicos
sozinhos sdo considerados de valor limitado, devido a plasticidade e a sobreposicao de
caracteristicas entre algumas espécies ou variagdo de caracteristicas entre os isolados da
mesma espécie (ABDOLLAHZADEH et al., 2010; MARQUES et al., 2013a), fazendo-se
indispensavel a combinacdo de dados de sequéncias de DNA para a inferéncia
filogenética dos mesmos (SLIPPERS et al., 2004a,b; PAVLIC et al., 2009a,b, SAKALIDIS
etal., 2011, 2013; PHILLIPS et al., 2013).

3.4.1 Caracterizacao molecular de Botryosphaeriaceae

Permeada por uma longa histdria, a descoberta da molécula de DNA, iniciada em
meados do século XIX, foi envolta, desde entdo, por uma longa sequéncia de
acontecimentos (ARIAS, 2004). De uma forma geral e exclusivamente voltada para o
subitem em questdo, dentre esses acontecimentos, destacamos a descoberta da extracdo
de DNA purificado por Rudolf Signer, em 1950, a elucidac¢do da estrutura do DNA por
Watson e Crick em 1953 e a técnica da Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) por
Kary Mullis em 1983.

Assim, desde o desenvolvimento da PCR, diversos marcadores moleculares foram
desenvolvidos em busca da caracterizacdo genética de microorganismos e do
diagnésticos fidedignos dos mesmos. Dentre esses, podemos citar: o AFLP ‘Amplified
fragment length polymorphism’, ISSR ‘Inter Simple Sequence Repeats’, RAPD
‘random amplified polymorphic DNA’, destacando-se dentre estes o uso de primers
especificos utilizados pela técnica de sequenciamento génico.

A técnica de sequenciamento génico se destaca devido ao uso de marcadores
especificos para um determinado grupo de microrcanismos, possibilitando com isso a
determina¢do precisa da ordem de seus nucleotideos em sequéncias de DNA, sendo
possivel através de técnicas de bioinformaticas, a comparagcdo destas seqéncias com

outras ja depositadas em banco de dados.
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Nos dltimos 20 anos, vérios dados moleculares com base no mapeamento do
DNA tém sido utilizados para distinguir taxons de Botryosphaeriaceae (SLIPPERS &
WINGFIELD, 2007), estando este fato diretamente atrelado aos avangos tecnoldgicos
na técnica de sequenciamento de DNA e no desenvolvimento de softwares que
possibilitem o armazenamento, compartilhamento e a comparacdo de banco de dados e
da reducdo dos custos na execugdo dessas técnicas (SLIPPERS et al.,, 2014). A juncdo
desses acontecimentos surge na fitopatologia como uma ferramenta a cada dia mais
acessivel, eficaz e agil para o estabelecimento de sistemas taxondmicos uniformes e
para o diagnéstico preciso de doencas (WINGFIELD et al., 2012).

No sequenciamento génico de Botryosphaeriaceae sdo utilizados marcadores
moleculares capazes de mapear regides especificas do DNA e por possuirem alto valor
filogenético. Para este fim, genes de algumas regides sdo bastante utilizadas e
comprovadamente eficazes na delimitacdo filogenética de Botryosphaeriaceae tais
como: 0 DNA ribossomal (rDNA), considerada como regido universal na identificacdo
de eucariotos, englobando os genes 18S, 5.8S, 28S e as regides dos espacos internos
transcritos (ITS); a segunda maior subunidade da RNA polimerase II (RPB2); e regides
codificadoras de proteinas, como o fator de elongamento da tradugdo 1 alfa (TEF1-a) e
aregido da B-tubulina (Bt) (PHILLIPS et al., 2013).

Estudos apontam que dependendo do complexo de espécies investigado, para a
obtencdo de uma andlise filogenética robusta se faz necessario a combinacdo de
sequéncias de pelo menos duas regides gé€nicas, nas quais as regides ITS, TEF1-a e Bt
sdo as mais indicadas para Botryosphaeriaceae (PHILLIPS et al., 2013, MARQUES et al.,
2013; SLIPPERS et al., 2014; MACHADO et al., 2014; ROSADO et al., 2016).

Considerada a precursora na identificacdo molecular de fungos, a regido ITS se
encontra localizada entre os genes 18S e 28S do DNA ribossomal desses organismos,
sendo constituida pelas por¢des denominadas ITS1, ITS2, ITS3 e ITS4, todo o gene
5.8S, envolvida na transcricdo e amplicacdo do DNA (WHITE, 1990). Em 2004, essa
regido sozinha foi utilizada para delimitar a nova espécie L. gonubiensis, a partir de
isolados tidos como L. theobromae, os quais também se diferenciaram por possuir
conidios mais largos e multiseptados (PAVILIC et al., 2004). Até entdo, esta regido era
considerada suficiente para designiar membros Botryosphaeria (DENMAN et al., 2000;
SMITH et al., 2001; PHILLIPS et al., 2002; DENMAN et al., 2003), no entanto, nesse

mesmo ano, em um estudo mais abrangente, a mesma foi insuficinete para a especiacao
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do género Botryosphaeria, sendo necesséria a inclusdo de sequéncias das regides TEF1-
o e Pt para a descricdo da espécie denominada B. australis a partir de B. lutea
(SLIPPERS et al., 2004a).

Em 2006, novas espécies de Lasiodiplodia (L. venezuelensis, L. crassispora e L.
rubropurpurea) foram descritas por meio do sequenciamento combinado das regides
ITS e TEF1-a, e sustentadas por diferenciacdes morfoldgicas de conidios (BURGESS et
al., 2006). Nesse mesmo ano, por meio da andlise combinada de quatro l6cus génicos de
96 isolados da classe Dothideomycetes, sendo eles os genes da menor subunidade
nuclear do rDNA (nuc SSU), da maior subunidade nuclear do rDNA (nuc LSU), do
TEF-1a e da RPB2, foi possivel visualizar as diferencas génicas entre os mesmos sendo
designada a ordem Botryosphaeriales para acomodar espécies tipo de B. dothidea,
acomodando uma unica familia, denominada Botryosphaeriaceae (SCHOCH et al,
20006).

Em relacdo as regides codificadoras de proteinas, aqui representadas pelo TEF1-a
e [Pt, caracterizam-se por serem fortemente conservadas e abundantes que
desempenharem papéis cruciais no desenvolvimento dos organismos (O’DONNELL et
al., 1998). O TEFl-a ¢ uma proteina envolvidas nos processos de iniciacao,
alongamento e traducdo do DNA (KEELING & INAGAKI, 2004) e a B-tubulina a
proteina envolvida na formacdo dos microtubulos essenciais para a divisdo celular
(GLASS & DONALDSON, 1995; EINAX & VOIGT, 2003).

Mesmo diante da grande confiabilidade depositada em dados moleculares para a
descricdo de novas espécies, poucos estudos filogenéticos trazem explicitos em seus
resultados a localizacdo exata e a quantificacdo das diferencas nucleotidicas existentes
entre regides génicas das novas espécies e das espécies filogeneticamente relacionadas
as mesmas. Diante disso, julgo que tais verificacdes se fazem necessdrias, informando o
real polimorfismo entre esses individuos dando mais consisténcia a hipdtese taxondmica
levantada.

Nesse sentido, dentro do complexo Lasiodiplodia, revela-se que separacdo
filogenética desses organismos € efetivamente baseado em diferencas na regido de um
unico gene, o TEF-1a, e nas dimenssdes de seus conidios, sendo prudente, mediante
aparecimento de mais espécies, incluir outras regides genéticas as andlises a fim de
reforcar essa diferenciacio (DAMM et al., 2007; ABDOLLAHZADEH et al., 2010).

Dentro do género Neofusicoccum, diferencas entre cinco nucleotideos na regido ITS,
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dois na regido TEF1-a e dez na regido Pt foram suficientes para designar N. brasiliense
como uma nova espécie (MARQUES er al., 2013b); e isolados de Dothiorella
brevicollis e Dothiorella longicollis foram filogeneticamente diferentes em cinco
nucleotideos das regides ITS e TEF1-a e em dois na regido it (JAMI et al., 2012).
Diante disso, percebe-se que a busca pela identificacdo e inferéncias filogenéticas
de novas espécies visam, além da caracterizacdo fidedigna a detencdo de informacdes
que subsidiem futuras investigagdes quanto a caracterizacdo epidemioldgica das
doencas provocadas por esses microrganismos € o manejo mais adequado para as

mesmas.
3.5 Controle de Botryosphaeriaceae

Diante das mudangas na taxonomia das Botyosphaeriaceae e da descricdo de
védrias novas espécies, desde o ano de 2004, ainda sdo poucos os trabalhos que tem
como objetivo o estudo da epidemiologia e do controle desses patégenos. No entanto,
em geral sabe-se que fungos da familia Botyosphaeriaceae sdo altamente dificeis de
serem controlados em razao de seus habitos ecoldgicos, por serem capazes de infectar
uma ampla gama de hospedeiros e por sua capacidade endofitica (PERREIRA et al.,
2006; SLIPPERS & WINGFIELD, 2007; LIMA et al., 2013).

Dentre os trabalhos existentes nesse sentindo e nos ultimos dez anos, hd uma
grande concentracdo de pesquisas voltadas, principalmente, para o controle de L.
theobromae (FREIRE et al., 2009; PERREIRA et al., 2012; MARKSON et al., 2012;
DURGADEVI et al., 2014; REHMAN et al., 2015), e alguns poucos voltados para o
controle de outras Botyosphaeriaceae, como Diplodia, Neofusicoccum e
Botryosphaeria (PITT et al., 2012; TORRES et al., 2013). No entanto, percebe-se que
os esforcos nesse sentindo ainda sdo incipientes quando comparamos com a explosao de
novas espécies ultimamente identifcadas.

O controle quimico ainda é o método mais utilizado, porém sabe-se que diante das
caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas dos fungos pertecentes a essa familia, o uso de
quimcios se fazem ineficazes e, muitas vezes, impossiveis e invalidados pelos riscos
ambientais que podem trazer (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007). Outras limitagdes ao
uso desse método € a inexisténcia de produtos registrados para a maioria das culturas
acometidas (AGROFIT, 2016), a perda da eficicia, o acimulo de residuos na superficie

de folhas e frutos, e o desenvolvimento de resisténcia dos patdgenos com o tempo de



25

uso irracional ou de forma isolada (PERREIRA et al, 2012). Com isso, 0 mais
apropriado € a adocao medidas adicionais ao uso racional de quimicos sistémicos e
protetores, que visem principalmente a prevenc¢do e a entrada desses fungos no campo,
dentre essas: o uso de praticas culturais, produtos naturais, agentes biologicos e o uso de
cultivares resistentes, visando o controle genético dessas doencas.

Embora sejam poucos os produtos registrados para esses patdgenos, varios
quimicos s@o testados no intuito de se alcancar o controle dessas Botryosphaeriaceae.
Uma populacdo de isolados de L. theobromae associados a pomares de mamoeiro
mostrarou-se pouco sensiveis ao tratamento com fungicidas benomyl, thiabendazole,
imazalil, prochloraz, tebuconazole (PEREIRA er al, 2012). Ja4 os produtos
tebuconazole, miclobutanil, procloraz e epoxiconazole apresentam atividade in vitro
contra D. mutila, D. seriata, N. australe e N. parvum e foram capazes impedir a
germinagdo de conidios e inibir o crescimento micelial (TORRES et al., 2013).

Quanto a juncdo de praticas para evitar problemas fitossanitirios com
Botryosphaeriaceae em pomares e jardins clonais de frutiferas recomenda-se plantas
vigorosas, bem nutridas e sem sintomas aparentes de ataques de pragas e outros
patégenos, bem como a pulverizacdo com o fungicida thiabendazole, com o intuito de
proteger feridas de podas e praticas como a enxertia (FREIRE et al., 2009). O uso de
variedades resistentes visando o controle genético desses fungos surge como uma
alternativa limpa, sustentdvel e de maior durabilidade (CARDOSO et al, 2010;
BATISTA et al, 2012). A variabilidade quanto a reacdo de gendtipos a doenca
pressupde o uso da resisténcia da genética do cajueiro (CARDOSO et al., 2006) e em
diferentes acessos de mangueira (BATISTA et al., 2012), como alternativa a0 manejo
de Botryosphaeriaceae.

Diante do exposto, percebe-se que, mediante a ampla diversidade bioldgica,
genética, ecoldgica e patogénica que esses fungos detém, muitas lacunas ainda estdo
abertas no tocante caracterizagdo e controle desses microrganismos. Chamando atengao,
principalmente para as pesquisas brasileiras, que ainda sd3o poucas mediante a
diversidade de biomas que o pais possue. Tal diversidade ainda pouco explorada traz
consigo fortes indicios de possiveis novas espécies e relagdes filogenéticas existentes

dentro dessa rica familia de fungos chamada Botryosphaeriaceae.
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Until now, only Lasiodiplodia theobromae has been reported in association with
gummosis and dieback of cashew plants and other tropical fruit plants in northeastern
Brazil. This study aims to identify and characterize species of Lasiodiplodia associated
with gummosis and dieback on tropical fruit plants grown in Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui and Rio Grande do Norte States in northeastern Brazil with a
description of two new species: Lasiodiplodia caatinguensis sp. nov. and Lasiodiplodia
pontae sp. nov. Fungal identification was accomplished using a combination of
morphophysiological and pathogenic characteristics, together with phylogenetic
analyses based on partial translation elongation factor 1-a sequence (TEF1-a), internal
transcribed spacer (ITS) and b-tubulin (b-tub). Six species of Lasiodiplodia were
identified as being associated with several tropical fruit species: Lasiodiplodia
brasiliense (Manilkara zapota, Mangifera indica and Spondias purpurea), L.
caatinguensis sp. nov. (Anacardium occidentale, Citrus sinensis, S. purpurea and S.
lutea), L. euphorbicola (Annona muricata and Cocos nucifera), L. pontae sp. nov. (A.
occidentale and S. purpurea), L. pseudotheobromae (A. occidentale, S. purpurea and
Tamarindus indica) and L. theobromae (A. occidentale, S. purpurea and Talisia
esculenta). This is the first study to use molecular data of Lasiodiplodia taken from the
stems and branches of Annona spp., A. occidentale, M. zapota, T. indica, T. esculenta
and Spondias spp. After L. caatinguensis sp. nov., the species L. pseudotheobromae and
L. theobromae were the second most frequent species. All identified species were able
to cause necrotic lesions at different levels of severity when inoculated on mango fruits
and young plants of Annona spp., cashew and Spondias spp.

Keywords: Anacardium occidentale, Botryosphaeriaceae, phylogeny, taxonomy
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1 Introduction

An average of 800 million tonnes of fruit per year is produced around the world,
and Brazil accounts for 5.7% of that production (FAO, 2014). Northeastern Brazil
stands out in the international fruit industry due to its strategic geographic proximity to
import markets, as well as extremely favourable soil and weather conditions for the
production of fresh fruit (Cardoso & Sousa, 2000).

Among a variety of tropical fruit plants grown in northeastern Brazil, species of
Anacardiaceae are very important for the regional economy, including Spondias spp. (S.
mombin, S. dulcis, S. purpurea and S. tuberosa), cashew (Anacardium occidentale) and
mango (Mangifera indica). The cashew nut and mango fruit production in the northeast
region of Brazil represents 97.63% and 67.43% of national production (IBGE, 2015),
respectively. Other fruits, such as sweetsop (Annona squamosa), atemoia (Annona
atemoya) and soursop (Annona muricata), are also produced in this region in home
backyards or in smallholder orchards; therefore, they do not officially appear in the
statistics, but are of great socioeconomic importance for the region (Santos-Serejo et al.,
2009).

The native fruit crops of the northeast were initially cultivated in restricted and
intercropped populations on the coast, the mountains and the Caatinga biome; over
time, these crops gained economic and social interest and began to be grown in
monocultures and on smallholder scales. Upon cropping, these plants have been subject
to selection, which rendered them more susceptible to diseases and other pests that were
previously regarded as having secondary importance in the region (Freire et al., 2002).
Among these diseases are those caused by the fungus Lasiodiplodia theobromae sensu
lato, which was once considered a weak pathogen impacting stressed plants, but became
one of the major pathogens affecting the survival and yield of tropical fruit plants in
Brazil by causing symptoms such as stem cankers, gummosis, dieback, and postharvest
fruit decay (Cardoso et al., 2002; Freire et al., 2011).

Lasiodiplodia theobromae has been described as a cau- sal agent of cashew
gummosis, which has become the most important disease impacting cashew
orchards in the semi-arid conditions of northeastern Brazil. This disease causes
damage of up to 30% stand losses in localized orchards in the states of Ceara
and Piau1 (Cardoso et al., 2002), infecting commercial genotypes of cashew trees

(Mor- eira et al., 2013) and causing nut decay (Freire, 2014). In Spondias, this
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fungus has been reported affecting all cultivated species at different levels of disease
severity, depending on host susceptibility (Lima et al, 2013), and it is a
seedborne pathogen of soursop (Cardoso et al., 2006). In general, infection of
Lasiodiplodia spp. is char- acterized by symptoms such as branch dieback, stem
cankers, gum exudation, necrotic lesions, neck rot, seed and fruit decay, and
foliage yellowing, which result from the obstruction of vascular tissues and
ultimately lead to plant death (Burgess efal, 2006; Damm et al., 2007; Zhao
et al., 2010; Freire et al, 2011; Lima et al, 2013; Marques et al, 2013;
Machado etal, 2014a; Netto etal., 2014).

Lasiodiplodia belongs to the Fungi kingdom, Ascomycota phylum,
Dothideomycetes class, Botryosphaeriales order and Botryosphaeriaceae family,
which comprises 17 genera of fungi and 110 species that have been
described based on cultural characteristics and phyloge- netic data (Phillips et
al., 2013; Slippers et al, 2013). Members of this family, such as the
Lasiodiplodia spp., may either infect a broad range of host plants or survive as
saprophytes or endophytes within seeds and other living tissues (Crous et al.,
2006; Sakalidis efal, 2011; Phillips et al., 2013).

For many years, the identification of L. theobromae relied solely on the
plant symptoms, host pathogenicity and morphological characteristics of
asexual reproductive structures, such as the size of conidia and pycnidia, growth
rate and production of diffusible pigments in cul- ture. A wide host range and
morphological variability of L. theobromae suggested that it could be a complex
of species. These characteristics usually overlap and vary depending  on
environmental factors, resulting in inaccu- rate identification. Accurate
identification based on phy- logenetic  data have revealed that L.
theobromae 1is indeed a species complex (Crous efal., 2006; Phillips et al.,
2013; Slippers et al., 2013).

Recently, molecular tools, especially DNA sequencing, have been widely
used to identify species of Lasiodiplodia (Crous et al., 2006; Phillips et al,
2013; Slippers et al., 2013). The distinction between Botryosphaeriaceae species
and cryptic species of Lasiodiplodia using gene sequencing relies on the
construction of multigene phylogenies. DNA sequences of the internal transcribed

spacers (ITS) of genomic rDNA (White et al., 1990; Pavlic et al, 2004,
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Alves et al., 2008), together with protein-coding genes such as translation
elongation fac- tor 1l-alpha (TEFl-a) and B-tubulin (B -tub) have been used to
reliably distinguish species of Lasiodiplodia (Marques et al., 2013; Phillips
et al., 2013; Slippers et al., 2013; Netto efal., 2014). Phylogenetic studies of
Botryosphaeriaceae emphasize that the use of only one gene region is not
enough to separate sibling species in this family (Slippers & Wingfield, 2007;
Phillips et al,, 2013), and the concatenated alignment of at least two gene
regions in the genome of these individuals 1is required (Phillips ef al., 2013;
Machado et al., 2014a).

Currently, gene genealogies have been used to describe 26 new species of
Lasiodiplodia (Pavlic et al., 2004, 2008; Burgess et al., 2006; Damm et al.,
2007;  Alves et al., 2008; Abdollahzadeh et al., 2010; Begoude et al., 2010;
Ismail et al., 2012; Urbez-Torres et al., 2012; Phil- lips et al., 2013; Chen et al,
2015; Linaldeddu et al, 2015); 13 of these species have been reported in
association with Brazilian hosts and six have been described in Brazil (Correia
etal, 2013; Marques etal, 2013; Machado et al., 2014a,b; Netto et al,
2014). Based on the aforementioned data, it is clear that the phylogenetic diversity
of Lasiodiplodia is underestimated in Brazil, because most of the data was generated
based on the morphological species recognition concept (Pereira et al., 2006; Lima
et al., 2013). Until now, there has been a lack of phylogenetic studies
involving multilocus sequencing from isolates associated with gummosis and dieback
of the cashew tree, Spondias spp. and other tropical fruits in northeastern
Brazil. Therefore, this study aimed to analyse the diversity of the Lasiodiplodia
genus associated with various tropical fruits in northeast- ern Brazil, through
gene sequencing of the ITS rDNA regions, TEFI-a and b-tub, together with
morphophysio- logical and pathogenic characterization of the obtained isolates.
Two new species are described herein, L. caatinguensis sp. nov. and L.

pontae sp. nov.

2 Materials and methods

2.1 Sampling and fungal isolation
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The samples used in this study were obtained from surveys performed in different
regions throughout northeastern Brazil. Isolates used in earlier studies and maintained at
the Tropical Plant Pathology Laboratory of Embrapa Agroindustria, Fortaleza, Ceard,
were included in this study. Surveys were done between July and November 2013, and
the samples consisted of branches, trunks, stem cankers and dead tips of branches
exhibiting disease symptoms.

The sampled tissues were surface sterilized with 70% ethanol for 1 min and 1.5%
sodium hypochlorite for 2 min and were then rinsed twice with sterile distilled water.
Surface disinfested plant tissues had excess water removed by using sterilized filte
paper, before being cut into small pieces (approximately 5 mm) from the margin of the
dark necrotic region. After that, five tissue pieces were plated onto water agar medium.
The plates were incubated at 25 °C with a 12 h photoperiod for 2—3 days, than the fast-
growing colonies of the Botryosphaeriaceae family were subcultured onto a potato
carrot agar (PCA) medium amended with sterilized pine needles (Mohali et al., 2005).
The plates were incubated at 25 °C with a 12 h photoperiod with nearblack light until
conidia were produced in pycnidia (3—6 weeks). Monosporic cultures were obtained
from sporulating colonies and were transferred to potato dextrose agar (PDA; Difco
Laboratories) slants stored in a refrigerator at 5 °C until use. The pure cultures were also
stored in sterile distilled water and in PDA slants in which the colony surface was

covered by sterile mineral oil.

2.2 DNA extraction and sequence amplification

Total genomic DNA was extracted from 102 Lasiodiplodia-like isolates identified
on the basis of conidial morphology. Isolates were grown on potato dextrose broth for 7
days in 250 mL Erlenmeyer flasks. Mycelial biomass of each isolate was dried at room
temperature (25-30 °C) under a laminar flow chamber for 24 h.

Genomic DNA extraction followed the protocol of Cavalcanti & Wilkinson
(2007) with modifications, where approximately 1 g mycelium was ground into a fine
powder using a pestle in a mortar filled with liquid nitrogen.

Samples of extracted DNA were quantified using a NanoDrop 2000c

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). After quantification of the extracted



39

DNA, it was diluted to a concentration of 10 ng uL" and stored at -20 °C. The PCR (50
uL) contained 62.5 uL of genomic DNA, 1x buffer, 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCI2, 1
mM each forward and reverse primer synthesized by Invitrogen, 2.5U Flexi Taqg DNA
polymerase; Promega) and 19.25 uL sterile deionized water. The primers ITS1 and
ITS4 (White et al., 1990) were used for the amplification

and sequencing of ITS regions 1 and 2, including the 5.8S rRNA gene (ITS);
primers PBt2a and Pt2b were used to sequence a fragment of B-tub (Glass & Donaldson,
1995); and primers TEF1-688F and TEFI1-1251R (Alves et al., 2008) were used to
amplify a fragment of TEF1-a (Carbone et al., 1999).

The thermal cycle of PCR consisted of an initial denaturation step at 96 °C for 1
min; 35 cycles of 30 s at 94 °C (denaturation), 1 min at 58 °C (TEF1-a and ITS) or 68
°C (B-tub), 1.5 min at 72 °C (annealing); and 10 min at 72 °C (final extension).

The PCR products were separated by electrophoresis in 1.5% agarose gels in Tris
Borato EDTA 1X (TBE; 89 mM de Tris, 89 mM de boric acid, 2 mM EDTA), stained
with ethidium bromide (5 mg mL’l) and visualized under a UV transilluminator. After
verification of the amplified bands, 40 L aliquots of the PCR product from each sample
were purified and sequenced in forward and reverse directions by Macrogen Inc., South
Korea (http://www.macrogen.com).

Thus, 102 isolates were sequenced for the TEF1 a-region; after phylogenetic
analysis of TEF1-a, 23 isolates were then selected to represent the genetic variation for
each identified species in this study. ITS and B-tub regions were also sequenced in order

to resolve all species used to reconstruct the phylogeny of Lasiodiplodia.

2.3 Phylogenetic analyses

Sequences were edited using BIOEDIT software (Hall, 2012) and were manually
aligned before the construction of contigs using forward and reverse sequences.

The ITS sequences, TEF1-a and b-tub were used in the phylogenetic analyses and
were the same as those used by Machado et al. (2014a), but including sequences of a
new species of Lasiodiplodia described in the literature. New sequences were deposited
in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and sequences of ITS, TEF1-a and b-tub of
additional species were retrieved from GenBank (Table 1). Sequences were manually

aligned based on either the ITS, TEF1-a or b-tub order using BIOEDIT. Adjustments
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were made whenever necessary for indels and missing data. Initially the phylogenetic
relationships were inferred using PAUP v. 4.0b10 (Swofford, 2000). The resulting
alignment was deposited in TreeBASE (http://www.treebase.org/) under accession
number S18482.

Then, Bayesian inference analyses (BI) were conducted using the Markov chain
Monte Carlo method based on the sequences (ITS, TEF1-a and b-tub). The best
nucleotide substitution model was determined using the MRMODELTEST v. 2.3
program (Posada & Buckley, 2004), and models were selected according to the
Bayesian information criterion (BIC) before their inclusion into the BI for each gene
separately. The K80+G model of evolution was used for ITS, HKY+G was used for
TEF1-a and TrN+G was used for b-tub. A phylogenetic analysis based on concatenated
alignment was performed using MRBAYES v. 3.1.1 (Ronquist & Heulsenbeck, 2003)
with 100 million generations by having each phylogenetic tree of the sample space from
each run every 500 generations, discarding 25% of the first samples of the cold chain,
which were thus subjected to burn-in. The trees were visualized in FIGTREE (Rambaut,
2009) and exported to a graphics program. The tree was rooted to Spencermartinsia
viticola CBS117009.

Representative isolates of new Lasiodiplodia species described in this study were
deposited in the Culture Collection of Phytopathogenic Fungi ‘Prof. Maria Menezes’
(CMM) at the Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Pernambuco), and
pine needles containing pycnidia were also deposited at a herbarium at the Universidade

Federal Rural de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais — Herbarium VIC).
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Table 1 Isolates of Lasiodiplodia species used in this study

Species

Isolate

Host

Origin

Collection

GenBank accession number

ITS EFl-a B-tub
Botryosphaeria CMWOI074 Unknown Mexico T. Burgess AY236952 AY236901 AY236930
rhodina
Lasiodiplodia CERC1960 Pistachia vera USA T. J. Michailides KP217058 KP217066 KP217074
americana
L. americana CERC1961 Pistachia vera USA T. J. Michailides KP217059 KP217067 KP217075
L. brasiliense IBL415 Manilkara zapota Icé/Ceara/Brazil L B. L. Coutinho  KT151806 KT151800 KT151803
L. brasiliense IBL348 Mangifera indica Itapipoca/ Ceara L B. L. Coutinho  KT151807 KT151801 KT151804
/Brazil
L. brasiliense IBL344 Spondias purpurea Paracuru/ Ceara L B. L. Coutinho  KT151808 KT151802 KT151805
/Brazil
L. brasiliense CMM 2321 Carica papaya Brazil J. H. A. Monteiro KC484797 KC481528 —
L. brasiliense CMM 4015 Mangifera indica Brazil M. W. Marques JX464063  JX464049 —
L. caatinguensis sp. IBL271 Anacardium Pio-IX/Piaui/Brazil J. S. Lima/]. E. KT154756 KT154750 KT154763
nov. occidentale Cardoso
L. caatinguensis sp. IBL381 Spondias purpurea Sao Gongalo do L. B. L. Coutinho/J. KT154757 KT154751 KT154764
nov. Amarante/Ceara/Brazil S. Lima
L. caatinguensis sp. IBL40 Spondias mombin Eusébio/Ceara/Brazil J. S. Lima/]. E. KT154762 KT154755 KT154769
nov. Cardoso
L. caatinguensis sp. CMM1325 Citrus sinensis Itarema/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT154760 KT008006 KT154767
nov’ S. Lima
L. caatinguensis IBL352 Anacardium Marco/Ceara/Brazil J. S. Lima/]. E. KT154759 KT154753 KT154766
occidentale Cardoso
L. caatinguensis IBL04 Anacardium Aracati/Ceara/Brazil J. S. Lima/]. E. KT154758 KT154752 KT154765
occidentale Cardoso
L. caatinguensis IBL442 Spondias purpurea Itapipoca/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT154761 KT154754 KT154768
S. Lima
L. citricola IRAN1521C Citrus sp. Iran A. Shekari GU945353 GU945339 —
L. citricola IRAN1522C Citrus sp. Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945354 GU945340 —

Javadi
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GenBank accession number

Species Isolate Host Origin Collection TS EFl- B-tub

L. crassispora CBS110492 Unknown Unknown Unknown EF622086 EF622066 EU673134

L. crassispora CMW22653  Pterocarpus angolensis Africa J. Mehl/J. Roux FI888465  FJ888452 —

L. egyptiacae CMM3648 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234549  KF226705 KF254933

L. egyptiacae CMM3611 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234545 KF226691 KF254928

L. euphorbicola IBL327 Annona squamosa Brazil L. B. L. Coutinho/ KT247491 KT247493 KT247495

J.S. Lima
L. euphorbicola IBL329 Cocos nucifera Brazil I. B. L. Coutinho/J. KT247490 KT247492 KT247494
S. Lima

L. euphorbicola CMM3651 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234553 KF226711 KF254937

L. euphorbicola CMM3652 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234554 KF226715 KF254938

L. euphorbicola CMM3609 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234543 KF226689 KF254926

L. exigua CBS 137785 Retama raetam Tunisia B. T. Linaldeddu KJ638317 KJ638336 —

L. exigua BL 184 Retama raetam Tunisia B. T. Linaldeddu KJ638318  KJ638337 —

L. gilanensis IRAN1523C Unknown Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945351 GU945342 —
Javadi

L. gilanensis IRAN1501C Unknown Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945352 GU945341 —
Javadi

L. gonubiensis CBS115812 Syzygium cordatum Africa D. Pavlic DQ458892 DQ458877 DQ458860

L. hormozganensis IRAN1500C Olea sp. Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945355 GU945343 —
Javadi

L. hormozganensis IRAN1498C Mangifera indica Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945356 GU945344 —
Javadi

L. iraniensis IRAN1517C Citrus sp. Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945349 GU945337 —
Javadi

L. iraniensis IRAN1519C Mangifera indica Iran J. Abdollahzadeh/A. GU945350 GU945338 —
Javadi

L. jatrophicola CMM3610 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234544 KF226690 KF254927

L. mahajangana CMW27801 Terminalia catappa Madagascar J. Roux FJ900595  FJ900641  FJ900630

L. mahajangana CMW27820 Terminalia catappa Madagascar J. Roux FJ900597  FJ900643  FJ900632

L. margaritacea CBS122519 Adansonia gibbosa Australia T. I. Burgess EU144050 EU144065 —

L. margaritacea CBS122065 Adansonia gibbosa Australia T. I. Burgess EU144050 EU144065 —

L. macrospora CMM3833 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234557 KF226718 KF254941
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Species

Isolate

Host

Origin

Collection

GenBank accession number

ITS EFI-q B-tub
L. mediterranea CBS 137783 Quercus ilex Italy B. T. Linaldeddu KJ638312  KJ638331 —
L. mediterranea ALG 36 Citrus sinensis Algeria A. Berraf-Tebbal KJ638314  KJ638333 —
L. missouriana UCD2193MO Vitis vinifera USA K. Striegler/G. M.  HQ288225 HQ288267 HQ288304
Leavitt
L. missouriana UCD2199MO Vitis vinifera USA K. Striegler/G. M.  HQ288226 HQ288268 HQ288305
Leavitt
L. parva CBS456.78 Cassava-field soil Colombia O. Rangel EF622083 EF622063 —
L. parva CBS495.78 Cassava-field soil Colombia O. Rangel EF622085 EF622065 —
L. plurivora STE-U 5803 Vitis vinifera Africa F. Halleen EF445362 EF445395 —
L. pontae sp. nov.” CMM1277 Spondias purpurea Pio-IX/Piaui/Brazil J.S.Lima/F. C. 0. KT151794 KT151791 KT151797
Freire
L. pontae sp. nov IBL14 Anacardium Pio-IX/Piaui/Brazil J.S.Lima/F. C. 0. KT151796 KT151793 KT151799
occidentale Freire
L. pontae sp. nov IBL18 Anacardium Mossoré/Rio Grande J.S.Lima/F. C. 0. KT151795 KT151792 KT151798
occidentale do Norte/Brazil Freire
L. pseudotheobromae CBS116459 Gmelina arborea Costa Rica J. Carranza- EF622077 EF622057 EU673111
Veldsquez
L. pseudotheobromae IBL201 Spondias purpurea Cachoeira dos I. B. L. Coutinho/J. KT247478 KT247482 KT247488
indios/Paraiba/Brazil S. Lima
L. pseudotheobromae IBL241 Tamarindus indica Pentecoste/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT247479 KT247483 KT247489
S. Lima
L. pseudotheobromae IBL266 Anacardium Pentecoste/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT247480 KT247484 KT247486
occidentale S. Lima
L. pseudotheobromae IBL 134 Annona x atemoya Beberibe/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT247481 KT247485 KT247487
S. Lima
L. pseudotheobromae CMM3887 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234559 KF226722 KF254943
L. rubropurpurea WACI12536 Eucalyptus grandis Australia T. Burgess/G. Pegg  DQ103554 DQ103572 —
L. subglobosa CMM3872" Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234558 KF226721 KF254942
L. subglobosa CMM4046 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234560 KF226723 KF254944
L. theobromae IBL340 Spondias purpurea Catuana/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT247466 KT247472 KT247475

S. Lima
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GenBank accession number

Species Isolate Host Origin Collection TS EFl-a B-tub

L. theobromae IBL375 Talisia esculenta Itapipoca/Ceara/Brazil 1. B. L. Coutinho/J. KT247467 KT247473 KT247474
S. Lima

L. theobromae IBL404 Anacardium Buique/Piaui/Brazil L. B. L. Coutinho/J. KT247468 KT247470 KT247476

occidentale S. Lima
L. theobromae IBL405 Anacardium Buique/Piaui/Brazil I. B. L. Coutinho/J. KT247469 KT247471 KT247477
occidentale S. Lima

L. theobromae CMW28571 Terminalia ivorensis Cameroon B. A.D. Begoude = GQ469924 GQ469897 —

L. theobromae CBS111530 Unknown Unknown Unknown EF622074 EF622054 —

L. theobromae CMM3831 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234556 KF226717 KF254940

L. theobromae CMM3654 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234555 KF226716 KF254939

L. theobromae CMM3612 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234546 KF226692 KF254929

L. theobromae CMM3647 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234548 KF226704 KF254932

L. viticola UCD2553AR Vitis vinifera USA K. Striegler/G. M.  HQ288227 HQ288269 HQ288306
Leavitt

L. viticola UCD2604MO Vitis vinifera USA K. Striegler/G. M.  HQ288228 HQ288270 HQ288307
Leavitt

L. venezuelensis WAC12539 Acacia mangium Venezuela A. R. Machado DQ103547 DQ103568 —

L. venezuelensis CMW13513 Acacia mangium Venezuela S. Mohali DQ103549 DQ103570 —

Macrophomina PDI112 Prunus dulcis USA T.J. Michailides/P.  GU251105 GU251237 GU251765

phaseolina Inderbitzin

M. phaseolina MUCC531 Sesbania formosa Australia D. Pavlic EF585505 EF585560 —

M. phaseolina CMM3615 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234547 KF226693 KF254930

M. phaseolina CMM3650 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234552 KF226710 KF254936

Neoscytalidium CBS 499.66 Mangifera indica Mali J. Brun AYS819727 EU144063 FM211167

dimitiatum

N. dimidiatum PD104 Ficus carica USA T.J. Michailides/P.  GU251107 GU251239 GU251767

Inderbitzin

Neoscytalidium CMM3566 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234551 KF226709 KF254935

hyalinum

N. hyalinum CMM3649 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234550 KF226707 KF254934

N. hyalinum CMM3616 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado JQ927342 KF226699 KF254931
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Species Isolate

Host

Origin

Collection

GenBank accession number

ITS EFl-a B-tub
N. hyalinum CMM3607 Jatropha curcas Brazil A. R. Machado KF234542 KF226688 KF254925
Neoscytalidium CBS122072 Adansonia gibbosa Australia D. Pavlic EF585535 EF585581 —
novaehollandiae
Ne.novaehollandiae CBS122610 Acacia synchronicia Australia D. Pavlic EF585536  EF585578 —
Spencermartinsia CBS117009 Vitis vinifera Spain J. Luque/S. Martos  AY905554 AY905559 EU673104
viticola

*Ex-type cultures obtained in this study. Sequence numbers in bold were obtained in the present study. Abbreviations:
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2.4 Morphological and cultural characterization

The width and length of the conidia of all species of Lasiodiplodia identified in
this study were measured. Ex-holotype isolates CMM1325 and CMM 1277 of two new
species L. caatingensis and L. pontae, respectively, were measured in terms of the
paraphyses and conidial cells in the same manner as the other isolates.

Fungal isolates were grown in sterile Petri plates containing pine needles and PCA
medium and were incubated for 4 weeks at 25 °C with a 12 h photoperiod of near-black
light to induce pycnidium development.

The fruiting bodies were manually removed and disrupted using scalpels,
mounted on slides, stained with a drop of lactophenol and observed through a light
microscope. Thirty measurements were taken from all possible morphological traits
being displayed (conidia, paraphyses and conidial cells). The images were obtained with
a digital camera, ICc5 131 Axiocam, coupled to a microscope (Carl Zeiss AG
Imager.A2 Ltd) and an imaging device, Motic Image Plus 2.0 (Motic Group Co.).

Twenty-three Lasiodiplodia isolates that had been sequenced were used in this
study (Table 1). The incubation temperatures tested were 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and
40 °C, with 12 h of exposure to a fluorescent white light. An agar plug of 3 mm
diameter mycelium + PDA of each isolate taken from the edge of a 5-day-old colony
was transferred into the centre of a 90 mm Petri plate containing PDA. The experiment
was conducted in a completely randomized design with five replications of isolate and
temperature treatments. Each plate was used as an experimental unit. The data were the
diameter of a colony measured in two perpendicular directions on a daily basis for three
consecutive days.

The data obtained from the colony diameters at 25 °C were used to estimate the
mycelium growth rate (mm day™), and the maximum growth was reached on the third
day. The mean values were analysed through analysis of variance (ANOVA),
comparing the means using the Scott—Knott test at a = 0.05 confidence level in the
statistical program SISVAR v. 5.3 (Analytical Software). To measure the optimal
growth temperature for each isolate, the average growths were plotted on a curve fitted

to asquare polynomial regression (y = a + bx + cx?) using SISVAR v. 5.3.
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2.5 Pathogenic characterization

2.5.1 Pathogenicity on fruits

The 23 Lasiodiplodia isolates that had been sequenced were inoculated into
mango fruit cultivar Tommy Atkins. The fruits were surface sterilized by immersion in
1.2% sodium hypochlorite for 5 min and rinsed in sterile distilled water prior to
inoculation.

The method of inoculation and incubation was from Marques et al. (2013). After
drying, the fruits were placed into sterile plastic trays, with the bottom covered with
four layers of sterile moistened paper towels. To avoid direct contact of the fruits with
moist towels, each fruit was placed in one side of a Petri plate. The fruits were softly
wounded in the middle region with the tip of three sterile pins to a 3 mm depth prior to
placing a 3 mm agar plug containing mycelium grown on PDA of the isolate to be
tested. Noncolonized agar discs were used as control treatments.

The plastic trays were arranged side by side and kept sealed for 48 h to maintain
humidity near saturation, at 25 _ 2 °C, with a 12 h photoperiod using white fluorescent
light. After this period, the moist chamber was removed from the trays, the paper towels
were not dampened, and the fruits remained in the incubation room under the conditions
mentioned above for 10 days.

The isolates were considered to be pathogenic when the injured area reached >5
mm in diameter. The virulence of the isolates was assessed daily by measuring the
length of the lesion in two perpendicular directions on each fruit until the seventh day.
These data were used for calculating the lesion size (mm) and the growth rate (mm
day_1) of each isolate.

The experiment was conducted in a completely randomized design with six
replications per isolate and one fruit per replication. The mean values were analysed
using analysis of variance, comparing the means using the Scott—Knott test at a = 0.05

confidence level in SISVAR v. 5.3.

2.5.2 Pathogenicity on tropical fruit plants

The pathogenicity of all 23 sequenced Lasiodiplodia isolates to cashew trees,

yellow mombin (Spondias mombin) and soursop were evaluated. Six-month-old cashew
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seedlings (genotypes CCP 76), soursop and yellow mombin were used in the trials.
These were grown in polyethylene bags with a substrate of sand base:manure (3:1),
maintained in a greenhouse, and watered daily.

All tested isolates were grown for 5 days on PDA in plates incubated at 25 £ 2 °C
under a 12 h photoperiod using white fluorescent light. The inoculation method used
(Lima et al., 2013) consisted of making a 2 mm diameter hole in the stem of the plant at
approximately 15 cm from the bottom with an electric drill. Then, a 2 mm diameter agar
plug containing mycelium grown on PDA was introduced into the hole, placing it in
contact with the vascular system of the plant. The hole was covered with petroleum jelly
and sealed with Parafilm. In the control treatment, the plants were drilled and inoculated
with PDA medium agar plugs only. The inoculated plants were evaluated 15 days after
inoculation. The evaluation consisted of cutting a longitudinal section using a
switchblade and measuring the tissue vascular injury using a digital caliper calibrated
for mm.

The presence of gum exudates at the inoculation site was also evaluated. Infected
pieces of the lesion area were transferred to PDA plates to reisolate the pathogen. The
experiment was conducted in a completely randomized design with six replications per
isolate and one fruit per replication. The mean values were analysed through analysis of
variance (ANOVA), comparing the means using the Scott—Knott test at a = 0.05
confidence level in SISVAR v. 5.3.

3 Results

3.1 Phylogenetic analyses and DNA sequencing

A total 102 isolates of Lasiodiplodia spp. were obtained from perennial tropical
fruit plants in northeastern Brazil, which were identified on the basis of conidial
morphology and DNA sequencing, followed by phylogenetic analysis. All 102 isolates
were sequenced for the TEF1-a gene region for an indication of possible identity of each
isolate. The TEFI1-a sequences obtained were compared through Bayesian analyses
prior to sequencing of other regions (data not shown). Subsequently, isolates of each
putative species were selected (23 isolates in total) for the sequencing of ITS and b-tub

regions.
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PCR amplifications for ITS, TEF1-o and B-tub were approximately 580, 307 and
414 bp, respectively. Sequences of ex-type isolates of various Lasiodiplodia species
from GenBank were included in the analysis, together with isolates obtained in this
study (Table 1). The combined analyses of the ITS, TEF1-a and B-tub dataset included
87 taxa and contained 1251 characters, of which 218 were parsimony-informative, 323
were variable and 899 were conserved.

From the phylogenetic analysis, it was possible to identify two clades of
Neoscytalidium, one clade of Macrophomina phaseolina, one clade consisting of
Spencemartinsia viticola and 27 well-supported clades representing species of

Lasiodiplodia. The consensus tree generated with Bayesian analyses is shown in Figure

1.
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Lasiodiplodia caatinguensis IBL271
Lasiodiplodia caatinguensis 1BL352

Lasiodiplodia caatinguensis IBL366

Lasiodiplodia caatinguensis IBL381

Lasiodiplodia caatinguensis IBL40
Lastodtglndta caatinguensis 1BL442

Lasiodiplodia caatinguensis IBL04

Lasiodiplodia exigua BL104

**Lasiodiplodia exigua BL184

Lasiodiplodia americana CERC1961

! Lasiodiplodia americana CERC1960
Lasiodiplodia mahajangana CMW27801

! Lasiodiplodia mahajangana CMW27820

Lasiodiplodia gilanensis IRAN1501C

Lasiodiplodia gilanensis IRAN1523C

** Lasiodiplodia missouriana UCD2193MO
Lasiodiplodia missouriana UCD2199MO

Lasiodiplodia plurivora STEU5803

Lasiodiplodia iraniensis IRAN1517C

*Lasiodiplodia iraniensis IRAN1519C

Lasiodiplodia jatrophicola CMM3610
Lasiodiplodia vificola UICD2%53AR

! Lasiodiplodia viticola UCD2604MO
! Lasiodiplodia theobromae 1BL404
Lasiodiplodia theobromae CMW28571
Lasiodiplodia theobromae 1BL405
welr Lasiodiplodia theobromae CMM3654
"Nt Lasiodiplodia theobromae CMM3831
Lasiodiplodia theobromae CMW9074
Lasiodiplodia theobromae CMM3612
bss Lasiodiplodia theobromae CMM3647
Lasiodiplodia theobromae CBS111530
Lasiodiplodia theobromae 1BL340
Lasiodiplodia theobromae IBL375
“ Lasiodiplodia brasiliense IBL415
2 Lasiodiplodia brasiliense CMM4015
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Figure 1 Multilocus phylogenetic tree inferred from Bayesian analysis based on the combined sequences of
the ITS, TEF-1a and B-tub gene regions. Bayesian posterior probabilities are indicated above the nodes. The
tree was rooted to Spencermartinsia viticola CBS117009. The species in this study are highlighted in bold.
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The Lasiodiplodia isolates reported in this study and associated with tropical
fruits were grouped into six different clades supported by Bayesian inference analyses
as follows: L. brasiliense (IBL344, IBL348, IBL415), L. euphorbicola (IBL327,
IBL329), L. theobromae sensu stricto (IBL340, IBL375, IBL404, IBL405), L.
pseudotheobromae
(IBL134, IBL201, IBL241, IBL266) and the two newly named clades L. pontae
(CMM1277, IBL14, IBL18) and L. caatinguensis (CMM1325, IBL04, IBL40, IBL271,
IBL352, IBL381, IBL442), herein described as two new species of Lasiodiplodia. The

spatial distribution of these isolates is reported in Figure 2.
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Figure 2 Geographical origin of Lasiodiplodia species identified by sequencing and alignment
of three gene regions (ITS, TEF1-a and B-tub) associated with perennial tropical fruit plants in
northeastern Brazil.
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3.2 Morphological and cultural characterization

None of the isolates of Lasiodiplodia identified in this study through
morphological and phylogenetic analyses had developed their sexual stage in the
observations in the field and in laboratory conditions. As for the asexual stage, all
species produced conidia in stromatic pycnidia in a PCA medium amended with pine
needles upon exposure to direct near-black light with a photoperiod of 12 h for 4 weeks
of incubation. All species exhibited the typical features of the genus, such as hyaline
conidia when immature, and brown with 1-septum thick walls and longitudinal
striations when mature. The characterization of conidial structures compared to

holotypes of each species reported in the literature is shown in Table 2.

Table 2 Comparison of morphological characteristics of Lasiodiplodia species examined in this study with
previous studies

Conidia length (L) x width

Species W) Paraphyses (um) Comdlo(gerrrllc))us cells Reference
Size (um) LW H
L. brasiliense 227292 x 11.7— 1.8 — — Netto et al.
17.0 (2014)
20.3-27.4 x 10.4— 1.85 — — This study
14.7
L. caatinguensis sp. 13-20.2 x 10.1-12.6 1.75  31.1-60.2 x 2.1-5.0 7.2-14.6 x2.2-5.8 This study
nov.
L. euphorbicola 15-23 x 9-12 — 76 x 2—4 5-15x3—4 Machado et al.
(2014a)
15.1-225x8.6-13.7  1.70 — — This study
L.pseudotheobromae 26-31 x 13-16 1.7 58 x3—4 — Alves et al.
(2008)
20.8-32.5x 11.1-18.5  1.79 — — This study
L. pontae sp. nov. 16.3-26.4 x 9.6-15 1.74 19.2463x2.4-3.1 5.8-15.7x3.1-54 This study
L. theobromae 19.7-26.7 x 10.9— 1.69 — — This study

15.3

23-31 x 13-15.5 — 45 x2 5-11 x2—4 Machado et al.
(2014a)

21-31 x 13-15.5 — 58 x3—4 — Alves et al.
(2008)

As to mycelial growth under different temperatures (Table 3), except for L.

euphorbicola and L. caatinguensis, which only grew above 15 °C, all others grew at

10 °C and above. Only L. caatinguensis showed low mycelium development at 40 °C

(2.94 mm). The ideal temperature for the maximum growth of species L. theobromae,



53

L. pseudotheobromae, L. pontae and L. euphorbicola was approximately 24 °C, with a
growth rate of 30.41, 27.93, 31.96 and 26.86 mm day-1, respectively, while L.
caatinguensis and L. brasiliense reached maximum growth at approximately 26 °C,
with growth rates of 27.48 and 29.52 mm day™, respectively, by the third day of

incubation.

Table 3 Optimum temperature for mycelial growth and mycelia growth rate at 25 °C of
Lasiodiplodia species associated with dieback and stem-end rot in several tropical fruit from the
northeast of Brazil

Isolate Optimum temp.” Maximum growth at Growth rate

(°C) optimum temp. (mm)” (mm/day)*
L. brasiliense 26.2 90.0 a’ 295a
L. caatinguensis sp. nov. 26.2 90.0 a 274 a
L. euphorbicola 23.8 62.2b 26.8 a
L. pontae sp. nov. 239 74.1 a 319a
L. pseudotheobromae 23.8 86.7 a 279 a
L. theobromae 242 859a 304 a

*Temperature in which the pathogen reached maximum growth.

®Maximum mycelial growth on the third day of incubation at optimum temperature.

‘Growth rate at 25 °C.

YValues within columns followed by the same letter do not differ significantly according to Scott—
Knott test at a = 0.05.

3.3 Taxonomy

L. caatinguensis 1. B. L. Coutinho, F. C. O Freire, C. S. Lima & J. E. Cardoso, sp.
nov. (Fig. 3).

MycoBank — MB815122

Etymology: This designation refers to the predominant Caatinga biome in
northeastern Brazil where this fungus was first reported.

Sexual morph: not observed. Asexual morph: Conidiomata pycnidial, stromatic
produced in pine needles embedded in BCA grown for 4 weeks and covered by greyish
brown mycelium. Paraphyses branched, hyaline, smooth, long, seemingly coenocytic
with a rounded apex, with dimensions of length and width 31.1-60.2 x 2.1-5.0 pm.
Conidiophore absent. Conidiogenous cells hyaline, short, discrete, smooth thin-walled,
with dimensions of length and width 7.2—-14.6 x 2.2-5.8 um. Conidia hyaline at a young
stage are thick-walled and ovoid to ellipsoids with a round and slightly tapered apex,

continuing with the same form when mature, with a dark brown colour with
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longitudinal striations and one single septum. Dimensions: 13-20.2 x 10.1-12.5 pm
(mean = 18.15 x 11.78+1.38+0.59; L:W = 1.54, n = 50).

Cultural characteristics: Produces an abundant aerial cottony mycelium mat when
grown on PDA for 3 days, reaching 90 mm diameter. Its colour is initially greyish to
whitish, becoming completely grey. It produces a reddish pigment at 35 °C, has a
minimal temperature of 15 °C, and an optimal temperature of 26.2 °C, reaching a
maximum growth rate of 27.4 mm/day at 25 °C. It was the only species able to continue
growing at 40 °C. In other culture media at 25 °C, the growth rate is 23.3 mm/day, the
mycelium measuring 63.1 mm diameter (in a 90 mm plate) after 3 days’ incubation.

Habitat: On trunk canker of Citrus sinensis with necrotic lesions that were
apparently dry.

Known geographic distribution: Ceard and Piaui States, Brazil.

Specimens examined: Brazil, Itarema, Ceard., trunk canker of C. sinensis, October
of 2013, I. B. L. Coutinho & J. S. Lima, holotype VIC42498, dried on pine needles,
culture ex-holotype CMM1325, NCBI GenBank access codes KT008006 (TEFI-a),
KT154760 (ITS), KT154767 (B-tub).

Other specimens examined: Branches and trunks of Anacardium occidentale
collected in Pio IX (IBL271) 6°50'52"S, 40°35'01"W in the State of Piaui; Marco
(IBL352) 3°07'28"S, 40°08'56"W and Aracati (IBL04) 4°33'46"S, 37°46'09"W in the
State of Ceard collected by J. S. Lima and J. E. Cardoso. Branches and trunks of
Spondias purpurea in Sao Gongalo do Amarante (IBL381) 3°36"26"S, 38°58'14"W; S.
lutea in Itapipoca (IBL442) in Eusébio (IBL40) 3°29'38"S, 39°34'37"W located in the
State of Ceard, Brazil, and collected by I. B. L. Coutinho and J. S. Lima.

Notes: Lasiodiplodia caatingensis form a clade supported by posterior probability
score of 0.1 (Fig. 1). Lasiodiplodia caatingensis is phylogenetically close to L. exigua,
differentiating by 5 nucleotides in the ITS at positions 106 to 110, and 11 nucleotides in
the TEFI-o region at positions 589, 605, 606 and 607-614 in the concatenated
alignment. Lasiodiplodia caatinguensis morphologically resembles L. exigua (19.6—
24.3 x 10.8—13.3), but differs in its shorter conidia (13—-2 x 10—1 um). This species can
reliably be differentiated from L. exigua and other closest species by using TEFI-o

phylogenetic analysis.
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Lasiodiplodia pontae F. C. O Freire, 1. B. L Coutinho, C. S. Lima & J. E. Cardoso,
sp. nov. (Fig. 3)

MycoBank — MB815121

Etymology: Named in memoriam of Professor José Julio da Ponte Filho for the
important role he played in Brazilian plant pathology.

Sexual morph: not observed. Asexual morph: Conidiomata pycnidial, stromatic
produced in pine needles embedded in BCA grown for 4 weeks, covered with a very
dark mycelial mat. When grown on PDA medium, they form within 8 weeks, initially
immersed in the medium, isolated or aggregated; by the time they develop, they become
superficial to the medium as a means to produce soft mucilage that later becomes hard
and black. Internally, the pycnidia are multiloculated with a thick, dark granular wall.
Paraphyses branched, hyaline, smooth, long, seemingly coenocytic with rounded apex,
and dimensions of length and width of 19.2-46.3 x 2.4 —3.1 um. Conidiophores absent.
Conidiogenous cells hyaline, short, wrinkled, cylindrical, slightly swollen at the apex of
their tips where holoblastic conidia are formed, with dimensions of length and width of
5.8-15.7 x 3.1-5.4 um. Conidia aseptate when young, hyaline, ellipsoid to ovoid; when
ripe they remain the same size, brown, with a septum, the presence of longitudinal
striations with dark, thick walls. Size: 16.4-26.46 x 9.6-15 pm (mean 21+1.8 X
12.1£0.9 uym., L:W = 1.74, n = 50).

Cultural characteristics: flattened mycelial mat, cottony, initially white brownish,
later becoming dark brown. In PDA, they produce a reddish pink pigment at a
temperature of 35 °C with an optimal growth temperature of 23.9 °C, 74.10 mm
maximum mycelial growth on the third day, and a growth rate of 31.9 mm/day.

Habitat: Necrotic cankers in branches and trunks of Spondias purpurea.

Known geographic distribution: Piaui and Rio Grande do Norte States, Brazil.

Specimens examined: Brazil, Pio IX (6°50'52"S, 40°35'01"W), Piaui, Necrotic
canker on S. purpurea, October 2009, J. S. Lima & F. C. O. Freire, holotype VIC42947,
dried on pine needles, culture ex-holotype CMM1277, NCBI GenBank access codes
KT151791 (TEF1-a), KT151794 (ITS), KT151797 (B-tub).

Other specimens examined: Necrotic cankers in branches and trunks of cashew in
the village Pio-IX (IBL14) 6°50'52"S, 40°35'01"W in the state of Piaui and in the city
of Mossoro (IBL18) 5°11'17"S, 37°20'39"W in the state of Rio Grande do Norte in

commercial orchards, collected by J. S. Lima and F. C. O. Freire.
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Notes: L. pontae form a clade supported by posterior probability score of 0.99
(Fig. 1). The closest species phylogenetically was the species L. crassispora, differing
by 89 nucleotides in concatenated alignment, in which 40 were distinct in the ITS
region, 19 in the TEFI-a region and 21 in the S-tub region. Morphologically, L. pontae
has smaller conidia (16-26 x 9.6—15) compared to L. crassispora (27-30 x 14—17) and
resembles L. parva (16-23.5 x 10.5-13) and L. euphorbicola (15-2 x 9—-12), but with
slightly longer conidia. This species can reliably be differentiated from L. crassispora

and other closest species by using TEFI-a and f-tub phylogenetic analysis.

Figure 3 (a) Lasiodiplodia caatinguensis sp. nov. strain CMM1325. (b) Lasiodiplodia pontae
sp. nov. strain CMM1277. A1, B1, colony morphology after 15 days of growth at 25 °C in PDA.
A2, B2, reddish pink pigment produced at 35 °C. A3, B3, pycnidia formed in PDA under Pinus
needles after 4 weeks. A4, B4, section of conidioma. A5, BS5, conidia developing on
conidiogenous cells. A6, B6, branched paraphyses. A7, B7, immature conidia. A8, BS, mature
conidia. Scale bars A4, B4 =20 Im; A5, BS =5 Im; A6—A8, B6-B8 =10 Im.
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3.4 Pathogenic characterization

3.4.1 Pathogenicity on mango fruits

All 23 isolates of Lasiodiplodia inoculated into mango fruits developed an
abundant dark grey mycelial mat after 4 days, causing necrotic round lesions on the
epidermis that evolved to soft rot after the seventh day of incubation. Lasiodiplodia
pontae caused the largest necrotic lesions (30.3 mm), though not significantly different
from L. brasiliense, L. caatinguensis and L. theobromae, which caused injuries with an
average diameter of 26.33 mm (Fig. 4). Lasiodiplodia euphorbicola and L.
pseudotheobromae were less harmful to mango fruits and did not differ from each other,
causing minor injuries, with an average diameter of 15.55 mm. However, L.
pseudotheobromae showed the slowest growth rate (14.1 mm/day), differing from all

other species that showed 18.7 mm/day growth rate on average.

3.4.2 Pathogenicity on cashew, soursop and yellow mombin plants

In cashew seedlings, all of the Lasiodiplodia species produced necrotic lesions,
cankers, and gum exudations 15 days after inoculation. The species L. brasiliense (50.3
mm), L. caatinguensis (46 mm) and L. theobromae (45 mm) caused the largest necrotic
lesions. The other species produced injuries with an average length of 37.5 mm, which
were not significantly different from each other (Fig. 4). During this period, isolates of
L. brasiliense, L. pseudotheobromae and L. theobromae developed gum exudation in
80% of the inoculated plants (data not shown).

Similar to cashew, all of the isolates inoculated into soursop produced necrotic
cankers, gum exudation and plant death, with L. brasiliensis (62.5 mm), L.
euphorbicola (56.6 mm) and L. pontae (57 mm) causing the largest lesion sizes,
although not significantly different from each other. In comparison, L. caatinguensis
produced smaller lesions (36.8 mm). Lasiodiplodia pseudotheobromae and L.
theobromae caused minor injuries, with an average of 23.8 mm, and were not
significantly different from each other (Fig. 4).

All of the isolates were able to cause disease in the seedlings of yellow mombin

45 days after inoculation, presenting gum exudation on necrotic lesions and cankers,
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and some became dry and dead. Lasiodiplodia brasiliense (32.1 mm), L. caatinguensis
(32.6 mm), L. pontae (19 mm) and L. theobromae (20.7 mm) led to larger lesions, but
were not significantly different from one another, followed by L. pseudotheobromae
and L. euphorbicola, which caused minor injuries but were not significantly different

from one another (Fig. 4).
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Figure 4 Mean lesion length (mm) caused by six Lasiodiplodia species associated with dieback and stem-end
rot in several tropical fruit from the northeast of Brazil: 4 days after inoculation with mycelium-colonized
agar plugs onto wounded fruits of mango cultivar Tommy Atkins, and 15 days after inoculation with
mycelium-colonized agar plugs onto wounded seedlings of cashew, soursop and Spondias sp. Bars above
columns are the standard error of the mean. For each host, columns with the same letter do not differ
significantly according to Scott—Knott test at a = 0.05.

4 Discussion

This is the first study of Lasiodiplodia species associated with the plants cashew,
hog plum (Spondias purpurea and S. lutea), tamarind (Tamarindus indica), coconut
(Cocos nucifera), orange (Citrus sinensis) and Annona sp. from northeastern Brazil. It
was supported by data based on morphological characterizations, pathogenicity and
phylogenetic analysis based on three gene regions (ITS, TEFI-o and f-tub). Survey
searching for plants showing gummosis and/or dieback most frequently identified
diseased cashew plants, indicating the impact of Lasiodiplodia on this crop. Spondias
species, with a lower frequency of disease, were commonly grown in areas surrounding
orchards and the backyards of houses, thus acting as alternative host plants and a

reservoir for Lasiodiplodia species.
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Based on phylogeny, 27 Lasiodiplodia clades were formed, two of which were not
grouped into species previously reported in the literature; therefore, they are described
here as new species (Fig. 1). Six species of Lasiodiplodia associated with various
tropical fruits in northeastern Brazil were identified as follows: Lasiodiplodia
brasiliense M. S. B. Netto, M. W. Marques & A. J. L. Phillips; L. theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl, L. pseudotheobromae A. J. L. Phillips, A. Alves & Crous; L
euphorbicola A. R. Machado & O. L. Pereira; L. caatinguensis sp. nov. and L. pontae
sp. nov. With the exception of L. pseudotheobromae and L. theobromae, all of the
others that were identified in this study have only been reported in Brazilian crops
(Correia et al., 2013, 2016; Marques et al., 2013; Machado et al., 2014a,b; Netto et al.,
2014).

Twenty-six species of Lasiodiplodia have been described in the world, but only
eight of them have been associated with Brazilian hosts: L. iraniensis in M. indica in the
state of Pernambuco (Marques et al., 2013.), L. hormozganensis in C. papaya and Vitis
vinifera in the state of Pernambuco (Marques et al., 2013; Netto et al., 2014; Correia et
al., 2016), L. egyptiacae in M. indica and V. vinifera in the state of Pernambuco
(Marques et al., 2013; Correia et al., 2016) and J. curcas in the state of Minas Gerais
(Machado et al., 2014a), L. crassispora in M. indica and V. vinifera in the state of
Pernambuco (Marques et al., 2013; Correia et al., 2016), L. parva in V. vinifera (Correia
et al., 2013), and L. jatrophicola, L. subglobosa and L. macrospora in J. curcas in the
state of Minas Gerais (Machado et al., 2014a); nevertheless, none of these species were
identified in this study, which probably implies an association with geographic origin
and/or host species. Additional studies are needed to investigate this group of pathogens
in different unexploited biomes in Brazil.

Studies on the Botryosphaeriaceae family, dealing with the phylogenetic traits and
morphology of isolates associated with various hosts, have increased in recent years,
enabling the identification of taxons at the genus level and of cryptic species around the
world (Phillips et al.,, 2013; Linaldeddu et al., 2015). It should be noted that to date,
except for the state of Pernambuco, only L. theobromae has been associated with
dieback, gummosis and dry rot of tropical fruits in northeastern Brazil, mostly in Ceard
state (Freire et al., 2002, 2011; Lima et al., 2013). Although these studies were based
solely on morphological and pathogenicity data, a great pathogenic variability was

observed among isolates from different locations and hosts, which concurs with the
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findings of higher species diversity than observed in the past. The newly described L.
caatinguensis sp. nov. was the most frequent species in the present study, comprising
30.4% of isolates, and was associated with cashew plants, hog plum (S. purpurea and S.
lutea) and orange in the states of Ceard and Piaui. This was among the most aggressive
species upon inoculation in different hosts. This species was found to be
phylogenetically close to L. exigua isolated from vine branches in North Africa, as
described by Linaldeddu et al. (2015); however, it can easily be distinguished as having
larger conidia than others and having 11 different nucleotides in the TEF'[-a region and
5 nucleotides in the ITS. As for pathogenicity, when inoculated into mango fruits and
seedlings of Spondias sp., it showed no difference in severity from L. brasiliense, L.
pontae and L. theobromae; however, it exhibited more aggressiveness than L.
euphorbicola and L. pseudotheobromae, which were statistically equal in severity. In
cashew seedlings, L. caatinguensis was among the most aggressive species, equal to L.
brasiliense and L. theobromae. However, in soursop seedlings, this species was not the
most aggressive, causing injuries significantly less severe than L. brasiliense, L.
euphorbicola and L. pontae.

Lasiodiplodia theobromae was the second most common species, with 17.4% of
the isolates in this study, and was associated with dieback symptoms in hog plum (S.
purpurea), pitomba (7. esculenta) and cashew in the states of Ceard and Piaui,
indicating its polyphagous ability. In all of the studies conducted in Brazil involving
gene sequencing, this species was detected as the most common, but not the most
virulent (Correia et al., 2013, 2016; Marques et al., 2013; Machado et al., 2014a,b;
Netto et al., 2014). Phylogenetic studies indicated that, as well as the aforementioned
phenomenon, there is low posterior probability support between the internal branches of
the L. theobromae clade, indicating a large intraspecific diversity in this species (Pavlic
et al., 2004; Begoude et al., 2010; Ismail er al., 2012; Marques et al.,, 2013). After
several phylogenetic studies of L. theobromae sensu lato, from 2004 to the present day,
including sampled plants and areas previously unexplored, it was shown how this
morphological species is complex, harbouring several cryptic species with various hosts
in different geographical locations (Pavlic et al., 2004, 2008; Burgess et al., 2006;
Damm et al., 2007; Alves et al., 2008; Zhao et al., 2010; Abdollahzadeh et al., 2010;
Ismail ef al., 2012; Linaldeddu et al., 2015).
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Lasiodiplodia pseudotheobromae occurred at the same frequency as L.
theobromae, with 17.4% of isolates, taken from branches and stems showing dieback
and necrosis in hog plum, tamarind and cashew. Described by Alves et al. (2008) as
being associated with the Acacia, Citrus, Coffea, Gmelina and Rosa species, this species
has been reported in Brazil to cause stalk rot of fruits of papaya and mango, dieback of
J. curcas, Vitis vinifera and Manihot esculenta (Marques et al., 2013; Machado et al.,
2014a,b; Netto et al., 2014; Correia et al., 2016). Since its description, this species has
been identified around the world as being associated with numerous hosts
(Abdollahzadeh et al., 2010; Begoude et al., 2010; Zhao et al., 2010; Sakalidis et al.,
2011; Ismail et al., 2012), which highlights its increasing dissemination, distribution
and wide host range, similar to L. theobromae. With respect to pathogenicity compared
to other species, L. pseudotheobromae isolates examined in this study were less
aggressive when inoculated into mango fruit, corroborating the results of Marques et al.
(2013), Netto et al. (2014) and Correia et al. (2016) in mango fruits, papaya and young
branches of grape, respectively, as well as in cashew seedlings, yellow mombin and
soursop; this is the first report on these hosts. However, this species was highly virulent
in mango fruits in Australia (Sakalidis et al., 2011), in M. indica seedlings in Egypt
(Ismail et al., 2012) and in young trees of Terminalia catappa in Cameroon (Begoude et
al., 2010), indicating that this species has a wide variability in virulence and that
Brazilian isolates obtained here probably represent a population with low virulence.

Another new species described in this study called L. pontae sp. nov. was isolated
from S. purpurea and A. occidentale plants, forming a well-supported phylogenetic
clade by Bayesian inference. This species was virulent in all of the inoculated hosts,
showing less virulence only in cashew seedlings. Lasiodiplodia euphorbicola = L.
marypalme, synonymized by Correia et al. (2016), found in this study associated with
sweetsop trees and coconut, has recently been described in Brazil in J. curcas plants by
Machado et al. (2014a) in the region of Minas Gerais and Espirito Santo and has
already been reported in the northeast as being associated with grape plants (Correia et
al., 2016) and fruits of papaya (Netto et al., 2014).

Lasiodiplodia brasiliense was isolated from the sapodilla tree (M. zapota),
mango and hog plum (S. purpurea). It proved to be pathogenic in mango fruits, cashew
seedlings, soursop and Spondisa sp. In mango fruits and Spondias seedlings, there was

no difference in the virulence of L. caatinguensis, L. pontae and L. theobromae, which
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showed greater virulence than L. euphorbicola and L. pseudotheobromae. In cashew
seedlings, L. brasiliense did not differ in virulence from L. caatinguensis and L.
theobromae. In soursop seedlings they were also among the most virulent, together with
L. pontae and L. euphorbicola. Lasiodiplodia brasiliense was described and first
reported in Brazil as causing stalk rot in papaya fruit (Netto et al., 2014) and was
subsequently associated with dieback of grape vines (Correia et al., 2016). In both
studies, it was reported as being quite aggressive, and its occurrence is still restricted to
the Brazilian territory. As to its pathogenicity, when inoculated into papaya fruits and
young grape branches, there was no difference in virulence between L.
pseudotheobromae and L. theobromae on papaya fruit (Netto et al., 2014) but it was the
most virulent in vine, standing out from other inoculated species (Correia et al., 2016).
In recent years, many studies have been developed to establish a parallel
between molecular data and cultural characteristics, such as size, shape and septation of
paraphyses, conidia, and conidiogenous cell growth and pigment production in different
culture media at different temperatures, for the differentiation among Lasiodiplodia
species (Pavlic et al., 2004, 2008; Burgess et al., 2006; Damm et al., 2007; Alves et al.,
2008; Abdollahzadeh er al., 2010; Begoude et al., 2010; Ismail et al., 2012; Urbez-
Torres et al., 2012; Marques et al., 2013; Netto et al., 2014; Linaldeddu et al., 2015;
Correia et al., 2016). For the cultural characteristics of the Lasiodiplodia species in the
present study, they all grew above 10 °C except for L. caatinguensis and L.
euphorbicola, which only grew above 15 °C, and no species was able to grow at 40 °C.
In general, the optimum temperature for growth of these species ranges from 25 to 30
°C. Except for L. caatinguensis, these cultural characteristics resemble some studies that
have found that all of these species are able to grow at 10 °C (Abdollahzadeh et al.,
2010; Marques et al., 2013, Netto et al., 2014; Correia et al., 2016); however, Alves et
al. (2008) and Ismail ef al. (2012) noted that only L. pseudotheobromae grew at this
temperature. All species, except L. euphorbicola, produced a reddish pink pigment at
temperatures of 35 °C, as reported by Alves et al. (2008), which showed a pigment in L.
pseudotheobromae but not L. theobromae. Abdollahzadeh et al. (2010) reported
pigment production in all species, including L. theobromae. There is no data in the
literature on pigment production in L. brasiliensis and L. euphorbicola. Given these
observations, it should be noted that data based on the morphophysiological parameters

of microorganisms vary according to environmental and climatic conditions.
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All of the species identified in this study were able to infect mango fruits, cashew
seedlings, soursop and Spondias spp. to various degrees of severity, indicating that the
fungus formerly known as L. theobromae is a complex of different cryptic species and
not the only one responsible for causing dieback in tropical fruits in northeastern Brazil.
The detection of these species of Lasiodiplodia on different hosts and in different
geographical locations in Brazil as well as around the world demonstrates the
polyphagous and cosmopolitan behaviour of this pathogen. Indeed it is evident that
performing complementary studies based on sequencing at least three gene regions in
the genome of cryptic Lasiodiplodia species is important in order to support reliable
species identification. Such studies are essential to support more appropriate control

measures for this group of pathogens.
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RESUMO

Anacardidceas, como o cajueiro (Anacardium occidentale) e a mangueira
(Mangifera indica) se destacam dentre as espécies frutiferas de maior distribuicdo e
expressao econdmica no Nordeste brasileiro. Com isso e pela busca por aumentos na
producdo e consequentemente com o aumento na exploragdao dessas culturas houve o
favorecimento da disseminac¢do de doencgas flingicas no Nordeste, sobretudo as causadas
por espécies de Botryosphaeriaceae. Diante disto, objetivo-se com este trabalho realizar
a caracterizacdo molecular, morfofisiolégica e patogénica de isolados dos géneros
Neofusicoccum, Neoscytalidium e Pseudofusicoccum. Plantas com sintomas de morte
descendente e cancros em caules e ramos foram amostradas e fragmentos desses tecidos
foram plaqueados em meio de cultura batata cenoura agar (BCA). A caracterizacdo
molecular foi realzada através do sequenciamento génico das regides do espacador
interno transcrito (ITS) e do fator de elongacdo 1 alpha (TEF1-a) do DNA e por meios
de inferéncias filogenéticas. A morfofisiologia dos isolados foi obtida através de
mensuracoes de conidios e do crescimento em diferentes meios de cultura e
temperaturas; e a patogenicidade dos mesmo foi averiguada através da inoculagdo em
diferentes hospedeiros. De acordocom a andlise filogenética dos isolados, suportada por
inferéncias Bayesianas, foi possivel a identificacdo de: Neofusicoccum
kwambonambiense, Neoscytalidium hyalinum e Pseudofusicoccum stromaticum em
cajueiro, caracterizando-se como um primeiro relato na cultura; Neoscytalidium
hyalinum em mangueira e N. brasiliense em goiabeira, primeiro relato nesta cultura, e
ambos considerados primeiro relato no estado do Ceard e do Piaui. Com excecdo a N.
brasiliense, que originalmente ndo possui caracterizacdo morfolégica em sua descri¢ao,
e do isolado N. kwambonambiense, que nao esporulou, os demais isolados apresentaram
conidios com dimensdes compativeis com as descrigdes originais. O isolado de N.
brasiliense identificado apresentou conidios com 21,30 x 10,18 um de comprimento e
largura, respectivamnete, evidenciando a primeira descri¢do morfoldgica da espécie na
literatura. Todos os isolados mostraram-se virulentos a frutos de manga, e a plantas
jovens de cajueiro e umbu-cajd, causando lesdes necréticas e exsudagdo de resina pelos
hospedeiros. Os isolados de Neofusicoccum mostraram-se dentre 0s mais agressivos aos

hospedeiros inoculados.
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ABSTRACT

Anacardiaceae family, as cashew (Anacardium occidentale) and mango
(Mangifera indica) stand out among the fruit species of wider distribution and economic
impact in northeastern Brazil. The search for increased production provided increases in
its exploration which favored the spread of new diseases caused by species of
Botryosphaeriaceae fungus family in the region. Thus, the aim of this study was to
characterize species of genus Neofusicoccum, Pseudofusicoccum and Neoscytalidium
using molecular, morphophysiological and pathogenic methods. Plants showing
symptoms such as dieback and stem and branch cankers were sampled and fragments of
these tissues were plated on carrot potato agar medium (CPA). Fungus identification
was carried out by morphological and molecular characterization of conidia and for the
later it was accomplished by using phylogenetic inference based on sequence alignment
and multigenic regions of the internal transcribed spacer (ITS) and elongation factor 1-a
(EF1-0) DNA in sense and antisense direction. Phylogenetic analysis of the isolated,
supported by Bayesian inferences allowed the first identifications of Neofusicoccum
kwambonambiense, Neoscytalidium hyalinum and Pseudofusicoccum stromaticum in
cashew; Neoscytalidium hyalinum in mango; and N. brasiliense in guava plants. This is
the first report of N. brasiliense in guava and all these fungus species are reported for
the first time in the Brazilian states of Ceard and Piaui. Except N. brasiliense, which
shows no morphological description in the literature, and isolated N.
kwambonambiense, all other species showed conidia within the range of previous
descriptions in the literature. The isolated N. brasiliense identified presented conidia
with 21.30 x 10.18 pm in length and width, respectivamnete, showing the first
morphological description of the species. All isolates were virulent to mango fruit and
to young cashew and yellow mombin (Spondia mombin) plants, causing necrotic lesions
and gummosis. Neofusicoccum isolates were shown the most aggressive when

inoculated into these hosts.

Key words: Anacardium occidentale; dieback; Botryosphaeriaceae; Phylogeny
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1 INTRODUCAO

A familia botanica Anarcadiaceae engloba frutiferas tropicais de grande
importancia socioecondmica para o Nordeste brasileiro (PICKEL, 2008). Dos 80 géneros
e 600 espécies presentes na familia, cerca de 13 géneros e 68 espécies ocorrem no Brasil
(BARROSO, 1991), dentre as quais o cajueiro (Anacardium occidentale) e a mangueira
(Mangifera indica) se destacam dentre como as espécies frutiferas de maior expressao,
distribuidas nos mais diversos biomas nordestinos, das extensas faixas litoraneas até as
dreas da Caatinga (GONCALVEs et al., 2016; MARQUES et al., 2013b). Diante da
grande importancia dessas culturas para a agricultura, houve um aumento na exploracao
visando proporcionar um aumento na producao, sendo inevitavel o uso de mais técnicas
como podas, métodos de propagacdo mais eficientes, o uso de reguladores de
crescimento e outros, 0S quais promovem maiores estresses as plantas e bem como um
aumento na ocorréncia, frequéncia e estabelecimento de doencas fiingicas (FREIRE,
1991; TAVARES 2002).

Dentre essas doengas, as provocadas pelos fungos da familia Botryosphaeriaceae
se destacam nesses € em outros patossistemas, por serem patdgenos que se aproveitam
de plantas fisiologicamente enfraquecidas ou submetidas a condicdes de estresse. Por
isso, essa interacdo € alvo de varios de estudos que visam a identificacio e a
caracterizacdo das espécies envolvidas na problemadtica, com o objetivo de fomentar
bases empiricas na busca de métodos especificos e eficientes para o controle dessas
enfermidades (COSTA et al., 2010; LIMA et al., 2013; MARQUES et al.,, 2013a,b;
ABDOLLAHZADEH et al. 2013; ISMAIL et al., 2012).

Por muito tempo sintomas de cancros e morte descendente em Anarcadidceas e
outras familias botanicas estavam associados apenas a espécie Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griff. & Maubl (FREIRE et al., 2011; PAVILIC et al., 2004). No
entanto, com o advento da filogenia molecular, estudos demonstram que este quadro
sintomatoldgico se encontra associados a um complexo de espécies cripticas do género
Lasiodiplodia e de outros géneros da familia Botryosphaeriaceae, nos quais se
destacam: Neofusicoccum Crous Slippers & A.J.L. Phillips 2006; Neoscytalidium Crous
& Slippers, 2006; Pseudofusicoccum Mohali, Slippers & Wingf (SAKALIDIS et al.,
2013; MARQUES et al., 2013b; MACHADO et al., 2014; BERRAF-TEBBAL et al.,
2014; GONCALVES et al., 2016).
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Fungos dessa familia caracterizam-se por serem cosmopolita e infectare todas as
partes das plantas (DENMAN et al, 2000; MACHADO et al., 2014). Quanto a
patogenicidade, ndo apresentam tanta especificidade, podendo variar dependendo do
hospedeiro. Ecologicamente, eles podem ter hdabitos saprofiticos, parasitdrios,
endofiticos e de patdgenos latentes (DENMAN et al., 2000; SAKALIDIS et al. 2013;
SLIPPERS & WINGFIELD, 2007).

Em sua fase anamorfica, os géneros Neofusicoccum, Pseudofusicoccum e
Neoscytalidium, apresentam conidios do tipo Fusicoccum, com formatos estreitos, de
elipséides a ligeiramente ovoéides, com paredes finas, os tornando morfologicamente
semelhantes (CROUS er al., 2006). Nesta fase, sdo frequentemente encontrados na
natureza, de facil isolamento, abundante crescimento micelial em determinados meios
de culturas, porém apresentam baixa esporulacdo (CROUS et al., 2006; PHILLIPS et
al., 2013). Muitas vezes, tais caracteristicas morfoldgicas sdo insuficientes para a
identificacdo tanto de géneros e sendo quase impossivel a identificacio em nivel de
espécie, sendo imprescindivel a utilizagdo de ferramentas moleculares para o alcance de
um diagnéstico preciso (PHILLIPS et al., 2013).

Com o uso do sequenciamento génico, a filogenia desses gé€neros passa por
frequentes atualizacdes devido a constante descricdo de novas espécies, bem como o
relato de novas associacOes entre patdgenos, hospedeiros e distribuicdo geogréfica
(PHILLIPS et al., 2013; SAKADILIS et al., 2013). Estudos filogenéticos indicam que o
sequenciamento de pelo menos duas regides do genoma de Neofusicoccum,
Pseudofusicoccum e Neoscytalidium sdo suficientes para delimitar suas espécies, no
qual a combinagdo de regioes do DNA ribossomal, dentre essas os Espacadores Internos
Transcritos (ITS), com regides codificadoras de proteina, dentre essas o Fator de
Elongacdo 1-alfa (TEF-1a) se destacam (MARQUES et al., 2013a; PHILLIPS et al,
2013; MACHADO et al., 2014).

Contabilizando um total de 22 espécies de Neofusicoccum (BERRAF-TEBBAL et
al., 2014), duas para Neoscytalidium e seis para Pseudofusicoccum (PHILLIPS et al.,
2013) no Brasil, a associacdo destes gé€neros a patossistemas é recente, porém se
tornando a cada vez mais frequente (LOPES et al., 2014; GONCALVES et al., 2016).
Na fase endofitica, esses fungos foram isolados em associacdo com vérias plantas
arboreas da caatinga cearense e postulados como agentes patogé€nicos em potencial

quando inoculados em frutos de manga e drvores de umbu-caja (Spondia spp.)
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(GONCALVES et al, 2016). Em sua forma patogénica foram associados a morte
descendente e podriddo peduncular de frutos de manga (MARQUES et al, 2013b);
enquanto, Neoscytalidium hyalinum foi associado a podriddo negra radicular de
tubérculos de mandioca (Manihot esculenta) MACHADO et al., 2014b) e em plantas
de pinhdo-manso (Jatrophas curcas) MACHADO et al., 2014a).

Em cajueiro e outras frutiferas tipicas da flora presente no Nordeste brasileiro, a
presenca de cancros e morte descendentes, eram associados a espécies de Lasiodiplodia,
sendo entdo caracterizadas e descritas duas novas espécies envolvidas nesses
patossistemas (COUTINHo et al., 2016). Diante da presenca de isolados com conidios
de morfologia diferente a de Lasiodilodia, objetivou-se nesse estudo realizar a
caracterizacdo molecular e patogénica dos mesmos, que foram previamente
identificados, através da morfologia, como pertencente aos géneros de conidio do tipo

Fusicoccum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de amostras e obtencao dos isolados

As amostras vegetais foram obtidas durante o periodo de julho a novembro de
2013 a partir de frutiferas tropicais que apresentavam sintomas de morte descendente e
cancros em caules e ramos.

As amostras vegetais foram oriundas dos estados do presente estudo foram dos
seguintes estados: Ceara (78 amostras), Paraiba (2 amostras), Pernambuco (6 amostras),
Piaui (16 amostras) e Rio Grande do Norte (4 amostras). No geral, 44 amostras foram
de cajueiro, 28 amostras de Spondias spp., oito amostras de mangueiras, quatro de
coqueiros, 12 de anondceas e outras nove amostras oriundas de fruteiras diversas
(mamado, tamarindo, acerola, banana, laranja, pitomba, sapoti, murici e goiaba). Destas
amostras, foram obtidos 108 isolados de Botryosphaeriaceae associados a cancro e
morte descendente de caules e ramos. Destes isolados, seis deles apresentaram conidios
morfologicamente diferentes a Lasiodiplodia spp., sendo este o principal género
associado a esta sintomatologia em fruteiras no Nordeste brasileiro, e até entdo tnico
género de Botryosphaeriaceae associado a cultura do cajueiro.

As amostras vegetais foram encaminhadas e examinadas no Laboratério de

Fitopatologia da Embrapa Agroindustria, Fortaleza, Ceard. A obtencdo dos isolados
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fungicos se deu através de isolamentos indiretos a partir de cortes oriundos dos tecidos
vegetais de cada amostra (aproximadamente 20 pedacos de 5 mm) localizados na area
de transicao do tecido sadio e doente. Posteriormente, a superficie desses tecidos foram
esterilizada com dlcool 70% (30 s), hipoclorito de sédio (2 min) e lavados duas vezes
em 4gua esterilizada. Desses cortes, cinco pedagos foram colocados em placas de Petri
(90 mm), contendo meio de cultura batata cenoura dgar (BCA), com aciculas de Pinus
esterilizadas, sob a superficie de cada meio quando solidificado. As condi¢des de
isolamento, incubagdo, repicagens e obtencdo de culturas monospdricas foram obtidas
seguindo a metodologia descrita por Coutinho et al., (2016).

ApoOs esporulagdo e verificagdes microscopicas os isolados que apresentavam
conidios de morfologia do tipo Fusicoccum foram encaminhados para a extracdo e
amplificacio de DNA. Apds estas etapas e conclusdo das andlises filogenéticas, os

isolados foram caracterizados morfofisiologicamente e quanto a sua patogenicidade.

2.2 Caracterizacao molecular

2.2.1 Extracao, amplificacio e sequenciamento de DNA

As extracoes e amplificaccoes de DNA dos isolados foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical.

Para a extracdo e amplificacdo do DNA dos isolados, utilizou-se a massa micelial
de cada isolado, obtida a partir do cultivo dos mesmos em meio de cultura liquido batata
dextrose (BD), por sete dias em erlenmeyer de 250 ml e incubados a temperatura
ambiente (25 °C a 30 °C). Apos esse periodo, a massa micelial foi retirada do meio de
cultura e posta para secar por 24h a temperatura ambiente (25 °C a 30 °C).

O protocolo de extragdo utilizado foi o proposto por Cavalcanti & Wilkinson
(2007) com modificagdes. A quantificacgdo do DNA foi determinada através da
utilizagdo de um NanoDrop® 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific),
version 1.0, sendo entdo diluido a concentragdo de 10 ng uL™" e armazenado a -20 °C.

A amplificacdo de fragmentos do DNA foi feita por Reagdo da Cadeia da
Polimerase (PCR) com um mix para uma reacao nas seguintes concentracoes: 62,5 ng
de DNA gendmico, buffer 1X, 0,2 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1 pL de cada
primer (seno e anti-senso) e 2,5 U de Taq DNA Polimerase. O volume de dgua

deionizada e esterilizada utilizado foi ajustado para rea¢des com volume final de 50 pL.
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Os primers utilizados nas reacdes de PCR foram o ITS1 e o ITS4 (White et al.,
1990) e o TEF1-688F e TEF1-1251R (Alves et al., 2008). Os produtos da PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% com Tris Borato EDTA 1X (TBE;
89 mM de Tris, 89 mM de boric acid, 2 mM EDTA), corado com brometo de etidio (5
mg mL") e visualizado em transluminador UV.

Ap6s a confirmacgdo das amplificacdes nos géis de agarose, aliqutotas de 40 pL do
produto de PCR de cada amostra (isolado) foram enviadas para a empresa Macrogen
Inc., Korea do Sul (http://www.macrogen.com) para a purificacdo e sequenciamento na

direcdo senso e antisenso do produto oriundo de cadaa par de iniciadores.
2.2.2 Analises filogenéticas

Com os eletroferogramas enviados pela Macrogen, as sequéncias contigs de cada
isolado foram visualizadas utilizando o programa Bioedit (Hall, 2012) por meio de
edi¢des na direcdo senso e antisenso de cada iniciador sequenciado. Para compor as
andlises filogenéticas, duas sequéncias ITS e TEF1-a de todas as espécies ja descritas
dos géneros Fusicoccum, Neofusicoccum, Neoscytalidium e Pseudofusicoccum foram
importadas no formato fasta do banco de dados do National Center of Biotechnological
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e uma sequéncia de Macrophomina
phaseolina foram utilizadas para enraizar a arvore filogenética gerada.

Ainda no Bioedit, utilizando a ferramenta CLUSTALW, alinhamentos das
sequéncias ITS e TEF1-a contendo as sequéncias a serem analisadas (Tabela 1), foram
obtidos separadamente. Apds esse procedimento, sequéncias geradas destes
alinhamentos foram concatenadas em um arquivo do Bioedit, na ordem ITS seguida de
TEF1-a, com o objetivo de obter um tnico alinhamento, chamado de alinhamento
multiplo de genes. Este alinhamento foi corrigido manualmente e gaps (-) foram
utilizados sempre que necessario para dados em falta.

As relacdes filogenéticas foram inferidas pelo método de inferéncia Bayesiana
(IB) utilizando o método de Cadeia de Markov de Monte Carlo, para cada gene
separado, e os modelos de substitui¢do de nucleotideos foram determinados utilizando o
programa MrMODELTEST 2.3 Posada & Buckley, 2004) de acordo com o Critério de
Informagdo Bayesiana (BIC). Apds essa aferi¢do, o alinhamento multiplo (ITS+ TEF1-
a) foi analisado utilizando o programa MrBayes v.3.1.1 (RONQUIST &


http://www.macrogen.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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HEULSENBECK, 2003) com 100 milhdes de geracdes tendo cada arvore filogenética
um espaco de amostra para executar a cada 500 geracdes.

As éarvores filogenéticas geradas foram visualizadas no programa FigTree
(RAMBAUT, 2009) e exportadas para edicdo em programas gréaficos. Sequéncias dos
isolados identificados no presente estudo (Tabela 1) foram depositadas no banco de
dados GenBank no site da NCBI e o alinhamento multiplo na plataforma TreeBASE

(http://www treebase.org/) sob o nimero 19422.
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Tabela 1. Isolados utilizados para a construgao filogenética, com seus respectivos hospedeiros, localizagdes geografica de isolamento, coletores das amostras e c6digo de acesso as
sequéncias ITS e TEF1-a no banco de dados do Genbank. Fortaleza, Ceard, 2016.

Espécie Isolado Hospedeiro Localizacao Coletor ITS TEF1-a
Fusicoccum atrovirens CMW 22682 Pterocarpus angolensis Africa J. Mehl/J. Roux FI888476 FI888457
F. atrovirens CMW 22674 Pterocarpus angolensis Africa J Mehl/J. Roux FJ888473 FI888456
F. fabicercianum CMW 24703 Eucalyptus grandis China M.J. Wingfield/X.D.Zhou HQ332195 HQ332211
F. fabicercianum CMW 27094 Eucalyptus sp. China M.J. Wingfield HQ332197 HQ332213
F. ramosum CBS122069 Eucalyptuscamaldulensis Austrdlia D. Pavlic EU144055 EU144070
Macrophomina phaseolina PD112 Prunus dulcis Austrilia D Pavlic/MJ. Wingfield GU251105 GU251237
Neofusicoccum algeriense CBS137504 Vitis vinifera Algeria A. Berraf-Tebbal KJ657702 KJ657715
N. algeriense ALG9 Vitis vinifera Algeria A. Berraf-Tebbal KJ657704 KJ657721
N. andinum CBS 117453 Eucalyptus sp. Venezuela S. Mohali AY693976 AY693977
N. andinum CBS 117452 Eucalyptus sp. Venezuela M.J. Wingfield DQ306263 DQ306264
N. arbuti CBS 116131 Arbutus menziesii UEA M. Elliott GU251152 GU251284
N. arbuti CBS 117090 Arbutus menziesii UEA M. Elliott GU251154 GU251286
N. australe CMW 6837 Acacia sp. Australia M.J. Wingfield AY339262 AY339270
N. australe CMW 6853 Sequoiadendron Austrdlia M.J. Wingfield AY339263 AY339271
N. batangarum CMW 28363 Terminalia catappa Africa D. Begoude/J. Roux FJI900607 FJ900653
N. batangarum CMW 283205 Terminalia catappa Africa D. Begoude/J. Roux FJ900608 FJ800654
N. brasiliense CMM 1269 Mangifera indica Brasil M.W. Marques JX513629 JX513609
N. brasiliense* IBL447 Psidium guajava Cruz/CE/Brasil IBL Coutinho/ JS Lima KT247455 KT247457
N. brasiliense CMM 1285 Mangifera indica Brasil M.W. Marques JX513628 JX513608
N. cordaticola CMW 13992 Syzigium cordatum Africa D. Pavlic EUS821898 EUS821868
N. cordaticola CMW 14056 Syzigium cordatum Africa D. Pavlic EUS821903 EUS821873
N. eucalyptorum CBS 115791 Eucalyptus grandis Africa H. Smith AF283686 AY236891
N. eucalyptorum CMW 10126 Eucalyptus grandis Africa H. Smith AF283687 AY236892
N. eucalypticola CMW 6217 Eucalyptus rossii Austrilia M.J. Wingfield AY 615143 AY615135
N. eucalypticola CMW 6539 Eucalyptus rossii Austrdlia M.J. Wingfield AY 615141 AY615133
N. kwambonambiense CMW 14023 Syzigium cordatum Africa D. Pavlic EU821900 EUS821870




79

Continuacao da tabelal...

- . o Genbank

Espécie Isolado Hospedeiro Localizacao Coletor ITS TEFl-o
N. kwambonambiense CMW 14140 Syzigium cordatum Africa D. Pavlic EUS821949 EUS821889
N. kwambonambiense IBL220 Anarcadium occidentale Pio IX/P1/Brasil IBL Coutinho/JS Lima KT247454 KT247456
N. luteum CMW 9076 Malus x domestica Nova Zelandia S.R. Pennycook AY 236946 AY236893
N. luteum CBS 110299 Vitis vinifera Portugal A.J.L. Phillips AY 259091 AYS573217
N. macroclavatum WAC 12445 Eucalyptus globulus Austrilia T.I. Burguess DQ093197 DQ093218
N. macroclavatum WAC 12446 Eucalyptus globulus Austrélia T.I. Burguess DQ093198 DQ093219
N. mangiferum CMW 7024 Mangifera indica Austrélia G.I. Johnson AY615185 DQ093221
N. mangiferum CMW 7797 Mangifera indica Austrélia G.I. Johnson AY 615186 DQ093220
N. mediterraneum PD 311 Olea europea Italia C. Lazzizera GU251175 GU251307
N. mediterraneum PD 312 Eucalyptus sp. Grécia M.J. Wingfield/A.J.L Phillips GU251176 GU251308
N. nonquaesitum PD 484 Umbellularia californica UEA F. P. Trouillas GU251163 GU251295
N. nonquaesitum PD 301 Vaccinum corymbosum Chile J.G. Espinoza/B.A. Latorre GU251185 GU251317
N. occulatum CBS 128008 Eucalyptus grandis Austrdlia T.I. Burgess EU7301030 EU339509
N. occulatum MUCC 296 Eucalyptus pellita Austrdlia T.I. Burgess EU301034 EU339512
N. parvum PD 106 Prunus dulcis UEA T.J. Michailides GU251139 GU251271
N. parvum CMM 1291 Mangifera indica Brasil M.W. Marques JX513633 JX513613
N. ribis CMW7054 Ribis rubrum UEA B Slippers AF241177 AY236879
N. ribis CMW 7772 Ribis sp. UEA B. Slippers/G.Hudler AY236925 AY236877
N. ursorum CBS 122811 Eucalyptus arboretum Africa H.M. Maleme FJ752746 FJ752709
N. ursorum CMW 23790 Eucalyptus arboretum Africa H.M. Maleme FJ752745 FJ75270
N. umdonicola CMW 14058 Syzigium cordatum Africa D. Pavlic EUS821934 EUS821874
N. umdonicola CMW 14060 Syzigium cordatum Africa D. Pavlic EUS821935 EUS821875
N. viticlavatum STE-U 5044 Vitis vinifera Africa F. Halleen AY343381 AY 343342
N. viticlavatum STE-U 5041 Vitis vinifera Africa F. Halleen AY343380 AY343341
N. vitifusiforme STE-U 5050 Vitis vinifera Africa J.M. Van Niekerk AY343382 AY343344
N. vitifusiforme STE-U 5252 Vitis vinifera Africa J.M. Van Niekerk AY343383 AY343343
Neoscytalidium hyalinum PD 103 Ficus carica UEA T.J. Michailides GU251106 GU251238
Ne. hyalinum WAC 13284 Mangifera indica Australia J. Ray GU172382 GU172414
Ne. hyalinum IBL89 Mangifera indica Varjota/CE/Brasil IBL Coutinho/JS Lima KT247460 KT247458
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Continuacao da tabelal...

L. . o GenBank
Espécie Isolado Hospedeiro Localizacao Coletor ITS TEFl-0

Ne. hyalinum IBL272 Anarcadium occidentale Pio IX/P1/Brasil IBL Coutinho/JS Lima KT247461 KT247459
Ne. novaehollandiae WAC 13275 Mangifera indica Austrdlia J. Ray GU172400 GU172432
Ne. novaehollandiae WAC 13303 Mangifera indica Austrdlia J. Ray GU172398 GU172430
Pseudofusicoccum WAC 13299 Mangifera indica Austrdlia J. Ray GU172404 EU144075
ardesiacum

P. ardesiacum CBS 122062 Adansonia gibbosa Austrilia D. Pavilic EU144060 GU172437
P. adansoniae CBS 122054 Eucalyptus sp. Austrélia D. Pavilic EF585532 EF585570
P. adansoniae WAC 13299 M. indica Austrélia J. Ray GU172404 GU172436
P. kimberleyense CBS 122061 F. opposita Austrélia D. Pavilic EU144059 EU144074
P. kimberleyense WAC 13293 Mangifera indica Austrélia J. Ray GU172406 GU172438
P. stromaticum CMW 13435 Eucalyptus hybrid Venezuela S. Mohali DQ436935 DQ436936
P. stromaticum CMM 3953 Mangifera indica Brasil M.W. Marques J1X464102 JX464109
P. stromaticum CMM 3961 Mangifera indica Brasil M.W. Marques 1X464103 JX464110
P. stromaticum IBL500 Anarcadium occidentale Pio IX/PI/Brasil IBL Coutinho/JS Lima KT247464 KT247462
P. stromaticum IBL36 Anarcadium occidentale Quixada/CE/Brasil IBL Coutinho/JS Lima KT247465 KT247463
P. olivaceum CMW22639 Pterocarpus angolensis Africa J Mehl & J Roux FJ888463 FJ888439
P. olivaceum CMW20881 Pterocarpus angolensis Africa J Roux FJ888459 FI888437
P. violaceum CMW22671 Pterocarpus angolensis Africa J Mehl & J Roux F1888472 FJ888441
P. violaceum CMW20436 Pterocarpus. angolensis Africa J Roux FJ888458 FJ888440

*Isolados destacados em negrito foram obtidos dos isolamentos fiingicos desse estudo. Abreviaturas: EUA: Estados Unidos da América. PI: Piaui; CE: Ceara; ITS: Espacadores
Internos Transcrito da regido do DNA ribossomal; TEF1-a: gene da da regido codificadora de proteina fator de elongacdo 1-a; GenBank: banco de dados da
NCBI (National Center for Biotechnology Information), disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.4 Caracterizacao morfofisiolégica

Para o dimensionamento da largura e comprimento dos conidios, os isolados
foram cultivados em meio BCA contendo aciculas de Pinus esterilizadas. Placas foram
incubadas, por aproximadamente de 20 a 30 dias, a 25 °C com 12 h de fotoperiodo
expostas a luz negra, até o desenvolvimento dos primeiros picnidios.

Usando agulhas esterilizadas, picnidios foram manualmente removidos e
rompidos para a montagem de laminas coradas com uma gota de lactofenol e
observados através de um microscépio de luz. Trinta medidas foram tomadas das
principais caracteristicas morfoldgicas descritas na literatura. As imagens foram obtidas
com uma camera digital, ICc5 131 Axiocam, acoplado a um microscépio (Carl Zeiss
AG Imager.A2 Ltd) e um dispositivo de imagem, Motic Imagem mais 2,0 (Motic Group
Co.).

Para a caracterizacdo das espécies quando expostas a diferentes temperaturas,
cada isolado foi cultivado em placas de Petri (90 mm) com meio BDA e mantidos
incubados a temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C, com 12 h de fotoperiodo a
uma luz branca fluorescente. Diariamente o didmetro das colOnias foi mensurado
através do crescimento micelial. Com as médias dos didmetros foram determinados o
efeito das temperaturas sob crescimento micelial dos isolados. As médias foram
submetidas a andlise de regressdo com o objetivo de determinar a temperatura 6tima de
crescimento para cada espécie.

Para caracterizagdo das espécies em crescimento em varios meios de cultura, com
excecdo para a espécie N. kwambonambiens, foram utilizados os meios de cultura:
batata dextrose dgar (BDA sintético, 39 g L"), BCA (20g de batata, 20 g de cenoura, 17
g de agar, 1 L de agua) , suco V8 (100 mL de V8, 2 g de CaCO3, 17 g de agar, 900 mL
de agua); Aveia-agar (75 g de aveia, 17 g de agar, 1 L de agua), Extrato de Malte-dgar
(MEA, 20 g de extrato de malte, 20 g de dextrose, 1 g de peptona, 20 g de Agar, 1 L de
Agua) e um meio a base de ramos de cajueiro dgar e dextrose (200g de ramos verdes de
cajueiro, 17g de dextrose, 17 g de Agar, 1 L de 4gua).

As placas foram mantidas a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. Diariamente, até o

terceiro dia de incubacgdo, o didmetro das col6nias foi mensurado em duas direcoes



82

perpendiculares. O crescimento maximo (mm) e a taxa de crescimento micelial (mm
dia™) de cada espécie foram estimados com as médias das medicdes.

Ambos experimentos in vitro foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), onde cada placa representava uma unidade experimental. Os valores
médios foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), comparandos por meio do
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Para os resultados em diferentes
meios de cultura, utilizou-se um esquema fatorial de 5 x 3 (cinco meios versus trés

espécies) para visualizar a interac@o entre os fatores.

2.5 Caracterizacao patogénica

Os seis isolados identificados neste estudo foram inoculados em frutos de manga
cv. Tommy Atkins e em caules de plantas jovens de cajueiro e umbu-caji. A
metodologia utilizada para a inoculacdo dos frutos foi descrita por Marques et al.,
(2013b) e para as plantas jovens por Lima et al., (2013) ambas conduzidas nas mesmas
condig¢des experimentais propostas por Coutinho et al., (2016).

Em frutos, o didmetro das lesdes foi medido diariamente por sete dias, com o
auxilio de um paquimetro digital, em mm. Nas plantas, a avaliacdo se deu ao 15° dia
apos a inoculacdo, no qual foram feitos cortes longitudinais e paralelos ao ponto de
inoculacdo a fim mensurar, com o auxilio de um paquimetro digital, em mm, a lesdo
necrdtica provocada por cada isolado.

As médias dos diametros das lesdes nos frutos no 4° dia e nos caules das plantas
jovens aos 15° dia apds a inoculagdo foram utilizadas na andlise estatisticas dos dados.
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
consistindo em seis repeticdes, onde cada repeti¢do foi composta por um fruto ou por
uma planta jovem de cada espécie vegetal.

Os valores médios de crescimento foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e comparados por meio do teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Os
valores do progresso da doenca em frutos de manga foram plotados em equagdes de

regressao ndo lineares a fim de verificar o comportamento.

3 RESULTADOS
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3.1 Caracterizacio molecular

Um total de seis isolados foram sequenciados para as regides ITS (ITS1/ITS4) e
TEF-1a (EF1-688F/EF1-1251R). O alinhamento concatenado foi obtido das sequéncias
ITS e TEF-1la dos isolados nesse estudo e das sequéncias de isolados ex-tipo de
espécies de Botryosphaeriaceae retiradas do Genbank (Tabela 1). A 4rvore filogenética
gerada (Figura 1) foi inferida por andlise Bayesiana (IB) utilizando os modelos do
Critério de Informac¢do Bayesiana (BIC): TrNef+G para a regido ITS e K80+G para a
regido TEF-1a.

O alinhamento concatenado, que foi depositado no TreeBASE sob a numeracao
19422, foi composto por 74 taxons, onde sequéncias ITS foram do nucleotideo 1 ao 382
e TEF-1a do 383 ao 674, contabilizando um total de 382 e 291 pares de base (pb) para
cada gene, respectivamente. Logo, dos 674 caracteres presentes no alinhamento
concatenado, 402 deles mostraram-se conservados, 258 varidveis e 234 parcimOnia
informativos.

A arvore filogenética (Figura 1) foi composta por 74 taxons, compondo 22 clados
com espécies de Neofusicoccum, seis clados com espécies de Pseudofusicoccum, dois
clados com espécies de Neoscytalidium, trés clados com espécies de Fusicoccum e um
clado com Macrophomina phaseolina. Os isolados identificados nesse estudo se
agruparam: com a espécie N. kwambonambiense (IBL220) obtidos de plantas de
goiabeira localizadas no estado do Ceard; com N. brasiliense (IBL447) obtidos de
plantas de cajueiro localizadas do estado do Piaui; com Ne. hyalinum obtidos de
cajueiro no estado do Piaui (IBL272) e de mangueira no estado do Ceard (IBL89); e
com P. stromaticum obtidos de cajueiro no Ceard (IBL36) e no Piaui (IBL500) (Tabela
1).

Verificou-se que mesmo diante da formacgao de clados bem definidos, houveram
baixos valores de suportes de inferéncia Bayesiana para os clados N. brasiliense e N.
kwambonambiens (Figura 1). Tal evidéncia serd melhor analisada através da andlise
filogenética isolada de cada género encontrados na caracterizagdo. Para as demais
espécies o concatenamento de sequéncias ITS mais TEF-1a foram suficientes para a

definicdo das mesmas, apresentando valores de suporte de 99% de probabilidade por IB.
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Figura 1. Arvore filogenética inferida a partir da andlise Bayesiana através da combinacdo das sequéncas
referentes as regides génicas ITS e TEF-1a.

Neofusicoccum brasiliense CMM1285
Neofusicoccum brasiliense CMM1269
Neofusicoccum brasiliense IBL447
1o Neofusicoccum algeriense CBS137504
Neofusicoccum algeriense ALG9
Neofusicoccum cordaticola CMW 13992
Neofusicoccum cordaticola CMW 14056
Neofusicoccum ribis CMW7772
Neofusicoccum ribis CMW7054
Neofusicoccum umdonicola CMW 14060
Neofusicoccum umdonicola CMW 14058
Neofusicoccum kwambonambiense CMW 14140
Neofusicoccum kwambonambiense CMW 14023
Neofusi k b bi IBL220
Neofusicoccum batangarum CMW28320
Neofusicoccum batangarum CMW28363
Neofusicoccum occulatum CBS128008
Neofusicoccum occulatum MUCC296
Neofusicoccum parvum PD106
0,99 Neofusicoccum parvum CMM1291
Neofusicoccum macroclavatum WAC12446
0,990 Neofusicoccum macroclavatum W AC12445
099 Neofusicoccum andinum CBS117452
Neofusicoccum andinum CBS117453
Neofusicoccum arbuti PD282
Neofusicoccum arbuti PD283
Neofusicoccum nonquaesitum PD301
Neofusicoccum nonquaesitum PD484
099 Neofusicoccum australis CMW6853

Neofusicoccum australis CMW6837
Neofusicoccum luteun CMW9076
Neofusicoccum luteum CBS110299
Neofusicoccum cryptoaustrale CMW23786
Neofusicoccum cryptoaustrale CMW?23787
1,0, Neofusicoccum vitifusiforme 5050
Neofusicoccum vitifusiforme 5252
Neofusicoccum viticlavatum 5044
Neofusicoccum viticlavatum STEU5041
Neofusicoccum mediterraneum PD312
Neofusicoccum mediterraneum PD30
1,0; Neofusicoccum eucalypticola CMW6217
Neofusicoccum eucalypticola CMW6539
Neofusicoccum eucalyptorum BOT16
0,99' Neofusicoccum eucalyptorum BOT24
Neofusicoccum mangiferae CMW7797
1.0 U Neofusicoccum mangiferae CMW7024

0,99

Pseudofusicoccum stromaticum CMW 13435
Pseudofusi str ti IBL500
Pseudofusicoccum stromaticun CMM3953
Pseudofusicoccum stromaticum CMM3961
Pseudofusi str ti IBL36
Pseudofusicoccum olivaceum CMW20881
Pseudofusicoccum olivaceum CMW?22637
Pseudofusicoccum violaceumn CMW22679
Pseudofusicoccum violaceun CMW20436
0,99 Pseudofusicoccum adansoniae CBS122054
Pseudofusicoccum adansoniae WAC13299
Pseudofusicoccum kimberleyense CBS122061
0.99 Pseudofusicoccum kimberleyense WAC13293
Pseudofusicoccum ardesiacum CBS122062
0,57% Pseudofusicoccum ardesiacum W AC13294

0,99

0,98

Neoscytalidium hyali IBL89
Neoscytalidium hyalinum 1BL272
Neoscytalidium hyalinum WAC13284
Neoscytalidium hyalinum PD103
Neoscytalidium novaehollandiae WAC13303
Neoscytalidium novaehollandiae WAC13275
1,0 - Fusicoccum atrovirens CMW22682

[ Fusicoccum atrovirens CMW?22674

092 Fusicoccum fabicercianum CMW?24703
ﬂicoccum fabicercianum CMW27094
0.99 Fusicoccum ramosum CBS122069

Macrophomina phaseolina PD112

*Valores indicados acima dos nés da drvore filogenética referem-se as probabilidades posteriores obtidas através da
inferéncia Bayesiana. A drvore filogenética foi enraizada por um isolado da espécie Macrophomina phaseolina de cédigo
PD112. Os isolados das espécies identificadas nesse estudo estdo na drvore filogenética destacados em negrito e com
realce da cor cinza. Abreviaturas: ITS (Espagadores Internos Transcritos), TEF-1a (Fator de Elongagéo 1 alpha)
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3.3 Caracterizacao morfofisiologica

A morfologia conidiais dos isolados de todas as espécies identifcadas nesse
estudo, com excecdo ao isolado da espécie N. kwambonambiense (IBL220), foram
comparadas com as descri¢cdes morfologicas de cada espécie obtidas na literatura
(Tabela 2).

Com excec¢do ao isolado da espécie N. kwambonambiense, as demais produziram
picnidios no meio BCA mais aciculas de Pinus com aproximadamente quatro semanas
de incubacio a 25 °C e exposicdo a luz negra.

O isolado de P. stromaticum apresentou dimensdes conidiais bem proximas as do
isolado primeiramente descrito na literatura por Mohali et al. (2006) e aos isolados ja
relatados em territorio brasileiro por Marques et al., (2013b). O isolado da espécie N.
kwambonambiense (IBL220) ndo apresentou esporulacdo nas condi¢des do presente
estudo. As dimensdes dos conidios do isolado N. brasiliense (IBL447) ndo foram
comparadas com nenhum outro isolado da mesma espécie uma vez que sua descricao
original foi baseada apenas em dados moleculares por Marques et al., (2013) sendo até
entdo ndo relato em outros estudos. Aspectos morfoldgicos das coldnias dos isolados,

em BDA, e de seus conidios produzidos em BCA, podem ser visualizados na Figura 2.

Tabela 2. Dimensdes morfoldgicas conidiais dos isolados das espécies de Botryosphaeriaceae
identificadas nesse estudo, com execdo ao isolado da espécie Neofusicoccum
kwambonambiense, em comparacdo com as decri¢gdes morfoldgicas originais de cada espécie,
com execdo ao isolado de Neofusicoccum brasiliense.

Isolados Cx L (um) C/L Referéncia
Neocytalidium 19,93 (24,83) 27,91 x 8,88 (10,46) 11,93 2,37 Neste estudo
hyalinum

10-16(-21)x3.5-6.5 - Phillips et al.
2013
Neofusicoccum 10,72 (21,30) 25,57 x 8,31 (10,18) 11,94 2,09 Neste estudo
brasiliense
Neofusicoccum 16 (22,3) 28 x5 (6,3) 8 3,6 Crous et al.
kwambonambiense 2006
Pseudofusicoccum 20,05 (26,01) 31,46 x 5,18 (6,39) 7,6 4,09 Neste estudo
stromaticum
(19-)20-23(-24) x 5,0 (4,0) 6,0 4,0 Mohali et al.
2006

Abreviaturas: C: Comprimento; L: Largura; C/L: relag@o entre o comprimento e a largura.
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Figura 2. Aspectos morfolégicos das col6nias dos isolados de Botryophaeriaceae
identificados nesse estudo quando cultivados em meio de cultura BDA, e de seus conidios
quando produzidos em meio de cultura BCA sob aciculas de Pinus, a 25 °C e exposicdo a

luz negra. Fortaleza, Cear4, 2016.

Morfolégia das colonias dos isolados em meio de
cultura BDA

Neoscytalidium Neoscytalidium
hyalinum hyalinum
IBL89 1IBL272
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produzidos em meio de
cultura BCA + aciculas de
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Neoscyialidium
hyalinum

—
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——

Neofcoccum Neofusicoccum
kwambonambiense* kwambonambiense
IBL220 IBL220

Neofusicoccum
brasiliense
1BL447

Pseudofusicoccum
stromaticum 1BL36

Pseudofusicoccum
stromaticum 1BL500

Pseudofusicoccum
stromaticum 1BL500

*Colonias de coloragdo mais esbranquigadas estdo com quatro dias de crescimento e de coloracdo
mais escurecidas com 15 dias de crescimento em meio de cultura BDA. O isolado Neofusicoccum
kwambonambiense ndo esporulou em meio de cultura.
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Verificou-se que todos os isolados apresentaram comportamento polinomial
quadratico durante seu crescimento, quando submetidos as temperaturas variando de 5 a
40 °C (Tabela 3). Segundo a andlise de regressdo, os isolados N.brasiliense, N.
kwambonambiense e P. stromaticum (IBL36), apresentaram temperaturas Otimas de
crescimento abaixo de 26 °C. Até o terceiro dia de crescimento, nenhum isolado atingiu
o didmetro total das placas de Petri (90 mm). Espécies de Ne. hyalinum e P.
stromaticum apresentaram crescimento somente a partir de 15 °C e Neofusicoccum spp.
a 10 °C. Somente os isolados de Ne. hyalinum esbocou crescimento a 40 °C (20,22 mm)

(dados nao mostrados).

Tabela 3. Crescimento micelial (mm) das espécies de Botryosphaeriaceae em suas respectivas
temperaturas 6timas de crescimento.

. Temp. ideal! Ma’\?ﬂmo
Espécies Isolado o crescimento Equagao* R?
°C)
(mm)>?
N. brasiliense IBL447 24,09 86,33 y= —O,29x2 +14,11x - 83,71 0,85
N. kwambonambiense IBL220 23,40 70,98 y= —0,26x2 +12,29x - 72,87 0,73
Ne. hyalinum IBL89 26,43 85,03 y= —0,23x2 +12,47x - 79,86 0,78
Ne. hyalinum IBL272 26,11 82,25 y =-0,24x* + 12,48x - 80,77 0,75
P. stromaticum IBL500 26,05 51,24 y =-0,16x* + 8,41x - 58,35 0,52
P. stromaticum IBL36 2424 51,14 y= —0,1634)(2 +7,92x - 44,9 0,82

ITemperatura em que o patégeno alcangou o crescimento maximo. 2Crescimento micelial maximo ao terceiro dia
de incubag@o na temperatura ideal de crescimento. *Equacdo de regressdo e coeficiente de correlacdo que
representam o comportamento polinomial dos isolados nas temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25,30, 35, 40 °C.

Quanto as caracteristicas miceliais até o terceiro dia de incubacio todos os
isolados apresentaram pouca massa micelial, de coloragdo esbranquicada que se
tornavam escurecidas ao longo dos dias de incubacao.

Quanto ao crescimento micelial (mm) em diferentes meios de cultura, verificou-se
interagdo positiva entre os fatores (Figura 3A), porém nao observando interacio entre os
fatores para o parametro taxa de crescimento (Figura 3B).

Os meios BDA, V8, MEA e AvA favoreceram 100% do crescimento de
Neocytalidium hyalinum e Neofusicoccum sp. ndo diferindo entre si, uma vez que
apenas o meio V8 conseguiu o mesmo efeito para a espécie P. stromaticum. Os meios
de CajuDA e BCA foram os que menos favoreceram o crescimento micelial das trés
espécies estudadas, notando que apenas Neofusicoccum sp. atingiu 100% do seu
crescimento em CajuDA.

Quanto as espécies, pode-se notar que Neocytalidium hyalinum apresentou 100%
de crescimento (90 mm) nos meios de cultura BDA, V8, MEA e AVA, uma vez que nos

meios a base de CajuDA e BCA seu crescimento foi paralisado atingindo



88

respectivamente apenas 66,66% e 38% do seu crescimento. No entanto, para esta
mesma espécie, sua taxa de crescimento ndo apresentou diferenciacdo entre os meios,
com excecdo a ao meio BCA, que a proporcionou crescimento de 10 mm dia™', enquanto
os demais proporcionaram entre 35 a 50 mm dia™ (Figura 3A,B).

Para Neofusicoccum sp. apenas o meio BCA nao favoreceu seu crescimento
micelial (Figura 2A), no entanto, quando a taxa de crescimento os meios V8 (50 mm
dia'l) e BDA (45 mm dia'l) se destacaram entre os meios de cultura utilizados (Figura
3B).

Ja P. stromaticum apresentou muita variacdo em seu crescimento frente aos meios
de cultura, observando crescimento maximo apenas em meio V8, e ndo se diferenciando
quando cultivada nos meios BDA, MEA e AvA, notando que os meios CajuDA e BCA

ndo favoreceram seu desenvolvimento micelial (Figura 3A,B).

Figura 3. Crescimento micelial (A) e taxa de crescimento (B) in vitro das espécies de Botryosphaeriaceae ao
terceiro dia de incubagdo em diferentes meios de cultura.

A

Crescimento final (mm)

B
=BDA @V8 OMEA ®AvA OCajuDA BBCA =BDA BVS OMEA BAvA OCajuDA BBCA
100 7 Aa 100 -
Aa Aa Aa Aa Aa Al Aa Aa Aa
80 1 Ab 80 -
Bb =
]
£
g
60 - 2
g
=]
g
L
e
40 1 Be 2
o
<
»
<
it
20 1
0-
Neocytalidium hyalinum Neofusicoccum Pseudofusicoccum Neocytalidium hyalinum Neofusicoccum Pseudofusicoccum
IBL89 brasiliense stromaticum IBL500 IBL89 brasiliense stromaticum IBL500

Fig.3A. Houve intera¢@o positiva entre os fatores meios de cultura versus espécies. Logo, letras maidsculas iguais para cada meio de

cul

tura dentro do fator espécie, ndo diferirem entre si; e letras mindsculas iguais dentro do fator espécie para cada meio de cultura ndo

diferem entre si; as médias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott a P=0.05.
Fig.3B. Nao houve interacdo positiva entre os fatores meios de cultura versus espécies. Logo ,médias seguidas das mesmas letras
minudsculas dentro de cada espécie nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a P=0.05.

3.4 Patogenicidade e viruléncia em frutos de manga e plantas jovens de Spondias
Sp. e cajueiro
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Todas as espécies apresentaram-se virulentas quando inoculadas em frutos de
manga e plantas jovens de cajueiro e umbu-cajd, porém em diferentes graus dependendo
do hospedeiro (Figura 4).

Tanto como em frutos de manga, como em plantas jovens de umbu-cajazeira e
cajueiro as espécies N. kwambonambiense, N. brasiliense e P. stromaticum (IBL36)
apresentaram-se como Os mais agressivos por provocarem as maiores lesdes, € ndo
diferindo entre si estatisticamente (P<0.05) dentro dos respectivos hospedeiros (Figura
4).

Em cajueiro, as espécies Ne. hyalinum (IBL272) e P. stromaticum (IBL500)
foram as menos agressivas, mas ndo diferindo entre si. Enquanto em frutos de manga,
Ne. hyalinum (IBL272) foi moderadamente agressivo, seguido das espécies Ne.
hyalinum (IBL89) e P. stromaticum (IBL500) que mostraram-se menos agressivas,
porém nao diferindo entre si.

Em plantas de umbu-cajazeira, Ne. hyalinum (IBL272) e Ne. hyalinum (IBL89)
foram moderadamente virulentos, ndo diferindo entre si; seguindo P. stromaticum
(IBL500) considerada a espécie menos virulenta a todos os hospedeitos inoculados

(Figura 4).

Figura 4. Comprimento da lesdo (mm) causada por espécies de Botryosphaeriaceae aos 45 dias apds a
inoculacdo em caules de plantas jovens de umbu-caji, 15 dias em caules de plantas jovens de cajueiro e
quatro dias ap6s a inoculacio em frutos feridos de manga*.

140

O Spondia @ Manga = Caju

Lesdo (mm)

Neofusicoccum Neofusicoccum Neocytalidi Neocytalidi Pseudofusicoccum Pseudofusicoccum
brasiliense kwamb biens hyali IBL272 hyali IBL89 icum IBL500 stromaticum IBL36

*Barras acima das colunas representam o desvio padrdo da média. Colunas do mesmo hospedeiro com mesma letra
nio diferem entre si por meio do teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P < 0,05).
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Quanto ao progresso da doenca em frutos de manga, observou-se para todas as
espécies um periodo de incubacdo de aproximadamente trés dias apds a inoculacdo e
taxa de crescimento de 18,41 mm dia-1 para N. brasiliense, sendo este o mais virulento.
Quando inoculados em frutos de manga, os isolados causaram lesdes necrdticas, que
evoluiram em direcdo do pedinculo o tornando escurecido, tornando-se aquosas e
causando mumifica¢do nos frutos (Figura 5).

Figura 5. Lesoes em frutos de manga provocadas por espécies de Botryosphaeriaceae ao 7°
dia ap0s a inoculacio.

P. stromaticum P. stromaticum N. kwambonambiense

IBL500 IBL36 IBL220

N. brasiliense Ne. hyalinum Ne.hyalinum
1BL447 IBL272 IBL89

— As setas indicam as marcagdes didrias, feitas com caneta esferogréfica azul, no decorrer das
avalia¢des quanto ao tamanho atual das lesdes provocadas pelos isolados.

As espécies mais virulentas tanto em plantas de cajueiro como de umbu-cajd
estimularam a producdo de resina pelos hospedeiros, provocaram cancros superficiais
em seus tecidos que evoluiram consequentemente para lesdes necréticas de maiores

comprimentos (Figura 6).



Figura 6. Lesdes provocadas por espécies de Botryosphaeriaceae em caules de plantas
jovens de cajueiro (A) e umbu-caji (B).

(A) Lesoes em caules de plantas jovens de cajueiro, aos 15 dias apos a inoculacio
com espécies de Botryosphaeriaceae

P. stromaticum P. stromaticum Ne.hyalinum

IBL500 IBL36 IBL89

Ne. hyalinum N. brasiliense N. kwambonambiense
IBL272 IBL447 1BL220

(B) Lesoes em caules de plantas jovens de umbu-caja aos 45 dias apés a inoculaciao
com espécies de Botryosphaeriaceae
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4 DISCUSSAO

Quatro espécies de Botryosphaeriaceae (Ne. hyalinum, N. kwambonambiense, N.
brasiliense e P. stromaticum) foram associadas a morte descendente e cancros em
ramos e caules de cajueiro, mangueira e goiabeira na regiao Nordeste do Brasil.

Por meio da morfologia de conidios os isolados dos géneros Neoscytalidium
(IBL89 e IBL272) e Pseudofusicoccum (IBL36 e IBL500) foram facilmente
identificados por apresentarem caracteristicas compativeis as chaves que os descrevem
(Phillips et al., 2013). No entanto, o0 mesmo ndao aconteceu para as espécies N.
kwambonambiense, que nao esporulou nas condi¢des do presente estudo, e para N.
brasiliense, que mesmo esporulando nas condi¢des do presente estudo, ndo pode ser
comparada com dados da literatura uma vez que sua descri¢do foi baseada apenas em
dados moleculares (Marques et al., 2013). Diante disto, esta informac¢do caracteriza-se
como a primeira descricdo morfolégica de N. brasiliense (Tabela 2). Em conjunto, tais
evidéncias exaltam tanto a importincia da utilizacdo da filogenia molecular combinada
(ITS, TEF1-a) como imprescindivel para a identificacio dos isolados em nivel de
espécie, como também a importancia auxiliar da caracterizacdo morfolégica para este
proposito.

Atualmente, inferéncias filogenéticas multiplas de genes do DNA sdo as
ferramentas mais atuais e validas para a identificacdo fungica e o estabelecimento de
uma filogenia, capaz de estabelecer a descricio dos géneros Neofusicoccum,
Neoscytalidium e Pseudofusicoccum com base em sequéncias ITS, que anteriormente
pertenciam aos géneros Botryosphaeria e anamorfos de Fusicoccum (CROUS et al,
2006).

Frequentemente, espécies de Botryosphaeriaceae sdo reconhecidas e separadas por
diferencas nas sequéncias de DNA com grande énfase em genes codificadores de
proteinas como TEF1-a (ABDOLLAHZADEH et al.,, 2010; PHILLIPS et al., 2013;
BERRAF-TEBBAL et al, 2014). No entanto, para alguns géneros, a exemplo de
Neofusicoccum, para que haja definicdes entre espécies, genes adicionais sao
necessarios para fornecer uma base filogenética mais robusta (ABDOLLAHZADEH et
al., 2010; PHILLIPS et al., 2013).

No presente estudo, verificou-se que mesmo tendo a formagado de clados, espécies

de Neofusicoccum apresentaram baixos valores de inferéncias Bayesiana (Figura 1).
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Diante disso, sugere-se que posteriormente, haja o sequenciamento de uma ou mais
regides génicas; a exemplos de Bt e/ou RPB2 (RNA polymerase subunit II) (LOPES et
al., 2014), a fim de verificar se havera uma maior robustez nesta inferéncia. Quanto aos
demais clados formados, tanto para Neoscytalidium e Pseudofusicoccum as regides ITS
e TEF1-a foram satisfatorias na separacdo de espécies (Figura 1). Faz-se ausente na
literarura um padrdo quanto a quantidade e quais regides gé€nicas a serem utilizadas na
andlise filogenética de Botryosphaeriaceae. Percebe-se no entanto, que geralmente, esta
escolha varia de acordo com o complexo fungico estudado, notando que, em geral, para
a familia Botryosphaeriaceae, genes das regides ITS, TEF1-a e Bt, concatenados, nesta
ordem, sdao os mais utilizado.

A associacdao de Ne. hyalinum, Ne. kwambonambiense, N. brasiliense e P.
stromaticum em cajueiro e de N. brasiliense em goiabeira sdo inéditos. Estes relatos
evidenciam a importancia de estudos posteriores para clarificar a correlacdo da
ocorréncia, distribuicdo e epidemiologia desses fungos para o desenvolvimento da
fruticultura tropical brasileira, em especial, a cajucultura por ser uma atividade do ponto
de vista socioecondmico regional e nacional.

Em mangueira, muitas espécies de Botryosphaeriaceae ja foram relacionadas, o
que evidencia a grande importancia desses patogenos ao declinio de produgdo e da
qualidade pés-colheita de seus frutos (COSTA et al., 2010; SAKALIDIS et al., 2011;
MARQUES et al., 2013; ABDOLLAHZADEH et al., 2013). Devido a essas inumeras
ocorréncias, sugere-se como centro de origem destes patégenos em mangueira o
hemisfério norte, inclusive em regides de clima temperado, que através do transporte de
materiais vegetais infectados foram disseminados para paises do hemisfério Sul
(MARQUES et al., 2013).

Em goiabeira, poucos estudos vém sendo realizados, mas no Brasil as espécies N.
parvum € N. ribis ja foram relatadas causando podridoes pds-colheita em frutos
(NOGUEIRA JUNIOR et al., 2015). Todas as espécies caracterizadas nesse estudo
apresentaram temperaturas cardiais semelhantes para o crescimento micelial in vitro
(aproximadamente 25 °C), onde temperaturas <10°C e >40 °C apresentaram efeito
inibitorio as espécies (dados ndo mostrados). Estd amplitude térmica corrobora com os
resultados observados para a germinagdo dos conidios de N. parvum e B. dothidea
(NOGUEIRA JUNIOR et al., 2015) e para o crescimento de N. parvum, N. brasiliense,
Ne. hyalinum e P. stromaticum (MARQUES et al., 2013).
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Com respeito ao género Neofusicoccum, suas espécies sao comumente
associadas com intimeros hospedeiros lenhosos pelo mundo (von ARX, 1987) e
atualmente possui 22 espécies filogeneticamente descritas (BERRAF-TEBBAL et al.,
2014). Dessas, N. brasiliense foi descrita no nordeste do Brasil associada a podriddao
penducular em frutos de mangueira (MARQUES er al., 2013) sendo a ocorréncia de N.
brasiliense em ramos de goiabeira o segundo relato desta espécie no Brasil e o primeiro
na cultura.

Quanto a espécie N. kwambonambiense a mesma foi descrita pela primeira vez na
Africa do Sul em ramos e folhas assintomaticas, € em ramos e frutos de plantas mortas
de Syzygium cordatum (PAVILIC et al., 2009; PHILLIPS et al., 2013) sendo relatada
posteriormente como o agente causal de podriddes pos-colheita em frutos de morango
no Brasil (LOPES er al., 2014). A ocorréncia de N. kwambonambiense em ramos de
plantas de cajueiro associada aos sintomas de morte descendente e cancro se faz inédita
em territorio brasileiro. Tais constatagcdes sdo relevantes do ponto de vista fitossanitario,
pois, mesmo diante de uma baixa frequéncia e distribuicdo, mudancas podem estar
acontecendo quanto ao fluxo desta espécie a partir de seu centro de origem. Tanto
isolados de N. brasiliense quanto de N. kwambonambiense identificados foram capazes
de causar lesdes necréticas quando inoculados em frutos de manga (Figura 5) como em
caules de plantas jovens de cajueiro e umbu-caja (Figura 6).

A infeccdo de Botryosphaeriaceae, em associacdo a mangueira e a outras
lenhosas, ainda ndao foi totalmente estabelecida, no entanto, nota-se que a poda
mecanica em pomares € 0 uso de ferramentas ndo desisnfestadas favorecem a quebra de
ramos, tornando-os excelentes portas de entradas para estes fungos, que por possuirem
carater endofitico, se estabelecem como patégenos latentes por longos periodos,
infectando e causando podriddes pés-colheita (SAKALIDIS et al., 2011).

Em pomares de cajueiro, além da poda mecénica, a propagagdo via enxertia sao
praticas rotineiras em escalas comercias de produ¢do da cultura. Estudos relatam que a
disseminacdo de Botryopshaeriaceae na cajucultura, a exemplo o Lasiodiplodia spp.,
ocorre e se faz eficiente tanto através da interacdo entre propagulos vegetais infectados
e pela aquisi¢do de materiais vegetais com idoneidade sanitdria duvidosa (CARDOSO
et al., 2009), como tambpem através da utilizacdo de instrumentos de poda ndo

desinfestados (CARDOSO et al., 1998). Partindo dessas evidencias, pode-se aferir que
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a auséncia de adequadas medidas fitosanitdrias favorecem a ocorréncia e a
dimisseminag¢ao de Botryosphaeriaceae em pomares de fruteiras tropicais.

Doencas causadas pelo género Neoscytalidium e suas espécies, Ne. hyalinum (=
Ne. dimidiatum) e Ne. novaehollandiae, tendem a ser comuns em paises tropicais
(Phillips et al., 2013). Ne. hyalinum ja foi associado a plantas de Citrus spp estressadas
por congelamento na Califérnia, também associado em lesdes necréticas (PHILLIPS et
al., 2013). Na Itdlia, ele se fez presente ramos causando cancros e gomose em Citrus
spp. (POLIZZI et al. 2009, 2011). No Brasil, esta espécie foi relatado anteriormente em
pinhdo manso, mandioca (Manihot sculenta) e mangueira (MACHADO et al, 2012;.
2014a;.2014b; MARQUES et al, 2013b).

Quanto a espécie P. stromaticum, foi originalmente descrita em plantas
assintomdticas, bem como em ramos e caules de plantas mortas de Acdcia mangium,
Eucalipto e Pinus na Venezuela (MOHALI et al. 2006, 2007) e considerada tipica de
hospedeiros nativos na Australia presentes em terras pouco exploradas (PAVILIC et al.
2008). Posteriormente, essa espécie foi associada a plantas de mangueiras em declinios
e cultivadas em dreas intensamente agricultaveis no Brasil, sendo considerada a segunda
espécie mais abundante em um levantamento, derrubando o mito que sua distribuicdao
era restrita a hospedeiros nativos de terras inexploradas (MARQUES et al., 2012,
2013). A falta de especificidade entre hospedeiros de muitos membros da
Botryosphaeriaceae (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007) sugere que a expansao em
distribuicdo, colonizacdo e especiacdo de algumas espécies dessa familia sdo
influenciadas por fatores ambientais (SAKADILIS et al, 2013) como o clima e a
microflora (PITT et al., 2010; SAKADILIS et al., 2011). Mais estudos sao necessarios
para clarificar a relacdo entre as espécies de Botryosphaeriaceae e como os fatores
ambientais podem contribuir para sua distribuicdo e expressao de doencas, quando
associadas tanto a fruteiras tropicais ou temperadas quanto nos mais diferentes biomas
do Brasil e do mundo. Certamente, estudos, como esse, funcionaram para fomentar a
execu¢do de pesquisas envolvendo a epidemiologia desses novos relatos de

Botryosphaeriaceae recentemente descritos na literatura.
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5 CONCLUSOES

Mediante carcaterizacoes moleculares, bioldgicas e patogénica dos isolados de
Botryosphaeriaceae conclui-se que:

Neofusicoccum kwambonambiense, Neoscytalidium hyalinum e Pseudofusicoccum
stromaticum em cajueiro caracterizando-se como um primeiro relato; Neoscytalidium
hyalinum em mangueira; e Neofusicoccum brasiliense em goiabeira, primeiro relato na
cultura, sendo ambos primeiros relatos de ocorréncia no estado do Ceard e do Piaui.

Todos os isolados mostraram-se virulentos a frutos de manga, e a plantas jovens
de cajueiro e umbu-cajd, causando lesdes necrdticas e exsudacdo de resina pelos
hospedeiros. Isolados de Neofusicoccum mostraram-se como as mais virulentas nos

hospedeiros inoculados.
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CAPITULO III

Uso de genoétipos de cajueiro e fungicidas no controle de

Botryosphaeriaceas associadas a fruteiras perenes
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RESUMO

Diante da identificagdo de novas espécies e associacdes de fungos da familia
Botryosphaeriaceae com novos hospedeiros, a investigacdo de estratégias que visem a
caracterizacdo e o controle dessas novas espécies se tornam indispensdveis. O trabalho
em apreco objetivou avaliar dois métodos de controle em dez espécies de fungos da
familia Botryosphaeriaceae. Os métodos foram: o controle genético, através da
inoculacdo das espécies em gendtipos de cajueiro e o controle quimico in vitro, com o
uso dos ingredientes ativos (i.a) carbendazin e tebuconazole. As espécies flngicas
utilizadas nos ensaios foram: Lasiodiplodia brasiliense, L. caatinguensis, L.
euphorbicola, L. pontae, L. pseudotheobromae, L. theobromae, Neofusicoccum
brasiliense, N. kwambonambiense, Neoscytalidum hyalinum e Pseudofusicoccum
stromaticum. No método génetico, caules de sete plantas jovens dos genétipos de
cajueiros (CCP 09, CCP 76, Embrapa 51, BRS 189, BRS 226, BRS 253 e BRS 265)
foram inoculados com um disco de micélio das dez espécies de Botryosphaeriaceae.
Para tanto, os caules foram perfurados com auxilio de uma furadeira elétrica e os discos
de 2 mm de diametro foram colocados nos orificios e protegidos com fita pldstica. No
controle quimico, in vitro, foram utilizados os i.a, carbendazin e tebuconazole, nas
concentracdes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg L In vivo, cada planta correspondia
a uma repeticdo; in vitro, foram utilizadas quatro repeticOes correspondentes a uma
placa de Petri, e os ensaios conduzidos em meio de batata dextrose dgar (BDA) a 25°C e
fotoperiodo de 12h. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e as médias quanto ao tamanho das lesdes (mm) e dos diametros das
coldnias (mm), foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Todas as espécies
mostraram-se patogénicas aos genotipos de cajueiro, porém com diferentes niveis de
agressividade. Em geral, as espécies de Lasiodiplodia foram mais agressivas, com
destaque para L. caatinguensis, L. brasiliense, L. euphorbicola e L. pontae; dentre os
genotipos, BRS253 foi o mais susceptivel, seguido dos genétipos CCP76, BRS189 e
BRS226 que ndo diferiram entre si. Os demais gendtipos foram moderamente
resistentes, como o BRS274 e Embrapa 51, nos quais as espécies ndo diferiram em
agressividade. Os dois fungicidas foram eficientes na inibicdo do crescimento das

espécies, porém o carbendazin mostrou-se superior ao tebuconazole, necessitando de
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menores CEsp (<0,5 mg L. Espécies de Neofusicoccum, Neocystalidium e

Pseudofusicoccum que mostraram-se mais sensiveis a estes quimicos.

Palavras-chave: Gendtipos; Anacardium occidentale; Lasiodiplodia; Carbendazin;
Tebuconazole.
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ABSTRACT

The recent description of new Botryosphaeriaceous fungal species as well as
their association with new host plants, have urged the necessity for development of new
strategies to control these important plant pathogens. In the present work the authors
aimed to test tree methods (genetic and chemical) to control the following
Botyosphaeriaceous species found associated to die-back and canker of fruit plants in
the Brazilian Northeastern region: Lasiodiplodia brasiliense, L. caatinguensis, L.
euphorbicola, L. pontae, L. pseudotheobromae, L. theobromae, Neofusicoccum
brasiliense, N. kwambonambiense, Neoscytalidum hyalinum and Pseudofusicoccum
stromaticum. For the genetic method seven grafted seedlings of each of the cashew
dwarf genotipos CCP 09, CCP 76, Embrapa 51, BRS 189, BRS 226, BRS 253 and BRS
265 were inoculated by making a 2 mm diameter hole in the stem of the plant at
approximately 15 cm from the bottom with an electric drill. Then, a 2 mm diameter agar
plug containing mycelium grown on PDA was introduced into the hole, placing it in
contact with the vascular system of the plant. The hole was covered with petroleum jelly
and sealed with Parafilm. For the chemical method two systemic fungicides
(carbendazin and tebuconazole) were used in vitro at the active ingredient
concentrations of 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg | Fungicides were added to plates
with melted PDA medium, and plates were kept at 25°C and light period of 12 hours.
Fungal lesions (mm) and colony diameters (mm) means were compared by using the
Scott-Knott test (p<0,05). All experiments were arranged in a completely randomized
design. Results revealed that all fugal species were pathogenic to the cashew gendtipos,
although the most aggressive had been L. caatinguensis, L. brasiliense, L. euphorbicola
and L. pontae. The gendtipo BRS253 was the most susceptible, followed by the
genotipos CCP76, BRS189 e BRS226, which did not differ statistically among them.
All the other gendtipos behaved as moderately resistant, although on the gendtipos
BRS274 and Embrapa 51 neither fungal species had differed statistically in
pathogenicity. Both fungicides were effective against all fungal species tested, although
Carbendazin had been able to inhibit the fungal growth at lower ECsy (<0,5 mg L.
Neofusicoccum brasiliense, N. kwambonambiense, Neoscytalidum hyalinum and

Pseudofusicoccum stromaticum were the most susceptible species to both fungicides.
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1 INTRODUCAO

Devido a grande quantidade de espécies, a diversidade genética, o cardter polifago
e as diversas maneiras de infectar seus hospedeiros, os fungos da familia
Botryosphaeriaceae apresentam dificil controle e manejo (CYSNE et al., 2010; GUAN
et al., 2016). Por possuirem hébito endofitico e agirem também como patégenos
latentes, os fungos dessa familia sdo importantes agentes quarentendrios, por estarem
presentes em propagulos vegetais assintomaticos, por serem altamente disseminados por
ferramentas contaminadas e infectar seus hospedeiros, principalmente através de cortes
mecanicos decorrentes de praticas agricolas (enxertia e podas), ou por aberturas naturais
(CARDOSO et al., 2009; SLIPPERS & WINGFIELD, 2007; CYSNE et al., 2010;
GUAN et al., 2016).

Dentre as Botryosphaeriaceae, espécies de Lasiodiplodia se sobressaem em
ocorréncia e frequéncia em associagdes com frutiferas de importdncia econdmica
(MARQUES et al., 2013a; NETTO et al., 2014; CORREIA et al., 2016; COUTINHO et
al., 2016) seguidas, em menor expressdo, por espécies dos géneros Neofusicoccum,
Neocystalidium e Pseudofusicoccum (COSTA et al., 2010; BATISTA et al., 2012;
Adeniyi et al., 2013; MARQUES et al., 2013b; GUAN et al., 2016). Em virtude de
provocarem um complexo quadro sintomatolégico em seus hospedeiros, variando de
morte descendente de caules e ramos até a formacdo de cancros e podriddes de hastes,
frutos e raizes, e por serem até recentemente considerados patégenos de importincia
secundéria na agricultura, ainda ndo sdo bem esclarecidas as medidas de controle e
praticas adequadas para o controle desses patégenos (CARDOSO et al. 2006; GUAN et
al., 2016),bem como a caracterizacdo dos aspectos epidemiolégicos devido as recentes
associacOes de novas espécies e a recentes relatos que véem ocorrendo.

O controle cultural e a adogdo de estratégias preventivas sdo os métodos mais
recomendados para o controle de Botryosphaeriaceae, porém ndo sdo os Unicos € nem
os mais eficazes, quando utilizados isoladamente. O conhecimento prévio de fatores
tais como a suscetibilidade de cultivares, das condi¢des ambientais favordveis ao
patégeno e do correto manejo das plantas, sdo extremamente necessdrios para a
obtencdo de sucesso no manejo dessas doengas (MORAES et al., 2007; BATISTA et

al., 2012). Estudos envolvendo a utilizacdo do método de controle genético (PAIVA et
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al., 2008; MOREIRA et al., 2013) e quimico (PERREIRA e al., 2012; TORRES et al.,
2013; PEDRAZA et al., 2013; FAN et al., 2016) de Botryosphaeriaceae, contabilizam o
maior nimero de pesquisas realizadas.

A suscetibilidade ou resisténcia de plantas a fitopatdgenos dependem,
basicamente, das barreiras genéticas que as envolvem, onde a busca por variedades
resistentes a doencas, atrelados a combinacdo de uma boa aparéncia comercial e ao
sabor dos produtos, compdem as principais caracteristicas alvos dos programas de
melhoramento genético, os quais se caracterizam como um método de controle
sustentdvel e de facil acesso aos produtores (CARDODO et al; 2006; PAIVA et al,
2008; BATISTA et al., 2012; TRAVADON et al., 2013). Programas de melhoramento
genético envolvendo culturas de importancia econdmica existem e buscam a produgdo
de acessos vegetais resistentes a Botryosphaeriaceae. Dentre esses, no Brasil, podemos
citar os programas envolvendo a cultura do cajueiro desenvolvido pela Embrapa
Agroindustria Tropical (CAVALCANTI & WILKINSON, 2007; PAIVA et al., 2008), a
cultura da videira (NETO, 1955) e da mangueira (SANTOS et al., 2010; BATISTA et
al., 2012).

Espécies de Botryosphaeriaceae podem mostrar diferentes niveis de viruléncia, a
depender do genodtipo. Ao infectar videiras mostraram-se divididas em trés diferentes
rankings de viruléncia onde Neofusicocum spp. sdo consideradas as altamente virulentas
e Diplodia spp. as moderadamente virulentas (URBEZ-TORRES, 2011). Em cajueiro,
os dados globais mostraram que a maior parte dos germoplasmas testados quanto a
infeccdo de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl foram suscetiveis ao
patdgeno, apontando caracteristicas poligénicas ou de resisténcia horizontal
(CARDOSO et al., 2006). Dentro de genétipos selvagens de cajueiro comum, genétipos
mais ou menos resistentes a resinose sdo capazes de promover um atraso no inicio da
doenca sendo esta uma caracteristica epidemioldgica importante (MOREIRA ez al.,
2013). Estudos envolvendo o controle genético a outras espécies de Botryosphaeriaceae
e sua caracterizacdo quando inoculadas em diferentes acessos de cajueiro ainda ndo
foram realizados.

O espectro de produtos quimicos para o controle de fungos dessa familia,
associados a fruteiras tropicais, tanto no Brasil como em outros paises € restrito, e
poucos sdo os ingredientes ativos registrados no Ministério da Agricultura, Pecudria e

Abastecimento, o que torna irregular o uso desses no controle de Botryosphaeriaceae
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(MA et al., 2002; AGROFIT, 2016). Legalmente, apenas os seguintes grupos quimicos
estdo liberados no Brasil para o controle de algumas Botryosphaeriaceae em algumas
culturas: os tiabendazois para a cultura do mamoeiro e os triazdis para mangueira,
ambos para o controle de L. theobromae; os benzimidazois e ditiocarbamatos para o
controle de Botryodiplodia dothidea em macieira; e o 6xido cuproso no controle de
Diplodia seriata em pereira (AGROFIT, 2016).

Diante da explosiva identificacio de espécies de Botryosphaeriaceae em
associacdo a vdrios patossistemas houve um aumento substancial em estudos que visam
a busca por produtos quimicos eficientes a estes patdgenos, visando averiguar tanto a
sensibilidade dos patogenos a esses ingredientes ativos, como também sua eficicia em
programas de manejo da resisténcia (MA et al, 2002; PERREIRA et al, 2012;
BATISTA et al., 2012; TORRES et al., 2013; DURGADEVI et al., 2014; FAN et al.,
2016). Estudos quanto a resisténcia de gendtipos de cajueiro a espécies de
Botryosphaeriaceae recentemente descritas, bem como o uso de fungicidas quimicos e
produtos naturais a novas espécies de Botryosphaeriaceae descritas nos ultmos 10 anos
sdo inexistentes.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a eficiéncia de
trés métodos de controle em nove espécies de fungos da familia Botryosphaeriaceae. Os
métodos avaliados foram: (1) o controle genético, através da inoculacdo das espécies em
nove genétipos de cajueiro; (ii) e o controle quimico in vitro através do uso dos

ingredientes ativos (i.a) carbendazin e tebuconazole.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados

Os 1solados de Botryosphaeriaceae utilizados nos experimentos foram obtidos da
colecio de fungos do Laboratério de Fitopatologia da unidade da Embrapa
Agroindistria Tropical em Fortaleza, Cearé (Tabela 1). Todos foram oriundos de ramos
e caules de fruteiras tropicais, coletadas de diferentes municipios do Nordeste brasileiro,
as quais exibiam sintomas de morte descendente, resina e cancro.

A identificacdo dos isolados se deu por sequenciamento génico das regides

génicas dos espacodores internos transcritos (ITS) do DNA ribossémico, fator de
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elongacdo 1 alfa (TEF1-a) e beta tubulina (Bt) para as espécies de Lasiodiplodia; e das
regides ITS e TEF1-a para os demais géneros.

Os isolados fingcos foram recuperados da micoteca através de repicagens para
placas de Petri contendo o meio de cultura batata cenoura e dgar (BCA). Apés trés dias
de crescimento, pontas de hifas de cada isolado foram repicadas para placas de Petri
contendo meio de cultura batata dextrose e 4gar (BDA) e em seguida incubadas a 25 °C
e fotoperiodo de 12 h. Por ocasido de cada experimento foram utilizadas colonias de

sete dias de crescimento em BDA.
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Tabela 1. Isolados de Botryosphaeriaceae utilizados nos experimentos in vivo € in vitro.

Acesso GenBank

Espécie Codigo Hospedeiro Localidade

ITS TEF1-a Bt
Lasiodiplodia brasiliense IBL348 Mangifera indica Itapipoca/CE KT151807 KT151801 KT151804
L. caatinguensis CMM1325 Citrus sinensis Itarema/CE KT154760 KT008006 KT154767
L. euphorbicola IBL327 Annona squamosa Itarema/CE KT247491 KT247493 KT247495
L. pontae CMM1277 Spondias purpurea Pio-IX/PI KT151794 KT151791 KT151797
L. pontae IBL18 Anacardium occidentale Mossoré/RN KT151795 KT151792 KT151798
L. pseudotheobromae IBL266 Anarcadium occidentale Pentecoste/CE KT247480 KT247484 KT247486
L. pseudotheobromae IBL201 Spondias purpurea Cachoeira dos indios/PB KT247478 KT247482 KT247488
L. pseudotheobromae IBL 134 Annona x atemoya Beberibe/CE KT247481 KT247485 KT247487
L. theobromae IBL404 Anarcadium occidentale Buique/P1 KT247468 KT247470 KT247476
Neofusicoccum brasiliense IBL447 Psidium guajava Cruz/CE KT247455 KT247457 -
N. kwambonambiense IBL220 Anarcadium occidentale Pio IX/PI KT247454 KT247456 -
Neoscytalidum hyalinum IBL89 Mangifera indica Varjota/CE KT247460 KT247458 -
Pseudofusicoccum stromaticum IBL500 Anarcadium occidentale Pio IX/PI KT247464 KT247462 -

Abreviagdes: CE — Ceard, RN — Rio Grande do Norte, PI — Piaui, PB- Paraiba, ITS — Espacadores Internos Transcrito da regido do DNA ribossomal; TEF1-a: gene da
regido codificadora de proteina fator de elongacdo 1-o; Bt - gene da regido codificadora de proteina beta tubulina. Acesso ao GenBank: c6digos para o acessdo banco de
dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information), disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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2.2 Controle genético in vivo

O experimento foi realizado em condi¢des de campo, no Campo Experimental de
Pacajus (CEP), Ceard, Brasil (4°11'12"S, 38°30'01"W, e a 79 m de altitude). Conforme
classificacdo de Koppen, o municipio apresenta tipo climdtico Aw, com temperatura
média anual de minima de 25 °C e maxima de 31 °C.

Foram utilizados nove gendtipos de cajueiro da Embrapa e registrados no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2016). Destes, sete sao de
cajueiro-ando-precoce (CCP 09, CCP 76, Embrapa 51, BRS 189, BRS 226, BRS 253 e
BRS 265), um de cajueiro-comum (BRS 274) e um hibrido (BRS 275).

As mudas de cada genétipo tinham em média um ano de idade e caules com
diametro médio de 15 mm e cultivadas em sacos plasticos de polietileno (25 x 30 cm)
com substratos a base de areia:esterco (3:1).

Os isolados de Botryosphaeriaceae utilizados nesse experiment, foram: L.
brasiliense (IBL348), L. caatinguensis (CMM1325), L. euphorbicola (IBL327), L.
pseudotheobromae (IBL134), L. theobromae (IBL404), L. pontae (IBL18),
Neoscytalidium  hyalinum (IBL89), Neofusicoccum brasiliense (IBL447), N.
kwambonambiense (IBL220) e P. stromaticum (IBL500) (Tabela 1).

A metodologia utilizada para a inoculacdo das mudas foi proposta por Lima et al.,
(2013), que consistiu na realizagdo de um orificio no caule de cada planta, localizado a
15 cm de seu colo e 2 mm de profundidade, no qual foi realizado com o auxilio de
furadeira elétrica com um e com uma broca de 2 mm de didmetro. Utilizando uma
agulha flambada, um disco de micélio, de 2 mm de didmetro, de cada isolado, foi
introduzido no interior de cada orificio. Ao final da introdugdo, cada orificio foi
protegido com uma porcao de vaselina sélida e vedado com parafilm. Mudas do
tratamento controle foram perfuradas e inoculadas apenas com meio BDA e mantidas
nas mesmas condi¢des das plantas inoculadas.

Ap6s 15 dias da inoculacdo, fim de visualizar e mensurar a lesdo provocada pelo
patégeno, com o auxilio de utilizando um canivete, as mudas foram avaliadas através da
realizacdo de cortes longitudinais adjacentes ao tecido onde foi realizada a inoculagdo.

As lesdes foram mensuradas com o auxilio de um paquimetro digital, em milimetros
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(mm), sendo também qualificadas quanto a presenca ou auséncia de produgdo de resina,
de cancros, plantas murchas e mortas. Fragmentos de tecidos das plantas que
apresentaram lesdes necroticas foram transferidos para placas com BDA a fim de
realizar o reisolamento do patégeno inoculado.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e
esquema fatorial com dois fatores (gendtipos x espécies). Foram utilizadas seis
repeti¢des, onde cada repeticao foi representada por muda de cada genétipo. As médias

obtidas foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o programa

estatistico Sisvar 5.3 e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
2.3 Controle quimico in vitro

O experimento foi conduzido no laboratério de fitopatologia da Embrapa
Agroindustria Tropical em Fortaleza, Ceard. Os isolados das espécies de
Botryosphaeriaceae utilziados foram: L. caatinguensis (CMMI1325), L. brasiliense
(IBL348); L. euphorbicola (IBL327); L. pseudotheobromae (IBL266), L. pontae
(CMM1277), L. theobromae (IBL404), Ne. hyalinum (IBL89), P. stromaticum
(IBL500), N. brasiliense (IBL447) (Tabela 1).

Os isolados foram submetidos ao efeito in vitro de dois fungicidas nas
concentracdes: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg L' dos respectivos ingredientes ativos

(i.a) testados (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas dos ingredientes ativos utilizados no ensaio in vitro. Fortaleza,
Cear4, 2016.

Ingrediente Grupo Nome
ativo quimico comercial
Carbendazin Benzimidazol =~ Carbomax 500 gL' SC Inibicio da mitose e
divisdo celular

Formulacao Modo de acao

Tebuconazole Triazol Folicur 200 g L'EC Inibidor das fungdes da
membrana celular e da
biossintese de esterdis

Abreviaturas: SC: Solucio concentrada, EC: Concentrado Emulsionével

Para a preparacdo dos quimicos, primeiramente, foram feitas uma solucdo inicial

na concentracio de 10 mg L™ de i.a do produto comercial de cada fungicida, para em
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seguida, por meio do método de dilui¢des sucessivas, as concentragdes a serem testadas
fossem aferidas para o volume desejado.

Aliquotas de cada concentracdo foram diluidas em meio de cultura BDA
esterilizado para um volume final de 1L. Os meios com fungicidas foram distribuidos
em placas de Petri de 90 mm de didmetro em uma proporcao média de 20 mL por placa.
Depois de solidificados nas placas, o centro de cada placa de Petri com meio de cultura
impregnado com concentracgdo a ser testada, foi inoculado com um disco de micélio de
3 mm da espécie de Botryosphaeriaceae a ser testada. Como controle positivo, placas
apenas com BDA foram inoculadas. As placas foram mantidas a 25 °C e fotoperiodo de
12h por quatro dias, periodo no qual os primeiros isolados nos tratamento controle
alcangaram 100% de crescimento.

Diariamente, o crescimento micelial dos isolados foi mensurado, através da
medi¢do do diametro das colOnias. As médias de crescimento foram utilizadas para os
célculos do percentual de inibi¢do (%) e da concentracio efetiva de i.a necessaria para
inibir 50% o crescimento micelial de cada espécie (CEsp). Para o calculo da CEs,
utilziaou-se a andlise de Probit, realizanda por meio do programa estatistico StatPlus.

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial, com cinco repeti¢cdes por tratamento, onde cada repeticdo correspondia a uma
placa de Petri. As médias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) da
regressao a 5% de probabilidade, por meio do programa estatistico Sisvar 5.3.

Quando as curvas de regressdo, para cada fungicida dentro de cada espécie,
apresentaram o mesmo modelo de comportamento, comparagdes entre seus respectivos
coeficientes foram realizadas, a fim de verificar se havia ou ndo diferencas
significativas entre elas. Essa comparacao foi realizada por meio do teste t de Student a
5% de probabilidade, para cada coeficiente. Quando as curvas eram de modelo, ja foram
consideradas significativamente diferentes.

O t tabelado de cada coeficiente foi, foi calculado utilziando a seguinte féormula
(1): t calculado = [(ax? carbendazin) — (@X? tebuconazole)// SQE]. Onde: ax? capendazin = valor
do coeficiente angular do carbendazin; ax? (chuconazole = Valor do oeficiente angular do
tebuconazole; SQE = Soma dos Quadadros do Erro do coeficiente angular. Para os
demais coeficientes da equacdo (bx, c), também foram feitos esses cdlculos. Assim,

quando o t calculado > t tabelado, de pelo menos de um dos coeficientes calculados,
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davam significativos, as curvas entre os fungicidas para aquela espécie, foram

consideradas iguais, ou seja, ndo diferindo entre si quanto a efeito.

3 RESULTADOS

3.1 Controle genético in vivo

Por meio da ANOVA, verificou-se interacdo significativa entre os fatores espécies
versus genotipos. Logo, todas as espécies de Botryosphaeriaceae analisadas mostraram-
se patogénicas quando inoculadas nos caules dos diferentes gendtipos de cajueiros
(Tabela 3). No entanto, verificou-se grandes varia¢des quanto ao tamanho das lesdes, o
tipo e frequéncia dos sintomas provocados as plantas.

Em geral, pode-se observar que as espécies Ne.hyalinum e P. stromaticum foram
menos agressivas, provocando lesdes de menores comprimentos aos genétipos. O
gendtipo BRS253 mostrou-se como o mais susceptivel as espécies de
Botryosphaeriaceae, apresentando as lesdes de maiores comprimentos (Tabela 3).

Estatisticamente, as espécies de Botryosphaeriaceae ndo apresentaram diferencas
significativas entre si quando inoculados nos gendétipos BRS 274 e EMBRAPASI,
evidenciando certa resisténcia genética destes materiais frente a inoculacdo dessas
espécies fungicas (Tabela 3).

No gendtipo BRS274 as lesdes provocadas pelas espécies variaram 26,70 + 9,0
mm, e no gendtipo EmbrapaS1 as lesdes variaram de 25,41 + 5,19 mm. As espécies L.
brasiliense, L. caatinguensis, L. euphorbicola e L. pontae se destacaram como as mais
agressivas a todos os genotipos, com exce¢cdo para L. pontae no BRS189 e L.
caatinguensis no BRS253 e BRS265. Importante destacar também, a agressividade do
isolado de N. kwambonambiense quando inoculado aos gendtipos CCP76, BRS226 e
BRS253.

Quanto a sintomatologia, quando comparados com as espécies de Lasiodiplodia,
as espécies dos géneros Pseudofusicoccum, Neoscytalidium e Neofusicoccum causaram
menos sintomas (cancros, resina, seca € morte) aos gendtipos de cajueiro. Observou-se
que quanto mais agressivo a espécie, maior era a quantidade de resina exsudada pelos
hospedeiros e maiores as lesdes internas, externas, sob e adjacentes ao tecido caulinar
inoculado. E consequentemente, quanto maiores as lesdes, maior foi a formacao cancros

necrdticos. Apenas P. stromaticum nao causou lesdes externas, cancros, seca € morte
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nas plantas, notando que apenas o gendtipo CCP09 ndo produziu resina ao ser

inoculado.
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Tabela 3. Comprimento da lesdo (mm) provocada por espécies de Botryosphaeriaceae no caule de diferentes gendtipos de cajueiro. Fortaleza, Ceard,
2016.

Espécies Genotipos® e

CCP76 BRS189  BRS226 BRS253 BRS265 BRS274 BRS275 CCP09 Embrapa51 Média
L. brasiliense 42,42Aa 50,37Aa 49.81Aa  57,42Aa 36,58Ab  31,52Ab  52,40Aa  22,90Ba 26,53 Aa 41,10
L. caatinguensis 48,26Aa 4740Aa  3529Aa  35,12Ba  20,70Bb  28,70Ab  24,59Bb  26,29Bb 19,73 Ab 31,78
L. euphorbicola 61,49Aa 65,73Aa  43,46Ab  70,36Aa  4540Ab  37,30Ab  41,87Ab  2532Bb 28,95 Ab 46,65
L. pontae 60,81Aa 33,72Bb ~ 40,57Ab  69,67Aa 59,37Aa  27,22Ab  44,32Ab  22,09Bb 32,87 Ab 43,40
L. pseudotheobromae ~ 29,59Bc 30,62Bc 63,37Aa  43,11Bb  26,55Bc  20,28Ac  20,31Bc  36,31Bc 22,60 Ac 32,53
L. theobromae 19,73Bb 31,43Bb  38,80Ab  32,05Bb 24,38Bb  40,45Ab  22,32Bb  61,10Aa 23,99 Ab 32,70
N. kwambonambiense  45,80Aa 36,80Bb  4295Aa  56,35Aa 29,30Bb  24,95Ab  29,23Bb  28,79Bb 21,40Ab 35,06
Ne. hyalinum 32,01Ba 10,64Ca 16,45Ba  29,56Ba  11,58Ba  16,47Aa  15,19Ba 12,72Ba 19,76Aa 18,26
P. stromaticum 32,92Ba 14,27Cb 27,79Ba  26,75Bb  17,70Bb  13,46Ab  32,72Ba  14,54Bb 32,94Aa 23,68
Média 41,45 35,66 39,84 46,71 30,17 26,70 31,44 27,78 25,42

*Médias seguidas das mesmas letras maidsculas na coluna e mesmas letras minudsculas nas linhas néo se diferenciam entre si pelo teste de Scott-Knott P<0,05.
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3.2 Controle quimico in vitro

Por meio da andlise de Probit, foi observado que o i.a carbendazin apresentou as
menores CLsy (Tabela 4) quando comprado ao i.a tebuconazole, frente a inibicao das
espécies de Botryosphaeriaceae.

A espécie L. theobromae foi a mais sensivel ao carbendazin, necessitando da
menor CEsg, seguida das espécies L. euphorbicola, N. brasiliense, Ne. hyalinum e P.
stromaticum, as quais apresetaram, entre si, o0 mesmo valor de DLs, (Tabela 4). Quanto
ao tebuconazole, os valores de DLsy foram superiores para todas as espécies quando
compradas com o carbendazin. Através da andlise de probit estima-se que as L.
brasiliense, L. pseudotheobromae e L. pontae necessitam de doses de tebuconazole
superiores as testadas no presente trabalho, para que haja a inibi¢do de pelo menos 50%

de seu crescimento (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdo letal (CLsg) in vitro dos i.a carbendazin e tebuconazole para inibir
50% do crescimento das espécies de Botryosphaeriaceae. Fortaleza, Ceard, 2016.

Fungicida Isolados CEs) (mg L") IC-CEs (mg LY
Carbendazin L. brasilienses 0,37 0,32-0,42
L. caatinguensis 0,36 0,06 - 2,32
L. euphorbicola 0,12 0,03 -0,44
L. pontae 0,43 0,20 - 0,90
L. pseudotheobromae 0,38 0,09 -1,62
L. theobromae 0,06 0,02 - 0,17
Neofusicoccum brasiliense 0,12 0,03 -0,44
Neoscytalidium hyalinum 0,12 0,03 - 0,44
Pseudofusicoccum stromaticum 0,12 0,03 -0,44
Tebuconazole L. brasiliense 4,20 3,66 —4,75
L. caatinguensis 0,75 0,68 - 0,82
L. euphorbicola 0,63 0,30 - 1,67
L. pseudotheobromae 5,81 5,30-6,32
L. pontae 5,54 4,62 - 6,46
L. theobromae 3,72 3,22-4,22
Neofusicoccum brasiliense 3,58 2,85 -4,30
Neoscytalidium hyalinum 1,63 1,08 - 2,17
Pseudofusicoccum stromaticum 0,61 0,31 -0,91

Abreviacdes: CEsy — Concenracdo efetiva necessdria para inibir 50% do crescimento micelial da
espécie. IC- intervalo de confianca.
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De acordo com a ANOVA, verificou-se interacdo significativa entre os fatores
fungicidas versus concentragdes em todas as espécies analisadas.

O efeito percentual de inibi¢do do crescimento micelial das espécies, em cada
fungicida nas concentracdes testadas, se ajustaram ao comportamento polinomial
quadratico (y=ax?+bx+c) de regressdo, para todas as espécies, com excecdo a L.
pseudotheobromae no fungicida tebuconazole, que se ajustou ao modelo linear da
regressdo (y=ax?+b) (Tabela 5).

Para as espécies L. pontae, Ne. hyalinum e P. stromaticum ndo houveram
diferencas estatisticas significativa entre os efeitos dos fungicidas carbomax e
tebuconazole (Valor de P, Tabela 5). Enquanto isso, para as demais espécies, foi
verificado diferencgas significativas entre o comportamento dos fungicidas (Valor de P,
Tabela 5).

De acordo com as equacdes de regressdo, a concentracdo capaz de causar a
maxima inibi¢do das espécies, foram de 2,98 mg L' para a espécie L. brasiliense no
fungicida carbomax e 10,91 mg L eno fungicida tebuconazole. Para L. caatinguesis
foram de 2,86 mg L' e 3,33 mg L para os fungicidas carbomax e tebuconazole,
respectivamente.

Para L. euphobicola de 2,90 mg L' e3,04 mg L, respectivamente. Para a espécie
L. pseudotheobromae no fungicida carbomax, a concentragcdo méxima para inibir em
100% seu crescimento foi de 2,93 mg L', enquanto que, para o tebuconazole, essa
mesma concentracdo, causou inibi¢do apenas de 24,53% do seu crescimento micelial.
Para L. theobromae essas concentragdes méaximas foram de 2,87 mg L'e3,17 mg L'
para os fungicidas carbomax e tebuconazole, respectivamente. E para a espécie N.
brasiliense foram de 2,95 e 3,23 mg L™ para os fungicidas carbomax e tebuconazole,

respectivamente.
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Tabela 5. Percentual de inibi¢do in vitro do crescimento micelial das espécies de Botrysphaeriaceae quando submetidas a diferentes concentracdes dos
ingredientes ativos (i.a) carbendazin e tebuconazole. Fortaleza, Ceard, 2016.

Concentracdes (mg L)

Valor

Espécies Fungicidas 0.0 0.01 0.0 01 05 10 5.0 Equacao da Regressao! R? de P

I brasiliense C 0,00 0,00 0,00 0,00 76,81 91,94 100,00 y= —21,07;(2+125,77x—2,20 0,95%:* S
T 0,00 2,94 0,00 2,19 26,44 30,97 55,12 y=-5,78x"+39,82x+0,63 0,96%*

L. caatinguensis C 0,00 0,00 1,57 0,00 90,38 86,78 80,37 y= —22,017§2+ 126,17x -0,42  0,87%:* .
T 0,00 0,00 1,62 12,32 4928 60,21 97,66 y=-11,53x"+76,79x+1,77 0,97%*

L. euphorbicola C 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 100,00 100,00 y-= -24,75xz+143,96x-1,22 0,89%:* S
T 0,00 0,00 0,00 17,13 56,29 66,52 80,31 y=-14,21x"+86,62x+2,37 0,95%:*

L. pontae C 0,00 0,00 0,00 23,57 76,53 88,775 100,00 y= —19,41§2+1 16,32x+3,42 0,94 % s
T 0,00 0,00 0,00 20,00 14,68 26,54 38,98 y=-4,12x"+27,74x+3,40 0,82%:*

L pseudotheobromae C 0,00 0,00 0,00 12,42 76,70 89,92 90,57 y=-21,102x"+123,99x-2,05 0,94 % .
T 0,00 0,00 0,00 0,00 13,58 20,00 37,00 y=06,41x+5,75 0,72%*

L theobromae C 0,00 3,68 10,19 100,00 100,00 100,00 100,00 y= -19,80;;2+1 13,93x+25,04 0,58%*:* q
T 0,00 0,60 0,00 0,00 30,42 44,35 5943 y=-9,00x"+57,16x-1,35 0,98%*

Ne. hyalinum C 0,00 0,00 0,00 0,00 8591 9493 100,00 y= -9,98X242-61,05X-0,90 0,94 %:* s
T 0,00 0,00 18,42 3,42 22,59 2991 65,10 y=-12,82x"+82,915x+0,32 0,97%:*

N. brasiliense C 0,00 0,00 0,00 0,00 38,90 4430 5490 y= —22,48x§+132,72x-1,80 0,92%:* .
T 0,00 0,00 10,64 0,00 4437 68,35 94,31 y=-12,82x"+82,915x+0,32 0,97%:*

P stromatioum C 0,00 0,00 26,37 34,04 70,99 100,00 100,00 y= -19,35x§+1 14,53x+10,97 0,94 %:* s
T 0,00 10,87 4,87 27,39 73,90 77,03 100,00 y=-15,48x"+95,50x+9,22 0,91 %=

Valor de P: probabilidade de t de Student a 5% significancia, obtido pela comparacdo entre os respectivos coeficientes das equagdes de regressdo de cada fungicida
dentro de cada espécie. Os valores de t tabelado foram calulados pela Férmula 1. (s) Pelo menos um dos coeficientes da regressdo diferiu entre si pelo teste t de
probabilidade a 5% de significincia. Logo, os efeitos entre os fungicidades diferiram entre si dentro da espécie testada; (ns) os coeficientes da regressdo ndo diferem
entre si pelo teste t de probabilidade a 5% de significancia. Logo, os efeitos entre os fungicidades ndo diferiram entre si, dentro da espécie testada. (**) diferiram a 5%

de significincia.
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Figura 1. Visualizacdo das curvas de regressdo para as espécies de Botryosphaeriaceae submetidas a diferentes concentracdes dos

ingredientes ativos carbendazin e tebuconazole, conforme as informagdes contidas na tabela 1.
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4 DISCUSSAO

Raros sdo os estudos que avaliam a interacdo entre espécies de Botryosphaeriaceae-
hospedeiros-ambiente para fins de manejo, além da caréncia de fungicidas registrados junto
ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) para fins de controle dessas
espécies. Portanto, o presente estudo se destaca como o primeiro a avaliar a viruléncia de
vérias espécies de Botryosphaeriaceae em gendtipos de cajueiro desenvolvidos pela Embrapa
Agroindistria Tropical, bem como a avalia¢do do efeito in vitro dos fungicidas (carbendazin e
tebuconazole).

Até entdo Lasiodiplodia theobromae sensu lato era a unica espécie responsdvel por
provocar enfermidade, juntamente com a presenca de cancros e morte descendente em ramos
de cajueiro (Coutinho et al., 2016) sendo até entdo a unica Botryosphaeriaceae estudada em
plantas jovens de genétipos de cajueiro cultura. Ao inocularmos nove diferentes espécies de
Botryosphaeriaceae, isoladas de diversas fruteiras tropicas no Nordeste brasileiro, em nove
gendtipos de cajueiro ando precoce, percebeu-se a incidéncia da doenca em todas as plantas
inoculadas, porém com diferentes niveis de viruléncia, dependendo da interacdo patdégeno x
hospedeiro. Outras espécies de Lasiodiplodia como: L. brasiliense, L. caatinguensis, L.
euphorbicola e L. pontae mostraram-se mais virulentas que L. theobromae sensu stricto, por
provocarem maiores lesdes em seus tecidos. O tamanho da lesdo ou a taxa de expansio da
lesdo sdo considerados importantes componentes, utilizados pelos melhoristas, para anélise da
resisténcia do hospedeiro bem como na distin¢ao de fontes de resisténcias dentro de espécies
de plantas (BERGER et al., 1997).

Até o ano de 2002, CCP 76, primeiro genétipo obtido no ano de 1983, era
majoritariamente o mais cultivado em larga escala no semidrido nordestino e por isso
apresentando vérios problemas fitossanitdrios, destacando-se a ocorréncia da resinose
(CARDOSO et al., 1998), fato este que pode explicar o crescente desenvolvimento da doenca
na regiao (CARDOSO et al., 2006). Em virtude desse aspecto, a Embrapa Agroindustria
Tropical viu-se diante da necessidade de desenvolver estudos objetivando a elucidagdo dos
aspectos epidemioldgicos envolvendo o controle da resinose, focando principalmente na
busca pela selecdo e obtencdo de gendtipos de cajueiro comercialmente produtivos e
resistentes a essa enfermidade (PAIVA et al., 2002; CARDOSO et al., 2006). A obtengdo

desses genotipos ocorreu, principalmente, devido a grande variabilidade genética presente nas
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populacdes de cajueiro, que proporcionou a ocorréncia de tipos superiores e a formagdo de
plantas que entraram no processo de competicao (PAIVA et al., 2004).

O gendtipo Embrapa 51, langcado no mercado em 1996, considerado um material
alternativo para resisténcia a resinose (CARDOSO er al, 2007), a antracnose e,
moderadamente resistente ao mofo preto (CARDOSO et al, 1999) mostrou-se também
moderadamente resistente a todas as espécies de Botryosphaeriaceae inoculadas (Tabela 4). O
mesmo comportamento também foi observado no genétipo BRS274 demonstrando também
possuir uma resisténcia moderada as essas espécies, o que nos leva a recomendi-los como
materiais mais resistentes a resinose.

Estudos comprovaram que os gendtipos CCP76 e BRS266 mostram-se susceptivel e
resistente, respectivamente, a resinose provocada Lasiodiplodia theobromae sensu lato
(PAIVA et al., 2008; CARDOSO et al., 2010). No entanto, no presente trabalho, os referidos
genotipos, assim como o gendtipo BRS189, mostraram-se igualmente susceptiveis as espécies
de Botryosphaeriaceae inoculadas, compondo um grupo aqui classificado como
moderadamente susceptivel (Tabela 4). O gendétipo BRS253 mostrou-se o acesso mais
susceptivel as espécies de Botryosphaeriaceae inoculadas. Uma vez que os teores de tanino do
genotipo BRS226 sdo superiores ao do CCP76 no pseudofruto (PAIVA et al., 2004) sugerem
a hipdtese que esses teores sejam superiormente presentes nos tecidos caulinares, o que lhes
confere uma maior resisténcia quando infectado com L. theobromae lato sensu (CARDOSO
et al., 2010). No entanto, diante da alta viruléncia das espécies inoculadas nestes respectivos
gendtipos (Tabela 4), observamos a necessidade de mais investigacdes quanto a
epidemiologia dos patégenos usados. Com relagdo aos gendtipos avaliados no nosso estudo
saliente-se que, a falta de manejo adequado do cajueiro, tem contribuido para o
estabelecimento de vérias doencas em pomares contribuindo para o aumento substancial das
podriddes causadas por fungos da familia Botryosphaeriaceae nas principais dreas produtoras
do semiarido nordestino (CARDOSO et al., 2004; CARDOSO et al., 2006; PAIVA et al.,
2008).

A falta de especificidade de muitos membros da Botryosphaeriaceae (SLIPPERS &
WINGFIELD, 2007), sugere que a expansdo da drea e especiacdo dentro deste grupo é
influenciada por fatores ambientais (SAKADILIS et al., 2013). A suscetibilidade e a
resisténcia das plantas as doencas podem ser controladas tanto por fatores genéticos, como
também determinada por fatores nao-genéticos como a idade da planta e o ambiente, os quais

freqlientemente atuam antes da infeccao pelo patégeno (ROUX & WINGFIELD, 1997).
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Ao avaliar a viruléncia de Fusicoccum aesculis e Neofusicoccum parvum, a 47 acessos
de mangueira, foi observado que todos os acessos foram mais ou menos susceptiveis e que as
infec¢des provocadas por estas espécies aumentaram de tamanho com o tempo, dependendo
das condi¢des de temperatura, estddio de desenvolvimento do hospedeiro, umidade relativa e
da resisténcia do hospedeiro (BATISTA et al., 2012). Com relagcdo ao estudo com genotipos
de cajueiro, estes indicam que a susceptibilidade a resinose de grande parte do germoplasma
testado €, possivelmente, devido a um tipo de resisténcia poligénica ou do tipo horizontal
(CARDOSO et al., 2006).

A incidéncia e a severidade de L. theobromae lato sensu em diferentes campos de
germoplasma de cajueiro possuem alta correlagdo com fatores do tipo: pressdes de outras
doencas, genodtipos envolvidos, idade das plantas e estdgios da epidemia, sendo necessarios
estudos de duracdo de no minimo de trés anos em pomares, a fim de que se tenha um indice
de doenca confidvel para se obter parametros de resisténcia e susceptibilidade (CARDOSO et
al., 2004).

Mesmo diante das dificuldades com a legalizacdo de produtos quimicos para o
controle de espécies de Botryosphaeriaceae, a eficiéncia desses produtos € cada vez mais
testada diante do espectro de espécies e novas associacdes patdgeno-hospedeiro identificadas.
Dentre os mais utilizados se encontram os grupos dos benzimidazdis e tridzois por serem
alguns dos registrados para o controle de espécie de Botryosphaeriaceae. Os benzimidazois
atuam na divisd@o celular fiingica, interrompendo a divisdo celular obstruindo o ciclo mitético
e a formacdo da placa metafdsica. Os triazéis, por outro lado, inibem a formacdo do
ergosterol, prejudicando a formagdo das membranas celulares, provocando o colapso das
células fungicas e a interrup¢do do crescimento micelial; sendo capaz de ativar uma variedade
de diferentes mecanismos de resisténcia através de mutacdes em genes alvo ou ativacdes de
enzimas alternativas (MA & MICHAILIDES, 2005).

O carbendazin mostrou-se o mais eficiente em inibir o crescimento micelial das espécies
de Botryosphaeriaceae aqui testadas quando comparado ao tebuconazole, necessitando de
menores CEsy (Tabela 5). Espécies do género Neofusicoccum, Neoscytalidium e
Pseudofusicoccum bem como L. euphorbicola mostraram-se mais sensiveis que as demais
espécies, sendo inibidas somente com CEs( de 0,12 mg L! de carbendazin (Tabela 5). Mesmo
necessitando se CEsg maiores Neoscytalidium, Pseudofusicoccum, L. euphorbicola e L.
caatinguensis também se mostraram as mais sensiveis ao Tebuconazole. Neste caso, testes em

in vivo em plantas jovens em casa de vegetacdo e em campo, bem como em plantas adultas
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em pomares ja instalados, sdo necessdrios para avaliar a real eficiéncia desses produtos nas
respectivas espécies de Botryosphaeriaceae testadas, até entdo nao estudadas no Bioma
Caatinga. Propdem-se também, a selecio de outros fungicidas, tanto de contato como
sist€émicos, a partir de diferentes grupos quimicos, uma vez que a rotagdo e a combinacio de
produtos de modo de acdo diferentes impedem populacdes de patdégenos de desenvolver
resisténcia (DENMAN et al., 2004).

Em comparacdo aos dois fungicidas aqui testados, outros estudos também ressaltam a
superioridade de carbendazin frente ao tebuconazole no controle de Botryosphaeriaceae. L.
theobromae continua a ser a espécie mais investigada, porém nota-se uma crescente demanda
no estudo de outras espécies da familia, as quais, mediante as novas ocorréncias no Brasil, nos
norteia para os proximos trabalhos. Pitt ef al., (2012) destacam a superioridade de carbendazin
quando comparado a outros fungicidas, inclusive ao tebuconazole, no controle de cancros de
videiras provocados por Botryosphaeriaceae, se entretanto, descartar a eficiéncia dos demais
produtos. Quanto a sensibilidade das espécies, esses autores mostram que N. parvum foi o
mais sensivel seguida de B. dothidea, Diplodia seriata e L. theobromae, sendo necessario in
vitro CEsp de 0,02 mg L' de Carbendazim, enquanto no campo foram necessario 1 ml Lt
para controlar entre 27 e 41% dessas Botryosphaeriaceae. Syed et al. (2014), ao testarem um
espectro de fungicidas em frutos de manga no controle de L. theobromae, ressaltam a
superioridade de Carbendazin frente aos outros principios ativos, inibindo 100% o patégeno a
partir de 10 ppm do i.a in vitro e 20.000 ppm in vivo. No Brasil, Pereira et al. (2012) relatam
que isolados de L. theobromae, oriundos de pomares de mamao, mostraram-se menos
sensiveis ao Tebuconazole e necessitando de maiores CE50 (0.14 a 4.05 mg Lfl)
corroborando com os valores encontrados em nosso estudo (3,22 a 4,22 mg Lfl). Estes valores
mostram-se bastante elevados quando comprados com outras espécies filogeneticamente
proximas a L. theobromae, como B. dothidea (0.291 mg L_l) (MA et al, 2002) e B.
protearum (1,32 mg Lﬁl) (DEANMAN et al., 2004).

Tebuconazole também se mostrou eficaz na inibi¢do do crescimento micelial de B.
parva, B. obtusa, B. lutea e B. stevensii em videiras, com CEsy em torno de 0,09 mg L‘],
porém sendo incapaz em inibir a germinacdo de seus esporos (VAZ, 2008). O uso de doses
recomendadas de tebuconazole e reduz o risco de desenvolvimento de resisténcia mostrando-
se uma boa alternativa no controle de B. dothidea em pomares de pistacho na Califérnia,

quando integrado em um manejo de doencgas (Ma et al., 2002). Tebuconazole e carbendazin
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foram os mais eficazes, controlando igualmente o crestamento do pedinculo em flores de
Polianthes tuberosa, provocado por L. theobromae (DURGADEVI et al., 2014).

Diante da baixa especificidade frente as atuais e as novas espécies de
Botryosphaeriaceae, bem como as novas associa¢des patdgeno-hospedeiro ultimamente
relatadas no Nordeste brasileiro, os resultados obtidos nessa pesquisa representa o inicio de
um processo de investigacdo em torno da epidemiologia, sensibilidade e viruléncia dessas
novas espécies, e como medidas promissoras de controle que visam complementar o manejo
integrada das doencas provocadas por esses fungos. As espécies de Lasiodiplodia,
principalmente as recentemente identificadas, mostraram-se sempre mais virulentas e
resistentes que as espécies dos outros géneros de Botryosphaeriaceae quando inoculadas nos

diferentes genoétipos de cajueiro e submetidas ao tratamento com fungicidas.

5 CONCLUSOES

Quanto ao controle genético, todas as espécies de Botryosphaeriaceae inoculadas
mostraram-se patogénicas aos genotipos de cajueiro, porém com diferentes niveis de
viruléncia.

Em geral, as espécies de Lasiodiplodia foram mais virulentas aos genétipos de cajueiro,
com destaque para L. caatinguensis, L. brasiliense, L. euphorbicola e L. pontae.

O gendtipo de cajueiro BRS253 foi o mais susceptivel, seguido dos genétipos CCP76,
BRS189 e BRS226 que ndo diferiram entre si. Os demais genotipos foram moderamente
resistentes, com destaque para BRS274 e Embrapa 51, sobre os quais as espécies nao
diferiram em viruléncia.

Quanto ao controle quimico, os fungicidas carbendazin e tebuconazole mostraram-se
eficientes na inibicdo do crescimento das espécies testadas, porém carbendazin mostrou-se
superior ao tebuconazole, necessitando de menores CEsp (<0,5 mg LY. As espécies de

Neofusicoccum, Neocystalidium e Pseudofusicoccum foram mais sensiveis a estes quimicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o quadro sintomatolégico
envolvendo os sintomas de morte descendente, cancros e exudacdo de goma em caules e
ramos de frutiferas lenhosas tropicais no Nordeste brasileiro, esta diretamente associado a um
complexo de espécies fungicas pertencente a familia Botryosphaeriaceae. Essa confirmagdo
foi possivel por meio da combinagdo de dados moleculares, através do sequenciamento génico
de trés regioes do DNA e andlise filogenética dos mesmos, e de dados morfofisiolégicos e
patogénicos dos isolados fungicos obtidos.

Por meio do alinhamento das sequéncias e uso de programas de bioinformdtica, as
andlises filogenéticas foram estabelecidas, sendo entdo confirmada a presenca de duas novas
espécies do género Lasiodiplodia. Na descricdo taxondmica dessas espécies, as mesmas foram
denominadas: Lasiodiplodia caatinguensis sp. nov e Lasiodiplodia pontae sp. nov, em
homenagem ao bioma Caatinga predominante no Nordeste, e in memoriam ao fitopatologista
nordestino José Juilio da Ponte, respectivamente.

Além da descricao de novas espécies, outras espécies de Lasiodiplodia também foram
identificadas (Lasiodiplodia brasiliense, L. euphorbicola, L pseudotheobromae). Tais relatos
foram objeto de um artigo ja publicado em um periodico de impacto internacional (Plant
Pathology, 2016, Doi: 10.1111/ppa.12565), que ja se encontra disponivel & comunidade
cientifica.

Espécies de outros géneros pertencentes a Botryosphaeriaceae também foram
associadas aos sintomas supracitados, dentre elas: Neofusicoccum brasiliense, Neofusicoccum
kwambonambiense, Neoscytalidium hyalinum e Pseudofusicoccum stromaticum. Esses relatos
caracterizaram-se como inéditos em associa¢do com frutiferas da familia Anacardiaceae no
estado do Cearé e do Piaui.

A presente tese revela-se, na literatura fitopatologica, como o primeiro estudo realizado
no Ceara envolvendo a caracteriza¢do molecular de fungos da familia Botryosphaeriaceae e a
contribuir com a descricdo de duas novas espécies. Os impactos dos resultados alcancados
desempenham uma grande contribui¢do para a elucidacao da diversidade taxon6mica em volta
desses fungos, bem como, para o avango da micologia molecular mundial. Os demais
resultados apresentados na tese irdo gerar publicacdes em periddicos com Qualis Capes, no
minimo B1, e indexados com fator de impacto JCR (Journal Citation Reports).

Com isso, ressalta-se, que o sucesso na execucdo dos objetivos propostos na presente

tese, foram frutos de parcerias estabelecidas entre o corpo discente e docente do Programa de
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Pés-graduacdao em Agronomia/Fitotecnia da Universidade Federal do Ceard com
pesquisadores da Embrapa Agroinsdustria Tropical, que forneceram toda a infraestrutura
fisica, técnica e cientifica para a realizacdo do mesmo. Ressalta-se também, que o
desempenho e o compromisso dos profissionais que colaboraram para a execucdo desse
trabalho, foram primordiais para o cumprimento da principal meta desse projeto: Gerar

ciéncia de qualidade.



