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RESUMO

O oidio ¢ atualmente a doenca mais importante do cajueiro em todas as regies produtoras do
Brasil. Embora tenha sido relatada pela primeira vez ha mais de um século, até o inicio do
século XXI ndo haviam sido observadas no Brasil epidemias que causassem grande impacto
econdmico. Diferencas morfolégicas e patogénicas do agente causal evidenciaram a
possibilidade de que diferentes espécies do género Erysiphe estariam associadas ao oidio do
cajueiro. Resultando, portanto, em fortes indicios de envolvimento de diferentes hospedeiros
na epidemiologia da doenga em cajueiro. Este estudo foi desenvolvido para elucidar estas
questBes, comparando por filogenia molecular os tipos morfolégicos associados ao oidio em
cajueiro no Brasil. As relacbes filogenéticas foram reconstruidas em fungos causadores de
oidios em plantas que ocorrem no ecossistema do cajueiro, visando conhecer suas relagdes com
0s hospedeiros, ensejando possiveis envolvimentos de hospedeiros alternativos com as
epidemias verificadas no cajueiro. O trabalho consistiu inicialmente de coleta de amostras de
plantas com sintomas de oidio, testes de patogenicidade nos hospedeiros originais, seguindo-se
com as analises morfoldgicas, filogenéticas e inoculagdes cruzadas. Com base nestas analises,
foi demonstrado que duas espécies estdo associadas ao oidio do cajueiro: Erysiphe quercicola
que infecta tecidos jovens imaturos, como folhas novas, flores e frutos jovens; e Erysiphe
necator o qual infecta tecidos foliares maduros e sombreados. Este é o primeiro relato sobre a
ocorréncia tanto de E. quercicola quanto de E. necator causando oidio em cajueiros, e a
primeira deteccdo de E. necator neste hospedeiro. Estes estudos permitiram a identificacao
inédita de hospedeiros alternativos de E. quercicola como o urucuzeiro (Bixa orellana), o
sombreiro (Clitoria fairchildiana) e a mangueira (Mangifera indica). Os testes de inoculacdo
cruzada serviram para levantar a possibilidade de envolvimento destas espécies de plantas como

fonte primaria de indculo do oidio do cajueiro.

Palavras-chave: Oidio. Erysiphe quercicola. Erysiphe necator. Caracterizacdo molecular.

Hospedeiros alternativos.



ABSTRACT

Powdery mildew is currently the most important cashew disease in all producing regions of
Brazil. Although it was first reported more than a century ago, up to the beginning of the twenty-
first century there were no epidemics in Brazil that caused a major economic impact.
Differences in morphological and pathogenic of the causal agent showed raise the possibility
of different species of the genus Erysiphe would be associated to the cashew powdery mildew.
Resulting, therefore, in strong evidence of involvement of different hosts in the cashew disease
epidemiology. This study was developed to elucidate these questions, comparing by molecular
phylogeny the morphological types associated with the cashew tree powdery mildew in Brazil.
The phylogenetic relationships were reconstructed in fungi causing powdery mildews in plants
that occur in the cashew tree ecosystem, aiming to know their relations with the hosts,
provoking possible involvements of alternative hosts with the epidemics verified in the cashew
tree. The work consisted initially of collecting samples of plants with symptoms of powdery
mildew, pathogenicity tests in the original hosts, followed by morphological, phylogenetic and
cross-inoculation analyzes. Based on these analyzes, two species have been shown to be
associated with cashew powdery mildew: Erysiphe quercicola, which infects young immature
tissues, such as bright leaves, flowers and young fruits; and Erysiphe necator, which infects
mature and shaded foliar tissues. This is the first report on the occurrence of both E. quercicola
and E. necator causing powdery mildew in cashew trees, and the first detection of E. necator
in this host. These studies allowed the first identification of alternative hosts of E. quercicola
as Bixa orellana, Clitoria fairchildiana and Mangifera indica. Cross-inoculation tests served to
raise the possibility of involvement of these plant species as the primary source of cashew

powdery mildew inoculum.

Keywords: Powdery mildew. Erysiphe quercicola. Erysiphe necator. Molecular

characterization. Alternative hosts.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma frutifera tropical de importancia
econdmica e social para a regido Nordeste, atribuida aos diversos produtos que podem ser
explorados comercialmente a partir da castanha, do peddnculo e da madeira. Entre as doencas
com maior potencial de dano, destaca-se o oidio do cajueiro que, apesar de ter sido considerada
uma doenca sem importancia econémica de relato muito antigo, €, atualmente, a principal
doenca associada a esta planta no Brasil (CARDOSO et al., 2014; CARDOSO et al., 2017).

O primeiro relato de ocorréncia do oidio em cajueiro foi originalmente descrito no
estado de S&o Paulo, por Noack (1898), quando nomeou 0 seu agente causal como Oidium
anacardii Noack, com base apenas em caracteres morfologicos anamarficos e no hospedeiro
original. Uma publicacéo recente sobre a taxonomia dos agentes etiologicos dos oidios trouxe
uma nova nomenclatura para a espécie morfologica O. anacardii, passando para Pseudoidium
anacardii (Noack) U. Braun & R.T.A. Cook, comb. nov. (forma anamorfica de Erysiphe
quercicola S. Takam. & U. Braun) (BRAUN; COOK, 2012).

Apesar de ter sido descrito pela primeira vez no Brasil, o oidio se tornou a principal
doenca do cajueiro em alguns paises da Africa em meados do século XX (CASULLI, 1979;
MARTIN et al., 1997). No entanto, havia caracteristicas epidémicas bastante diferentes
daquelas descritas no continente africano em comparacdo com o oidio descrito no Brasil, como
a idade dos tecidos infectados, danos a produtividade e agressividade. Nos Gltimos anos, no
Nordeste do Brasil, 0s sintomas originalmente descritos por Noack (1898) que se limitavam as
folhas maduras e de ocorréncia endémica, passaram a ocorrer também de forma semelhante aos
sintomas do oidio descrito no continente africano, com a predominancia dos sintomas em folhas
e brotacdes novas, inflorescéncias e maturis (CARDOSO et al., 2014).

Novos estudos tém trazido esclarecimentos das causas dessa doenca. Um trabalho
recente baseado na caracterizacdo morfoldgica, molecular e patogénica relatou pela primeira
vez a ocorréncia de E. quercicola causando oidio em cajueiro no Brasil (CARDOSO et al.,
2017), embora ja tenha sido relatada como a causa de epidemias verificadas na Tanzania
(LIMKAISANG et al., 2006). No entanto, observacdes morfolégicas preliminares revelaram
consistentemente diferencas na forma e no tamanho dos conidios entre o oidio originalmente
descrito (NOACK, 1898) e o novo oidio encontrado na Africa e recentemente no Brasil, que
afeta os demais 6rgdos (HONORATO et al., 2016).

Apos observagoes de campo e de laboratdrio, ficou claro que as caracteristicas dos

sintomas, epidemia e morfologia diferem entre os dois oidios verificados em cajueiro. Uma
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identificacdo precisa dos dois tipos de fungos tornou-se essencial para elucidar as diferencas
taxondmicas entre eles. Além disso, observagdes macroscopicas dos sintomas e sinais de oidios
em &reas onde o cajueiro € cultivado evidenciam a questdo de diferentes hospedeiros do fungo.
Esse fator ecolégico de suma importancia a sobrevivéncia do fungo, representa um sério
problema ao manejo dessa doenca. A identificacdo de possiveis hospedeiros alternativos do
fungo para a ocorréncia do oidio do cajueiro contribui como mais uma estratégia para ser
inserida no manejo integrado da doenca.

Portanto, os objetivos desse trabalho foram (i) comparar os agentes causais dos
diferentes sintomas do oidio que ocorrem no cajueiro no Brasil, para determinar suas relacées
patdégeno-hospedeiro, suas caracteristicas morfologicas e suas relagdes filogenéticas; e, (ii)
comparar os fungos associados ao oidio que ocorrem em plantas tropicais nos ecossistemas
onde o cajueiro € cultivado, visando conhecer suas relagdes com o cajueiro e a possivel

participacdo de hospedeiros alternativos nas epidemias da doenca.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos socioeconémicos do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma frutifera tropical pertencente a
familia Anacardiaceae, que embora esteja dispersa em quase todas as regides tropicais do
mundo, é provavelmente, uma espécie nativa do Brasil (CARDOSO; VIANA, 2011; VIANA
etal., 2016). A planta pode ser encontrada em todo o territério nacional, tendo o litoral da regido
Nordeste como o maior centro de dispersao, concentrando-se, principalmente, nos estados do
Cear4, Piaui e Rio Grande do Norte (CRISOSTOMO et al., 2003; VIANA et al., 2016). A
cultura se destaca como uma das mais exploradas comercialmente, ocupando, em 2017, em
torno de 31,3% do total de area com fruticultura no Nordeste (BRAINER, 2018; IBGE, 2018).
Nessa regido, a cadeia produtiva do caju possui extrema importancia econdmica e social, sendo
responsavel por gerar empregos distribuidos nas atividades agricola, industrial e de servicos
(IBGE, 2013; MOREIRA et al., 2013; ABF, 2017).

A cultura do cajueiro, por ser adaptada as condicdes edafoclimaticas de regides
tropicais e, sua maior parte da producdo ser composta por pequenos produtores, contribui para
a permanéncia de mao-de-obra no campo e gera renda num periodo de entresafra da maioria
das outras culturas da regido (IBGE, 2013; ABF, 2017). Sua importancia econdmica é atribuida

aos dois principais produtos: a castanha (fruto verdadeiro) e o pedunculo (pseudofruto)
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(CRISOSTOMO et al., 2001). A agroindustria da castanha de caju, voltada principalmente para
a exportacdo, tem como principais produtos: a améndoa da castanha de caju (ACC), destinada
para a alimentacdo, e o liquido da casca da castanha (LCC), usado para revestimentos,
plastificantes para borracha, isolantes elétricos, reveladores fotogréficos, tintas, esmaltes,
vernizes, abrasivos e antioxidantes. Enquanto que, na agroindustria do peddnculo, voltada
principalmente para o mercado interno, a maior parte € utilizada no consumo in natura ou na
producao de sucos, cajuina, doces, geléias, rapadura, racdo animal, entre outros (FIGUEIREDO
JUNIOR, 2006; VIDAL, 2016).

A crescente evolugdo na produtividade do cajueiro no Brasil foi observada apds o
lancamento de clones do tipo ando, disponibilizando plantas com caracteristicas cada vez mais
favoraveis ao cultivo, como porte baixo, precocidade, uniformidade da castanha e maior
rendimento tanto em améndoa como em pedunculo (CAVALCANTI et al.,, 1999;
CAVALCANTI et al., 2000). Os principais clones de cajueiro ando cultivados no Brasil séo:
CCP 06, CCP 09, CCP 76, CCP 1001, Embrapa 50, Embrapa 51, BRS 226, BRS 265 e BRS
189 (SERRANO et al., 2013). Além desses, os clones BRS 253, BRS 274, BRS 275, FAGA 1
e FAGA 11 também estdo presentes nas areas produtoras (CAVALCANT; BARROS, 2015).

De acordo com levantamento da FAO (2018a), Vietnd, Nigéria, india e Costa do
Marfim foram os maiores produtores mundiais de castanha de caju em 2016, com 70,6% da
producéo global do produto. O Brasil era 0 quinto maior produtor mundial de castanha de caju
em 2011, e, mais recentemente, passou a ocupar a décima quarta posicdo, com apenas 1,5% do
volume total de castanha produzido no mundo (BRAINER, 2018; FAO, 2018a). Em relacédo a
ACC, os Estados Unidos, Paises Baixos e Alemanha sdo os maiores importadores. Para a
castanha ndo beneficiada (com casca), os maiores importadores sdo a india e o Vietnd, que
possivelmente, beneficiam e reexportam (FAO, 2018b).

No Brasil, segundo dados da Pesquisa Agricola Municipal (IBGE, 2018), a area
ocupada com cajueiro em 2017 foi calculada em 505,5 mil ha; desse total, 99,5% estéa localizado
na regido Nordeste. Os principais produtores dessa regido sdo o Ceara, que possui a maior area
plantada com cajueiro no Pais (61,6% da area nacional e 61,9% da area nordestina), Rio Grande
do Norte e Piaui. Assim, essa regido responde por quase toda a producéo nacional da castanha
de caju (98,8%). Em 2017, a regido Nordeste produziu 132 mil toneladas, tendo o Ceara como
maior produtor nacional com 60,8% da producdo do Pais, correspondente a producéo de 81 mil
toneladas, seguido do Rio Grande do Norte e Piaui com produgdes de 20,67 e 17,1 mil

toneladas, respectivamente (IBGE, 2018).
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A producéo de caju, sofreu nos ultimos anos com uma longa estiagem, no periodo
de 2012 a 2016, e com irregularidade de chuvas ainda em 2017, ocasionando grandes prejuizos
para os cajucultores e afetando diretamente a economia do Pais. Como consequéncias das
baixas producBes de caju ocorridas neste periodo, por falta de matéria-prima, houve a
paralizacdo de diversas industrias de beneficiamento da castanha e do pedunculo, afetando
significativamente as exportacdes de ACC e do LCC, bem como, na producédo de sucos (ABF,
2017). Para contornar esses efeitos negativos, o Brasil, em 2016, foi o terceiro maior importador
de castanha de caju com casca, uma vez que, nos Ultimos anos a oferta de castanha no Nordeste

ndo foi suficiente para atender a demanda das indUstrias processadoras (FAO, 2018b).

2.2 Principais doencas do cajueiro

Apesar de todos 0s aspectos socioecondmicos positivos desta cultura para o Brasil,
por fatores diversos como as estiagens, baixa fertilidade dos solos, pomares em declinio natural
da producéo e principalmente os problemas fitossanitarios, com destaque para as doencas, a
producdo desta “commodity” tem sofrido forte retragdo produtiva nos tltimos 20 anos (VIANA
et al., 2016; VIDAL, 2017). Os problemas com doencas se agravaram ainda mais com o
lancamento de clones do tipo ando, que apesar de proporcionar aumento de produtividade, a
uniformidade genética dessas plantas acarretou em pomares mais vulneraveis ao ataque de
patogenos (VIANA et al., 2016). Além disso, 0 aumento das areas de plantio tem proporcionado
desequilibrios ecologicos que contribuiram para o surgimento de inGmeros agentes patogénicos,
favorecendo a ocorréncia de doencas no cajueiro (CARDOSO; VIANA, 2011).

Ja hé varios anos, vem-se verificando alteracdes epidemioldgicas de varias doencas
fangicas no cajueiro, ocasionando reducGes na produtividade dos clones comerciais
(CARDOSO et al., 2005). As doencas estdo entre os principais obstaculos a exploracao
eficiente das culturas, seja pelos danos diretos na fisiologia e na integridade fisica da planta ou
indiretamente na interacdo com outros tipos de estresses. Entre as doencas do cajueiro, podemos
citar a antracnose (Colletotrichum spp.), a resinose (Lasiodiplodia spp.), a podriddo-preta-da-
haste (Lasiodiplodia spp.), a podriddo-de-raizes e podriddao-do-colo (Pythium splendens Braun
e Pythium ultimum Trow), o mofo-preto (Pilgeriela anacardii Arx & Muller), a mancha-angular
(Septoria anacardii Freire), a mancha-de-xantomonas (Xanthomonas campestris pv.
mangiferae indicae) e, principalmente, o oidio (E. quercicola), que vem atingindo niveis
epidémicos nos udltimos anos no Brasil (FREIRE et al.,, 2002; CARDOSO et al., 2006;
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CARDOSO et al., 2013; VIANA et al., 2016; CARDOSO et al., 2017; COUTINHO et al.,
2017).

2.3 Importéncia econdémica do oidio do cajueiro

O oidio do cajueiro é a doenca de relato mais antigo na cultura e foi por muito tempo
considerada de importancia econdmica irrelevante, ndo apenas pela ocorréncia endémica, mas,
sobretudo, pelo tipo de sintoma manifestado, apenas em folhas maduras da planta (FREIRE et
al., 2002). Sua ocorréncia foi relatada pela primeira vez em cajueiro no estado de S&o Paulo,
em 1898 (NOACK, 1898). O sintoma classico da doenca é a presenca de um revestimento
branco-acinzentado e pulverulento sobre o limbo foliar afetado, que se assemelha a cinza
vegetal (NOACK, 1898; CARDOSO et al., 2013). Na realidade, esses sintomas descritos sao
sinais provenientes da atividade ectoparasitaria do fungo, constituidos por estruturas
vegetativas e reprodutivas como hifas, conidioforos e conidios, cujos haustorios penetram nos
tecidos para a retirada dos nutrientes necessarios a sobrevivéncia e reprodugdo (CARDOSO et
al., 2013; VIANA et al., 2016).

Apesar de ter sido descrito em cajueiro no Brasil no final do século XIX (NOACK,
1898), o oidio se tornou a principal doenca do cajueiro na regido oriental africana em meados
do século XX (CASULLLI, 1979), sendo objeto de politicas publicas de manejo por varios anos
na Tanzania, Mocambique e Malaui. O caso mais estudado foi o da Tanzéania que chegou a
produzir 145 mil toneladas de castanha em 1960, em seguida, esta producéo foi decrescendo
até atingir a cifra de 16 mil toneladas em 1973 (MARTIN et al., 1997). Nas condicGes
epidémicas do oidio descritas na Africa, os sintomas diferiam daqueles na descricdo original
(NOACK, 1898), pela predominancia de ataque nos tecidos juvenis, inflorescéncias,
pedunculos e frutos, causando abortamento de flores, deformacg6es, rachaduras e variolas nos
pedunculos e frutos (CASULLI, 1979; SIJAONA, 1997).

Nos ultimos anos, no Brasil, os sintomas do oidio que se limitavam apenas as folhas
maduras do cajueiro, passaram também a ocorrer de forma semelhante aos sintomas tipicos do
oidio descrito no continente africano (CARDOSO et al., 2012). A ocorréncia destes sintomas
atipicos em alguns cajueiros vinha sendo constatada desde o0 ano 2006 no municipio de Pio IX,
Piaui, passando a ocorrer de forma mais comum e mais severa a partir de 2009 nos estados do
Piaui, Ceara e outras regides produtoras do Nordeste (CARDOSO et al., 2013). Atualmente,
essas novas formas de manifestacdo da doenca tém ocorréncia generalizada em todas as regies

produtoras do Nordeste brasileiro, causando sintomas em folhas e brotagcbes novas,
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inflorescéncias, maturis, frutos maduros e pedinculos (CARDOSO et al., 2012; CARDOSO et
al., 2013; CARDOSO et al., 2014; VIANA et al., 2016; CARDOSO et al., 2017). A doenca
pode causar ainda o abortamento de flores, deformagGes, rachaduras e acentuada variegagao no
pedinculo. Esses sintomas sdo observados em quase todos os clones comerciais, reduzindo o
valor no mercado de mesa (in natura), importante nicho de mercado do agroneg6cio do caju
(CARDOSO et al., 2013; VIANA et al., 2016). Estes sintomas ocorrem com diferentes niveis
de severidade nos clones de cajueiro. Estudos realizados em condi¢des de inoculagdo natural
verificaram maior severidade do oidio nos clones BRS 189 e CCP 06 e menor severidade nos
clones BRS 274, BRS 275, CCP 1001 e BRS 226 (PINTO et al., 2018).

Os danos causados pelo oidio na producao do cajueiro, atualmente, séo muito mais
preocupantes, uma vez que tanto o pedinculo quanto a castanha, principais produtos
comercializados, sdo severamente afetados. No entanto, ndo ha estudos conclusivos sobre o
efeito dos danos causados pela doenca. Ha registros de perdas na producéo de castanha causada
pelo oidio, na Tanzéania, por Martin et al. (1997), que d&o conto de reducbes de 50% a 70% da
producdo pelo ataque severo da doencga. No Brasil, algumas areas, como na regido sudeste do
Piaui e no litoral do Ceara, tém verificado perdas de até 100% em alguns pomares (VIANA et
al., 2016).

2.4 Etiologia do oidio do cajueiro

Em 1898, por ocasido do primeiro relato de ocorréncia do oidio (NOACK, 1898),
0 seu agente causal foi designado como o fungo Oidium anacardii (F. Noack). Sua descricéo
foi feita com base em caracteres morfoldgicos e no hospedeiro. Nenhum registro de deposito
de espécimes em herbarios oficiais e internacionais foi feito, ficando sua descri¢do, puramente
na referéncia bibliografica. Com isso, essa descricdo foi muito superficial, sendo, portanto,
muito inconsistente, considerando os padrbes taxonémicos estabelecidos pelo Cddigo de
Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas.

No entanto, novas e modernas ferramentas, como o sequenciamento das regides ITS
e 28S do DNA ribossémico (rDNA), foram desenvolvidas para auxiliar na taxonomia das
espécies de fungos agentes causais de oidios (TAKAMATSU et al., 1998; MORI et al., 2000;
LACAP et al., 2003; PROMPUTTHA et al., 2005, LIMKAISANG et al., 2006;
TAKAMATSU, 2013; TAKAMATSU et al., 2015). Consequentemente, a nomenclatura
taxonémica dos oidios foi totalmente revisada (BRAUN; COOK, 2012) incluindo analises

filogenéticas, morfologia dos conidios (observados através de microscopia eletronica),
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germinacdo dos conidios, fosseis e classificacdo holomorfica. Essa revisao trouxe uma nova
nomenclatura para a espécie O. anacardii descrita por Noack (1898), agora designada como
Pseudoidium anacardii (F. Noack) U. Braun & R. T. A. Cook comb. nov., cuja fase sexual
ascogena foi identificada como Erysiphe quercicola S. Takam. & U. Braun (BRAUN; COOK,
2012).

Até recentemente, o fungo antes conhecido como O. anacardii relatado no Brasil
afetando apenas folhas maduras da planta foi reclassificado como P. anacardii a partir de
material coletado na Africa. Porém, nessa regido, o fungo causa danos nos demais 6rgios da
planta (i. e. folhas e brotacbes novas, inflorescéncias, maturis, frutos maduros e pedinculos)
(BRAUN; COOK, 2012). No entanto, nos Gltimos anos, no Brasil, tem-se observado a
ocorréncia de sintomas tipicos do oidio descrito no continente africano (CARDOSO et al.,
2013), sem, contudo, desaparecerem os sintomas originais (NOACK, 1898), fato que levanta a
possibilidade de diferengas geneticas e patogénicas no agente etiologico da doenca.
Evidentemente, algumas questbes fundamentais teoricas e praticas referentes a filogenia
molecular e patogenicidade desse grupo de patdgenos precisam ser respondidas a partir de
investigacOes locais, usando métodos modernos de pesquisa (CARDOSO et al., 2017).

Os primeiros estudos visando compreender a causa da variagdo sintomatologica no
oidio do cajueiro no Brasil foram desenvolvidos a partir de 2014, os quais, avaliando
caracteristicas morfologicas dos conidios, revelaram diferencas na forma e tamanho entre o
oidio original descrito por Noack (1898) (i. e. exclusivo das folhas) e a nova forma que afeta os
demais 6rgdos, descrito no continente africano e, mais recentemente, no Brasil (HONORATO
et al., 2016). Além disso, um estudo taxonémico com base em caracteristicas morfoldgicas e
analise de dados de sequéncia de DNA, incluindo as regides ITS e 28S do rDNA parcial de um
espécime fungico de tecido jovem, resultou no primeiro relato de E. quercicola como agente
causal do oidio do cajueiro no Brasil (CARDOSO et al., 2017), embora ja tenha sido relatado
na Tanzania (LIMKAISANG et al., 2006) sob o nome anamdrfico de P. anacardii, que
atualmente é atribuido a E. quercicola (BRAUN; COOK, 2012). Contudo, novos estudos ainda
sd0 necessarios para trazer esclarecimentos sobre as diferencas genéticas, morfoldgicas e

patogénicas dos agentes causais dessa doenca no cajueiro.

2.5 Diversidade de Erysiphe spp. em plantas tropicais no Brasil

As doengas conhecidas por oidio estdo entre as mais importantes no mundo e

representam um largo grupo de fungos fitopatogénicos pertencentes a familia Erysiphaceae
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(Ascomycota; Erysiphales), os quais sdo exclusivamente biotréficos e de distribuicdo
cosmopolita (TAKAMATSU, 2013; TAKAMATSU et al., 2015b). Esse grupo de fungos
infectam folhas, caules, flores e frutos de cerca de 10.000 espécies de angiospermas, causando
danos a producéo, a longevidade produtiva das plantas e a qualidade do produto final (AMANO,
1986).

As plantas hospedeiras de oidios estdo distribuidas, principalmente, em regides
temperadas, embora estes fungos também infectem diferentes espécies de plantas em regibes
tropicais ou subtropicais, incluindo plantas cultivadas economicamente importantes, tais como
A. occidentale L. (cajueiro), Mangifera indica L. (mangueira), Bixa orellana L. (urucuzeiro),
Citrus spp. (laranjeira e limoeiro), Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Muell.-Arg.
(seringueira), e, Acacia spp. (LIMKAISANG et al., 2006). Embora alguns dos agentes
etiologicos do oidio nestas plantas hospedeiras tenham sido descritos como espécies de Oidium
(como O. anacardii F. Noack, O. mangiferae Berthet, O. bixae Viégas, O. citri (J. M. Yen) U.
Braun, O. heveae Steinmann e Oidium sp.) com descri¢cbes de caracteres morfologicos
anamorficos, as identificaces foram baseadas principalmente em suas plantas hospedeiras e as
descrices morfologicas ndo sdo adequadas para delimitar de forma distinta as espécies
(BERECZKY; COLS, 2015; KISS et al.,, 2006). Além disso, estudos morfoldgicos e
moleculares realizados por Limkaisang et al. (2006) indicaram que essas espécies de Oidium
que causam oidio em plantas tropicais possuem sequéncias ITS do rDNA idénticas ou muito
semelhantes as de Erysiphe sp. em Quercus phillyreoides de clima temperado, tendo sido
posteriormente reclassificadas como formas assexuais de E. quercicola S. Takam. & U. Braun
por Takamatsu et al. (2007).

O género Erysiphe é o mais diversificado na familia Erysiphaceae, que contém mais
de 50% de todas as espécies da ordem Erisyphales (450 das 873 espécies), incluindo espécies
de Erysiphe anamorficas (BRAUN; COOK, 2012) e representa um grupo de fungos que produz
apenas um conidio por dia (tipo Pseudoidium) com uma natureza ectoparasitaria, formando um
clado monofilético distinto que compde a tribo Erysipheae (TAKAMATSU, 2013). As espécies
desta tribo sdo divididas em trés grandes grupos morfologicos: a secdo Erysiphe com
casmotécio possuindo varios ascos com apéndices miceldides; secdo Microsphaera com
apéndices com vértices dicotomicamente ramificados; e secdo Uncinula com apéndices com
vértices uncinados, circinados ou helicoidais (BRAUN; COOK, 2012). Apesar de Erysiphe ser
0 género mais diversificado da ordem Erysiphales, ha poucos relatos de sua ocorréncia
causando oidio em plantas tropicais no Brasil. Entre as espécies de Erysiphe identificadas no

Brasil com base em estudos morfolégicos e moleculares, incluem: E. australiana em
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Lagerstroemia speciosa (FONSECA et al., 2016), E. difusa em Carica papaya (BRAUN et al.,
2017), E. heraclei em Daucus carota (BOITEUX et al., 2017), E. necator em Caryocar
brasiliense (BRAUN et al., 2017), E. platani em Platanus x acerifolia (OLIVEIRA et al.,
2015) e E. quercicola em A. occidentale, Delonix regia, Hevea brasiliensis, Quercus robur e
Cinnamomum camphora (CARDOSO et al., 2017; DALLAGNOL et al., 2012; TAKAMATSU
etal., 2015a; PIVETA etal., 2018; DORNELES et al., 2018), conforme apresentado na Tabela
1.

Tabela 1 - Diversidade de Erysiphe spp. relatadas causando oidio em plantas no Brasil

Origem ® No. acesso GenBank

Espécies Hospedeiro Referéncias ®
(Estado) ITS 28S
E. australiana Lagerstroemia speciosa MG KT941419 KT941421 1
E. difusa Carica papaya MG MF616622 - 2
E. heraclei Daucus carota DF KY513703 - 3
E. necator Caryocar brasiliense DF LC228609 - 2
E. platani Platanus x acerifolia RS KF499270 4
E. quercicola  Anacardium occidentale CE KY172852 - 5
E. quercicola Delonix regia SP JQ034229 - 6
E. quercicola Hevea brasiliensis SP AB193607 AB197134 7
E. quercicola  Quercus robur PR KT714236 - 8
E. quercicola  Cinnamomum camphora RS MF183968 - 9

Fonte: elaborada pelo autor.

Dados ausentes = -. (E) Estados brasileiros: CE — Ceara; DF — Distrito Federal; MG — Minas Gerais; PR — Parang;
RS — Rio Grande do Sul; SP — Sdo Paulo. R: 1 - Fonseca et al. (2016); 2 - Braun et al. (2017); 3 - Boiteux et al.
(2017); 4 - Oliveira et al. (2015); 5 - Cardoso et al. (2017); 6 - Dallagnol et al. (2012); 7 - Takamatsu et al. (2015a);
8 - Piveta et al. (2018); 9 - Dorneles et al. (2018).

Percebeu-se que entre as espécies de maior ocorréncia no Brasil, E. quercicola é a
mais frequente por causar oidios em cinco diferentes espécies de plantas (Tabela 1), inclusive
no cajueiro (CARDOSO et al., 2017). Estudos realizados envolvendo analises moleculares e
inoculacGes cruzadas identificaram E. quercicola com uma gama de hospedeiros, além do nivel
da familia de plantas (KIRSCHNER; LIU, 2014; MEEBOON; TAKAMATSU, 2015;
SIAHAAN et al, 2016). A faixa hospedeira de E. quercicola abrange hospedeiros pertencentes

as familias Anacardiaceae, Bixaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lauraceae e Rutaceae
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(LIMKAISANG et al.,, 2006; TAKAMATSU et al., 2007; KIRSCHNER; LIU 2014,
BAISWAR et al.,, 2015). Esses resultados confirmam o recente desafio da taxonomia
convencional, baseada na suposta especificidade de hospedeiro restrita no nivel de familia da
planta hospedeira (LIBERATO; CUNNINGTON, 2006; TAKAMATSU et al.,, 2007;
KIRSCHNER, 2010).

Apesar da biodiversidade de Erysiphe spp. ja descrita no mundo, no Brasil, estudos
de caracterizacdo morfoldgica, molecular e patogénica podem ser Uteis para investigar as
relagdes filogenéticas dentro deste grupo de fungos associados ao oidio do cajueiro e outros
hospedeiros tropicais. Embora a espécie P. anacardii (fungo agente causal do oidio do cajueiro,
que atualmente é nomeado como E. quercicola) tenha sido relatada como sinonimia de O.
anacardii F. Noack em cajueiro (A. occidentale L., Anacardiaceae), O. mangiferae Berthet em
mangueira (M. indica L., Anacardiaceae) e O. bixae Viégas em B. orellana L. (Bixaceae)
(BRAUN; COOK, 2012), acredita-se que ndo se trata de O. anacardii descrito originariamente
em cajueiro (NOACK, 1898). Esta controvérsia carece de elucidacdo baseada em estudos
especificos envolvendo os hospedeiros, uma vez que existe grande semelhanca entre os oidios
associados a essas e outras espécies tropicais (LIMKAISANG et al., 2006). Por outro lado, O.
mangiferae Berthet (BERTHET, 1914), embora tenha sido relatada como a causa (identificada
com base em morfologia) do oidio em M. indica, por exemplo, ja foram identificadas, através
de estudos morfoldgicos e moleculares, as espécies E. quercicola e E. alphitoides (duas espécies
gue compartilnam apenas pequenas diferencas morfoldgicas) causando oidio em mangueiras na
Espanha, sugerindo que estudos morfoldgicos ndo apresentam consisténcia taxondmica
(DESPREZ-LOUSTAU et al., 2017).

Portanto, torna-se necessaria a realizacdo de pesquisas com o objetivo de estudar a
diversidade de espécies do género Erysiphe que ocorrem em plantas tropicais na regido
Nordeste do Brasil, visando elucidar suas relagbes com as plantas hospedeiras e com as
possiveis causas das epidemias verificadas em cajueiro, bem como, dirimir dividas que possam

existir a respeito da correta identificacdo das espécies ocorrentes nesta regido.
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3 CAPITULO I: MORPHOLOGICAL, MOLECULAR PHYLOGENETIC AND
PATHOGENIC ANALYSES OF Erysiphe spp. CAUSING POWDERY MILDEW ON
CASHEW PLANTS IN BRAZIL
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ABSTRACT

Cashew powdery mildew is presently the most important disease of cashew trees in all Brazilian
growing regions. Although it was described over a century ago, it had never threatened
Brazilian cashew industry until early in the twenty-first century. Morphological and pathogenic
evidence indicated the possibility of different pathogen species being involved in early and late
types of cashew powdery mildew. This study was designed to elucidate this issue by comparing
two different powdery mildew fungi occurring on cashew plants in Brazil according to the
morphological characteristics, phylogenetic relationships with closely related powdery mildew
fungi and pathogenic relationships. Based on morphology, molecular phylogenetic and the
pathogenicity on cashew, it was showed that two species of powdery mildew specimens are
without question associated with cashew trees. One species, which infects young immature
tissues such as shiny leaves, flowers and young fruits, is Erysiphe quercicola, while Erysiphe

necator is associated exclusively with mature leaves. This is the first report of E. quercicola
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and E. necator causing cashew powdery mildew, and the first detection of E. necator on

cashew.

Keywords: 28S rDNA. Anacardium occidentale. Erysiphe necator. Erysiphe quercicola.

internal transcribed spacer sequences

Introduction

The powdery mildews are among the most important plant diseases around the
world and represent a large group of biotrophic Ascomycetes plant pathogens of worldwide
distribution that causes serious damage to plants of economic interest. The powdery mildew
fungi have been considered host-specific fungi for a very long time. The original description of
certain species refers solely to morphological features and their taxonomy is closely associated
with the original host name. The sexual morph in the tropics is usually absent, which increases
confusion. The first references to this group of diseases are from past centuries; consequently,
their taxonomy became unclear with the advent of techniques using molecular and phylogenetic
systematics. It has been found from molecular genetic studies that the original descriptions
based on morphological characters do sometimes no have taxonomic consistency, since
molecular analyses reveal that cryptic species are genetically different from their close relatives,
even when not distinguishable on the basis of morphology (BERECZKY et al., 2015; KISS et
al., 2006). Therefore, molecular analyses supported by sequencing specific genome regions
dramatically changed the classification of this group (BRAUN; COOK, 2012). On the other
hand, cross inoculation studies together with molecular analyses promptly identified
polyphagous species, such as Erysiphe quercicola, which exhibits a wide host range beyond the
plant family level (KIRSCHNER; LI1U, 2014; MEEBOON; TAKAMATSU, 2015; SIAHAAN
et al., 2016).

In cashew plants (Anacardium occidentale L.), powdery mildew was first described
in the State of Sdo Paulo in 1898 as Oidium anacardii Noack (NOACK, 1898). Later, in 1924,
the disease was described in mango (Mangifera indica L) and named Oidium mangiferae
Berthet. Since this time, it has been considered a minor disease in Brazil, because symptoms
were limited to mature leaves under specific environmental conditions (FREIRE et al., 2002).
Braun and Cook (2012) introduced the new combination Pseudoidium anacardii for the asexual
morph of Erysiphe quercicola and reduced Oidium mangiferae and additional Oidium species

to synonymy with O. anacardii. The anamorph-typified name O. anacardii is older than the
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teleomorph-typified name E. quercicola, but Braun (2013) proposed to conserve the latter name
over O. anacardii. According to the new rules of the Code (ICN) and the new "one fungus, one
name" principle, O. anacardii is now a heterotypic synonym of E. quercicola.

Cashew cultivation increased markedly on the east coast of Africa in the middle of
the last century, where powdery mildew became its main disease (CASULLI, 1979;
CASTELLANI; CASULLI, 1981; INTINI, 1987). However, there were quite different
epidemic characteristics from those described in African continent as compared with powdery
mildew described in Brazil, such as the age of infected tissues, yield damage and
aggressiveness. In the early twenty-first century, a new cashew powdery mildew was detected
in Brazil. In 2010 and 2011, this disease reached an epidemic proportion affecting
inflorescences, fruits and leaves of cashew orchards located in coastal and highland areas of the
Ceara and Piaui states, which accounted for more than seventy percent of cashew nut growing
areas in Brazil (CARDOSO et al., 2014, 2017). A question that has puzzled researchers for long
time is why a minor disease suddenly increased in virulence in Brazil. After field and laboratory
observations, it became clear that symptoms, epidemic and morphology characteristics differ
between both powdery mildews. An accurate identification of both types of powdery mildew
fungi became essential to elucidate the taxonomic differences between them.

Therefore, the objectives of this research were to compare the two different
powdery mildew fungi occurring on cashew plants in Brazil to determine (i) their host-pathogen
relationships, (ii) their morphology characteristic of anamorphs and (iii) their phylogenetic

relationships with closely related powdery mildew fungi.

Materials and methods

Sample sources

Field surveys in three states of the northeast region of Brazil were done to collect
samples from cashew powdery mildew specimens characteristic of either mature leaves or
young tissues (leaves, shoots, flowers and young fruits), separately. Twelve samples were
gathered from Parnamirin in Rio Grande do Norte state, Sdo José do Piaui, Paturi in Piaui state
and Barreira, Fortaleza, Pacajus, Parambu, Itaitinga in Ceara state (Table 2). All samples were
prepared for herbarium storage, stored in the Plant Pathology Laboratory of Embrapa

Agroindustria Tropical, Fortaleza, Cearé state and later used for morphological analyses.
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Morphological study

Conidiophores and conidial samples were scraped from infected tissues and
mounted in 40% lactophenol in cotton blue (200 mL L™ fused phenol, 200 mL L lactic acid,
400 mL L™ white glycerine, 0.5 g L™ cotton blue and 200 mL L™ pure water) for morphological
studies under light microscopy with phase contrast 10x, 20x and 40x objectives. The Motic
Images Plus 2.0 program was used for measurements from images taken by a photographic
camera (Moticam 1000 1.3 megapixel USB 2.0) coupled with the microscope. Fifty
conidiophores and conidia were measured per sample. Observations consisted of sizes and
shapes of conidia, presence or absence of fibrosin bodies, nature of conidiogenesis,
characteristics of conidiophores, conidial germ tubes and shapes of appressoria. Dried
herbarium samples were deposited at the Plant Pathology Laboratory of Embrapa. The
specimens were grouped based on the shape and size of the conidia as well as DNA sequencing

studies.

Table 2 - Fungal specimens used for morphological studies, with herbarium accession numbers,

infected organs of cashew plants and geographic origin

Herbarium Origin GenBank  accession
Infected organ Species

accession no. (municipality and state) numbers (ITS/28S)
OID04 Young leaf Parnamirim — RN E. quercicola KY312006/MK240384
OID14 Flower/fruit Barreira — CE E. quercicola MK240378/MK240385
0OID69 Young leaf Sdo José do Piaui — PI E. quercicola MK240379/MK240386
0OID101 Flower Fortaleza — CE E. quercicola KY312007/KY 692191
OID104 Young leaf Pacajus — CE E. quercicola KY172852/KY 692192
OID105 Mature leaf Fortaleza — CE E. necator KY312008/KY 692193
0OID118 Mature leaf Parambu — CE E. necator KY690170/KY 692194
0OID119 Mature leaf Pacajus — CE E. necator KY690171/KY 692195
0ID138 Flower Pacajus — CE E. quercicola MK240380/MK240387
0lID148 Flower S&o Jodo da Varjota — Pl E. quercicola MK240381/MK240388
0OID150 Young leaf Paturi — Pl E. quercicola MK240382/MK240389
0OID158 Mature leaf Itaitinga — CE E. necator MK240383/MK?240390

Source: prepared by the author.

Brazillian States: RN — Rio Grande do Norte, Pl — Piaui and CE — Ceara.
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Extraction, PCR amplification and sequencing of DNA

Genomic DNA from all specimens was extracted from fresh conidia collected with
sterile brushes from infected tissues, using a Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®,
https://www.qiagen.com.br), according to the manufacturer’s instructions. Total DNA
extracted was quantified by a NanoDrop® 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific). The samples were diluted to 10 ng DNA pL™* and stored at -20 °C for later use.

The rDNA internal transcribed spacer region (ITS), including ITS1-5.8S-1TS2, was
amplified using ITS1F (5’>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) (WHITE et al., 1990) and P3R
(5'-GCCGCTTCACTCGCCGTTAC-3) primers (KUSABA; TSUGE, 1995). For amplification
of the 28S rDNA region (including domains D1 and D2), primers PM3 (5°-
GKGCTYTMCGCGTAGT-3") (TAKAMATSU; KANO, 2001) and TWI14 (5°-
GCTATCCTGAGGGAAACTTC-3") (MORI et al., 2000) were used. The PCR mixtures (50
pL) contained 6.25 pL of genomic DNA (10 ng pL-1), 10 pL of buffer 5x, 1 pL of dNTP (10
mM), 2 pL of MgCl, (25 mM), 0.8 pL of each primer (10 mM, forward and reverse primers
synthesized by Invitrogen), 0.5 pL of Taq Flexi DNA (5 U puL™) by Promega, and 28.65 pL of
sterile deionized water. The thermocycler program consisted of initial denaturing at 94 °C for
2 min, followed by 35 cycles of 94 °C, denaturing for 60 s, 52 °C for 28 s and 60 °C for ITS
annealing for 60 s, and elongation for 60 °C, with a final extension at 72 °C for 10 min (MORI
et al., 2000). The PCR products were separated by electrophoresis in 1.5% agarose gels in Tris-
acetate acid EDTA 1X (TAE) buffer, stained with ethidium bromide (0.5 pug ml™?) for 1 min
and visualized under a UV transilluminator. After verification of the amplified bands, 40 uL
aliquots of each PCR product was purified and sequenced in both forward and reverse directions

at Macrogen Inc. Korea (http://www.macrogen.com).

Phylogenetic analyses

Nucleotide sequences of ITS and 28S regions were edited using Bio Edit 7.0.5
version software (HALL, 2012) and manually aligned using ClustalW as of Erysiphe genus
sequences from GenBank (Table 3). The phylogenetic relationships were inferred by the
maximum parsimony (MP) analyses and were carried out using an option of heuristic search by
tree-bisection-reconnection (TBR) in the MEGA 7 program (KUMAR et al., 2016). The
statistical validity of the tree was tested using bootstrap analysis with 1,000 replicates. The

sequence alignment and the phylogenetic tree for the concatenated dataset were deposited in


https://www.qiagen.com.br/
http://www.macrogen.com/
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TreeBASE (http:// www.treebase.org/) under the accession number S23731. Erysiphe
australiana was used as the outgroup. Tree scores, including tree length, consistency index
(ClI), retention index (RI) and rescaled consistency index (RC) were also calculated. All
sequences obtained were deposited in GenBank (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Table
2).

Pathogenicity tests

Pathogenicity tests to each species were accomplished by inoculation onto 75-day-
old cashew seedlings of susceptible clone BRS 189. Inoculation consisted of transferred conidia
from infected leaves onto an adaxial surface of healthy leaves using a paintbrush. Two tests
were conducted; for the first one samples of a naturally infected flushing shiny leaf (specimen
0OID104) and of a dull mature leaf (O1D105) were collected and used to inoculate five BRS 189
clone seedlings separately to determine the pathogenicity of each specimen. The inoculum
produced in the first test was used for the next one by cross inoculating between shiny and dull
leaves. Again, five plants were inoculated, while keeping five uninoculated plants as control.
Plants were maintained in incubated chambers under 22 + 2 °C and 68 + 4 % relative humidity.
Macroscopic examinations of symptoms and signs were performed daily. Upon symptom
development, samples of infected tissues were examined under an optic microscope to confirm

the presence of the inoculated pathogen, thus fulfilling Koch postulates.

Results

Morphological study

All specimens from different organs of the plant presented typical morphological
characteristics of the Pseudoidium type (Erysiphe), according to the description of Braun and
Cook (2012), with conidia formed singly at the apex of the conidiophore (non-catenescent) and
an absence of chasmothecia. There were differences in the morphological characteristics (Table
4) of the specimens obtained from young tissues (Figure 1) compared to those of mature leaf

specimens (Figure 2).


http://www.treebase.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Table 3 - Species of Erysiphe, vouchers, plant hosts, countries of origin, and GenBank database

accession numbers of the sequences used in this study

Accession number

Specie Specimens Host Origin
ITS 28S

E. quercicola VPRI30172? Citrus limon Indonesia AB237791 AB237818
E. quercicola VPRI30173? Citrus reticulata Indonesia AB237792 AB237819
E. quercicola  MUMH 3210 Citrus sinensis Malaysia AB237793 AB237820
E. quercicola MUMH 3188 # Mangifera indica Argentina AB237794 AB237821
E. quercicola MUMH 7812 Anacardium occidentale Tanzania AB237786 AB237814
E. quercicola MUMH2419 @ Hevea brasiliensis Brazil AB193607 AB197134
E. quercicola MUMH3165 # Bixa orellana Argentina AB237787 AB237815
E. quercicola MUMH 124 2 Quercus phillyraeoides Japan AB193590 AB197135
E. quercicola  MUMH2546 # Acacia auriculiformis ~ Malaysia AB237803 AB237830
E. quercicola VPRI20907 @ Acacia mangium Australia AB237808 AB237833
E. quercicola 0OID104° Anacardium occidentale Brazil KY172852 -

E. quercicola -°¢ Quercus robur Brazil KT714236 -

E. quercicola LGM-005 ¢ Delonix regia Brazil JQ034229 -

E. quercicola -° Cinnamomum camphora Brazil MF183968 -

E. alphitoides VPRI20379 Mangifera indica Australia AB237799 AB237826
E. necator MUMH 530 ¢ Vitis vinifera Japan LC028996 LC028996
E. necator MUMH s141 9 Vitis coignetiae Japan LC028995 LC028995
E. necator TSU-MUMH 5733 " Caryocar brasiliense Brazil LC228609 -

E. necator MVAP06370315"  Carica papaya USA LC228619 -

E. hyperici BCRU 04186 @ Hypericum perforatum  Japan LC009887 LC009886
E. baliensis ~ MUMH 5705 Gliricidia sepium Indonesia LC060726 LC060726
E. hypogena MUMH 900 Quercus acutissima Japan AB292727 AB292727
E. hypophylla MUMH 2405 Quercus serrata Japan AB292716 AB292716
E. epigena MUMH 1958 Quercus variabilis Japan AB292719 AB292719
E. sedi MUMH 2575 2 Sedum aizoon Russia LC010045 LCO010045
E. thaxteri MUMH 2465 # Berberis darwinii Argentina LC010017 LC010017
E. limonii MUMH 2568 # Limonium platyphyllum Ukraine  LC010039 LC010039
E. australiana LPF 665 Lagerstroemia speciosa Brazil KT941419 KT941421

Source: prepared by the author.
References: @ Takamatsu et al. (2015a), ® Cardoso et al. (2017), ¢ Piveta et al. (2018), ¢ Dallagnol et al. (2012), ®
Dorneles et al. (2018),  Siahaan et al. (2016), 9 Takamatsu et al. (2015b), " Braun et al. (2017), ' Takamatsu et al.
(2007) and  Fonseca et al. (2016).
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All specimens obtained from young leaves and flowers showed hyaline, septate and
branched hyphae; conidiophores ranged in length from 36.1-76.3 (mean 60.3), foot cells
measured from 19.2-36.6 um in length (mean 28.2 um) and 5.9-7.7 um in width (mean 7.2
um) (Figures le, f). Conidia were produced singly at the apex of the conidiophore; they were
ovoid, lacked fibrosis bodies; and measured ranging from 21.2—42.1 um in length (mean ranges
26.5-31.0 um) and from 10.1-33.9 pum in width (mean ranges 15.4-23.3 pum), with a length to
width ratio of 0.5 2.6 (mean ranges 1.3-1.9) (Table 4, Figure 1f). Hyphal appressoria were
lobed to multilobed (Figure 1e).

Table 4 - Conidial measurements of powdery mildew specimens from cashew

Herbarium ) Length range = Width range Length:width ratio
accession no. Species (mean) (mean) (mean)
OID04 E. quercicola 23.3-36.6 (31.0) 10.1-20.8 (16.4) 1.4-3.2 (1.9)
OID14 E. quercicola 21.2-37.3(29.5) 11.5-20.4 (16.3) 1.4-2.6 (1.8)
OID69 E. quercicola 22.4-42.2 (28.9) 10.9-22.2 (16.2) 1.3-2.5(1.8)
0OID101 E. quercicola 22.4-34.1(27.6) 10.9-19.1 (15.4) 1.6-2.4 (1.8)
0OID104 E. quercicola 21.2-37.3(29.5) 11.5-20.4 (16.3) 1.4-2.6 (1.8)
OID105 E. necator 27.4-43.8 (35.1) 6.7-13.0 (9.5) 3.2-6.0(3.7)
OID118 E. necator 26.8-44.0 (33.9) 10.2-15.0 (12.4) 2.1-3.9(2.8)
0OID119 E. necator 29.6-43.4 (35.7) 9.7-15.0 (12.2) 2.2-3.9(3.0)
0OID138 E. quercicola 14.4-36.7 (26.5) 15.5-33.9 (23.3) 0.5-2.0(1.3)
01D148 E. quercicola 22.4-31.8 (27.6) 10.9-18.5(15.4) 1.6-2.4 (1.8)
0OID150 E. quercicola 23.8-34.8 (30.5) 14.8-21.6 (17.4) 1.5-2.2 (1.8)
OID158 E. necator 29.5-39.6 (34.2) 10.0-16.2 (12.6) 2.11-3.4 (2.7)
Braun and Cook (2012)®  E. quercicola 25.0-40.0 12.0-22.0 1.5-2.3
Braun and Cook (2012)® E. necator 22,5-48,0 12,0-22,0 -

Source: prepared by the author.

(1) Referéncia para as caracteristicas morfolégicas de E. quercicola.

(2) Referéncia para as caracteristicas morfoldgicas de E. necator.

All specimens obtained from mature leaves showed hyaline, septated and branched
hyphae; the conidiophores were erect with lengths that ranged from 49.7—77.0 um (mean 63.4
um), with a foot cell slightly twisted one or two times, 21.6—38.4 um in length (mean 29.4 pm)
and 6.3-7.4 um wide (mean 6.9 um) (Figures 2e, f). Conidia were also produced singly at the
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apex of the conidiophore; they were ellipsoid to cylindrical;, without fibrosis bodies; and
measured 26.8-44.0 um in length (mean range 33.9-35.7 um) and 6.7-16.2 pm in width (9.5—
12.6 pm mean range), with a length to width ratio of 2.1-5.9 (2.7-3.7 mean range) (Table 4,
Figure 2c). Hyphal appressoria were lobated (Figure 2f).

Phylogenetic analyses

We used a combined dataset of ITS and 28S rDNA sequences to investigate the
phylogenetic relationships of 12 cashew powdery mildew specimens. The most parsimonious
tree with a length of 123 (Cl = 0.7654, Rl = 0.9457 and RC = 0.7238) is shown in Figure 3. The
specimens obtained from different plant organs were distributed in two distinct clades of the
phylogenetic tree, (Figure 3). In the first clade, there were the specimens obtained from flushing
shiny leaves (OID04, OID69, OID104 and OID150), flowers and immature fruits (O1D14,
0O1D101, OID138 and O1D148) grouped with E. quercicola specimens from different hosts with
a 98% bootstrap. In the second clade, there were mature leaf specimens (OID105, OID118,
OID119 and OID158) grouped with E. necator specimens from three different hosts with 99%
bootstrap support. The information presented in this study confirms the identification of the E.

quercicola and E. necator species as fungi causal agents of the cashew powdery mildew.

Pathogenicity tests

In the first pathogenicity test, symptoms (Figure 1d) and signs similar to those
found in naturally infected tissues of E. quercicola (Figures le, f) were observed on plants 7
days after inoculation. However, for plants inoculated with E. necator, symptoms (Figure 2b)
were observed 21 days after inoculation (Figures 2e, f). Uninoculated plants remained healthy.
In the second pathogenicity test with cross-inoculations, E. quercicola caused symptoms only
on immature leaves 6 days after inoculation, while E. necator caused symptoms on both

immature and mature leaves at 7 and 18 days after inoculation, respectively.
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Figure 1 - (a) Powdery mildew symptoms on cashew leaves, (b) Powdery mildew symptoms
on cashew inflorescences, (c) Powdery mildew symptoms on cashew young fruits, (d) Powdery
mildew symptoms on young leaves of cashew seedlings inoculated with E. quercicola. (e)
Scanning electron microscopy imagine showing conidiophores (Cnf.), conidia (Con.) and
multilobed appressoria (Ap.) of E. quercicola (seta), and, (f) Liglit microscopy image of

conidiophores and conidia of E. quercicola (scale bar: 30 um).

Source: prepared by the author.
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Figure 2 - (a) Powdery mildew symptoms on mature cashew leaves, (b) Powdery mildew
symptoms on cashew mature leaves inoculated with E. necator, (c) Powdery mildew symptoms
on young leaves of cashew seedlings inoculated with E. necator, (d) Powdery mildew
symptoms on cashew young stems inoculated with E. necator, (e) Scanning electron
microscopy image showing conidiophores (Cnf.), conidia (Con.) and multilobed appressoria
(Ap.) of E. necator (seta), and, (f) Liglit microscopy image of conidiophores and conidia of E.

necator (scale bar: 30 pm).

Source: prepared by the author.
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Figure 3 - Phylogenetic tree inferred from the maximum parsimony (MP) analyses of combined
internal transcribed spacer and 28S rDNA regions from species in the genus Erysiphe.
Horizontal branch lengths are proportional to the number of substitutions that were inferred to
have occurred along a particular tree branch. MP bootstrap values with 1000 replications are
shown at each node. The sequences of E. quercicola and E. necator from this study are in bold.
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Source: prepared by the author.
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Discussion

In the course of this study, a taxonomic review of the etiology of cashew powdery
mildew was performed based on morphological characteristics, phylogenetic analyses and
pathogenicity tests. Results presented in this study showed that all powdery mildew specimens
associated with young immature tissues including as shining leaves, flowers and young fruits
from different regions of Northeast Brazil were Erysiphe quercicola. Recently, a taxonomic
study based on morphological and molecular characteristics, reported the occurrence of E.
quercicola causing powdery mildew in cashew trees in Brazil (CARDOSO et al., 2017), while
it had already been reported as the cause of epidemics in Tanzania (LIMKAISANG et al.,
2006). This species had also been reported to cause powdery mildew in flamboyant trees
(Delonix regia), rubber trees (Hevea brasiliensis), camphor trees (Cinnamomum camphora)
and oaks (Quercus robur) in Brazil (DALLAGNOL et al., 2018; DORNELES et al., 2018;
LIMKAISANG et al.,, 2005; PIVETA et al., 2018). Nevertheless, previous studies
(HONORATO et al., 2016) have shown morphological differences in the shapes and sizes of
conidiophores and conidia between the original powdery mildew described in Brazil (NOACK,
1898) and the one that has been newly discovered (CARDOSO et al., 2017). Erysiphe necator
was associated exclusively with diseased mature leaves in this study based on morphology,
molecular phylogenetic and pathogenicity on cashew leaves, and we can conclude the
involvement of these two species with powdery mildew symptoms on cashew. As far as we
know, this is the first report of the co-occurrence of E. quercicola and E. necator on cashew
trees, and the occurrence of E. necator on cashew plants at all.

E. necator is a common, widespread powdery mildew on Vitis vinifera and other
species of the genus Vitis as well as hosts of other genera of the Vitaceae (BRAUN; COOK,
2012), but it has recently also been found on papaya (Carica papaya) in the USA (BRAUN et
al., 2017). In Brazil, E. necator has been reported to cause powdery mildew on Caryocar
brasiliense, a tropical plant commonly grown in the same ecosystem in which cashew is grown
(BRAUN et al., 2017).

Although E. necator was found only in association with powdery mildew symptoms
in mature leaves under natural conditions, pathogenicity tests revealed its conidia infecting
young leaves (Figures 2c, d) and causing severe symptoms with the same aggressiveness as E.
quercicola. Presumably, this might be related to sunlight sensitivity of conidia, as pathogenic

tests were carried out in a lower-light environment.
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4 CAPITULO II: NOVOS RELATOS DE OCORRENCIA DE Erysiphe quercicola
CAUSANDO OIDIOS NO BRASIL

4.1 Artigo I: First report of Erysiphe quercicola causing powdery mildew in Bixa orellana
L. in Brazil

Artigo publicado na revista Plant Disease?, v. 106, n. 6, p. 1424, 2019.
(http://dx.doi.org/10.1094/PDIS-11-18-2026-PDN).

W. L. Fonseca, *2J. E. Cardoso, ?F. M. P. Viana, 'S. O. S. Brasil, 'R. F. B. S Vieira, M. A.
Ootani, 2F. S. A. Araljo, !C. S. Lima, *“M. C. L. S. Cardoso and C. R. Muniz

!Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Ceara,
Campus do Pici, CEP 60356-001, Fortaleza, Ceard, Brazil

2Embrapa AgroindUstria Tropical, Caixa Postal 3761, CEP 6060511-110, Fortaleza, Ceara,
Brazil.

3Cetene/Laboratorio de Bioprocessos, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE,
Brazil.

“Faculdade Catolica de Quixada, R. Juvéncio Alves, 660 - Centro, 63900-000, Quixada - Ceara,
Brazil.

* Corresponding author: José Emilson Cardoso (jose-emilson.cardoso@embrapa.br)

Annatto plant (Bixa orellana L.) is a small tropical tree originated from South
America cultivated in Brazil mainly for medicinal and natural food coloring usage of its fruits.
In May 2017, powdery mildew symptoms and signs were observed on leaves and stems of
annatto plants in several villages in Ceara State, Brazil. A representative symptomatic specimen
was collected at Fortaleza Forest Nursery (OID116), Fortaleza, Ceara. This specimen was
examined at Embrapa Plant Pathology Laboratory to identify the causal agent of the disease.
Morphological characteristics and measurements were carried out by microscopic examination
and taking microphotographs with a photograph camera (Moticam 1000 1.3 megapixel USB

2.0) coupled to a three ocular optical microscopic. The fungus showed abundant colonies on

2 Revista Plant Disease (Fator de impacto: 3,173. Qualis CAPES: Al).
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adaxial leaf surface and stems bearing erect conidiophores with singly conidia at the apex. Foot-
cells straight rarely slightly curved uniform width throughout followed by 1-2 shorter cells.
Conidia were ellipsoid shaped, with rounded apex and base truncated, lacking fibrosin bodies
and measuring 22.7 to 33.9 (29.0) um length by 13.4 to 21.5 (17.6) um width and 1.3 to 2.0
(1.7) length/width ratio. Appressoria on mycelium were lobated and multilobed. Chasmothecia
were not founded. These morphological characteristics were typical to the conidial stage of the
genus Erysiphe, according to Braun and Cook (2012). Genomic DNA for use in PCR was
extracted by DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®). PCR amplifications of the ITS and 28S rDNA
regions were carried out using primers ITS1IF/P3R and NL1/TW14 (MEEBOON;
TAKAMATSU, 2014), and PCR products were Sanger-sequenced. The ITS and 28S sequences
were deposited in the GenBank under accession numbers KY741537 (ITS) and KY741538
(28S). Maximum parsimony (MP) was used to conduct phylogenetic analyses. The tree
topology was tested by using bootstrap method with 1000 replications. Upon construction of
the phylogenetic tree, the specimen OID 116 grouped into the same clade as E. quercicola from
B. orellana deposited specimens (MUMH3230 and MUMH3165), and with other host species.
Pathogenicity tests were performed by rubbing infected leaves onto healthy leaves and stems
of five annatto seedlings. Five healthy seedlings were kept separately as noninoculated control.
All inoculated seedlings showed symptoms and signs 72 hours after inoculation. While E.
quercicola was previously reported in Argentina and Thailand on B. orellana (LIMKAISANG
et al., 2006), and in other tropical plants in Brazil, this is the first report of E. quercicola causing
powdery mildew in annatto plant in this country. The occurrence of this species poses a serious
threat to the annatto production in Brazil by the potential damages to the plant. To our
knowledge, this is the first report of E. quercicola causing powdery mildew in annatto plant in

Brazil.
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Supplementary Figure S4 - (A) Bixa orellana leaf showing symptoms of powdery mildew on

leaves caused by Erysiphe quercicola. (B) Scanning electron microscopy imagine showing

conidiophores and conidia of E. quercicola.

Source: prepared by the author.
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Supplementary Figure S5 - Phylogenetic tree inferred by the maximum parsimony (MP)
analysis of the ITS and 28S rDNA regions from species in the genus Erysiphe. This tree was
obtained by a heuristic search. Horizontal branch lengths are proportional to the number of
substitutions inferred to have occurred along a particular branch of the tree. Percentage
bootstrap support values to 1000 replications are shown on branches. The specimens obtaiend

in this study from powdery mildew on Bixa ollerana are highlighted in bold.
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Anacardium occidentale (MUMH 781) Tanzania| E, quercicola
Mangifera indica (MUMH 3188) Argentina
Bixa orellana (O1D116) Brazil

Quercus robur (KT714236) Brazil

100 Acacia auriculiformis (MUMH2546) Malaysia

0 Citrus reticulata (VPRI30173) Indonesia
1
104 Citrus sinensis (MUMH 3210) Malaysia

4Citrus limon (VPRI30172) Indonesia

Mangifera indica (VPRI20379) Australia
75‘— Eucalyptus gunnii (KUS:F29280) Brazil
Berberis darwinii (MUMH 2465) Argentina] E. thaxteri
Tod Sedum aizoon (MUMH 2575) Russia ] E. sedi

104 — Gliricidia sepium (MUMH 5705) Indonesia] E. baliensis

100—— Limonium platyphyllum (MUMH 2568) Ukraine] E. limonii
Vitis vinfera (MUMH 530) Japan] E. necator
Lagerstroemia speciosa (LPF 665) Brazil ] E. australiana

] E. alphitoides

10

Source: prepared by the author.
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ABSTRACT

The anamorphic form of powdery mildew is the most common form in Brazil. Traditionally,
this group of fungi has been classified based on morphological characteristics and host species.
This study was designed to determine the species involved in a severe occurrence of powdery
mildew on Clitoria fairchildiana in northeastern Brazil. Based on morphology, molecular
analyses and pathogenicity tests of fungal samples, anamorphic Erysiphe quercicola was
recognized as the powdery mildew on C. fairchildiana. This is the first report of E. quercicola

causing powdery mildew on this species in Brazil.

Keywords: Pathogenicity. Phylogeny. rDNA ITS region. 28S rDNA. Powdery mildew.

Clitoria fairchildiana L. is a leguminous tree native to Brazil, largely grown for
landscaping and afforestation of roads, gardens and car parks. It is prized for its shade (which
accounts for its Brazilian common name: “sombreiro”), beautiful canopy and high capacity to
fix nitrogen. Symptoms and signs associated with powdery mildew were observed on several
mature trees of C. fairchildiana in Guaramiranga town and in a parking lot of Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza city, both in the State of Ceara. Abundant mycelial growth
and sporulation on shoots, new branches and young leaves led to severe distortions of trifoliate
leaves (Figure 6a). Identification of the pathogen to species was based on morphological
features, phylogenetic analyses of the ITS and large subunit (28S) rDNA gene regions and
pathogenicity tests.

Young leaves of C. fairchildiana trees with characteristic symptoms and signs of
powdery mildew were sampled during the dry period in 2017, in the dryer, windy months of
September to November, when temperatures ranged from 23 to 26 °C. Initially, incidence of
the fungus, affecting all eight trees in the parking lot of Embrapa Agroindustria Tropical, was
low. Subsequently, all eight trees on the main street of Guraramiranga town were affected.
Symptoms and signs were identical in both sampled sites.

Fresh samples were taken to the Plant Pathology Laboratory of Embrapa
Agroindustria Tropical, where mycelia and conidia were scraped from infected tissues for
morphological and phylogenetic identification. Remaining samples were herbarized and stored
for further evaluations. Conidia and conidiophores were placed on slides, stained with
lactophenol in cotton blue and examined for conidial form, presence of fibrosin bodies, nature

of conidiogenesis, characteristics of the conidiophore (i.e., size and shape of the foot cell and
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position of the basal septum), shape and position of hyphal appressoria and position of conidial
germ tubes. The measurements were made using the Motic Images Plus 2.0 program (Motic
images advanced), using a camera (Moticam 1000 1.3 megapixel USB 2.0) coupled to a
trilocular optical microscope (LEICA DM LS - Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Fifty
of each structure were measured from each sample. Fungal tissues were also examined with

scanning electron microscopy according to methodology described in Bozzola (1999).

Figure 6 - a Clitoria fairchildiana with powdery mildew on leaves. b Powdery mildew on young
leaves of C. fairchildiana seedlings inoculated with Erysiphe quercicola. ¢ Conidiophores and

conidia of Erysiphe quercicola. d Scanning electron micrograph of conidiophores, conidia

(con) and multilobed appressoria (Ap). (Image credits: J. E. Cardoso (a-c) and C. R. Muniz (d).
V\vxi\,‘_ ' 5 = ‘ 7 SR 3

Source: prepared by the author.

Total DNA from the specimens was extracted at Embrapa's Molecular Biology
Laboratory using the Qiagen Dneasy Extraction Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA). The
nucleotide sequences of ITS and the “5’-end” of the 28S rRNA gene (including domains D1
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and D2) regions were determined according to the procedure of Meeboon and Takamatsu
(2014). The ITS region (ITS1-5.8S-1TS2) of rDNA was amplified by PCR using primers ITS1F
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") and P3R (5-GCCGCTTCACTCGCCGTTAC-3"). The
large subunit rRNA gene (28S region) of rDNA was amplifeid using primers PM3 (5'-
GKGCTYTMCGCGTAGT-3") and TW14 (5-GCTATCCTGAGGGAAACTTC-3"). The PCR
mixture (50 pl) consisted of: 28.65 ul of ultrapure water, 10 ul of buffer 5x, 2 ul of MgCl, (25
mM), 1 pl of dNTP (10 mM), 0.8 pl of each primer (10 mM), 0.5 ul of Tag Flexi DNA
polymerase (5 U/ pl) by Promega (Promega, Madison, WI, USA) and 6.25 pl of the extracted
DNA. The Techne Flexigene thermal cycler (Techne, Cambridge, UK) was used for the PCR
with an initial denaturation at 94 °C for 2 min; 35 cycles of denaturation at 94 °C for 60 s,
annealing at 60 °C for 45 s, and extension 72 °C for 60 s; and a final extension at 72 °C for 10
min (MORI et al., 2000). PCR products were purified and sequenced by Macrogen, Seoul,
South Korea (https://dna.macrogen.com).

Sequences were edited using BioEdit version 7.0.5 (HALL, 2012) and manually
aligned using ClustalW with sequences for the genus Erysiphe from the GenBank database of
the National Center of Biotechnological Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
(Table 5). The phylogenetic relationships were inferred by maximum parsimony (MP) analyses
conducted with the heuristic search option using the tree bisection reconstruction (TBR)
algorithm in the program MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). The strength of the internal branches
of the resulting tree was tested with a bootstrap (BS) analysis using 1,000 replications. The
sequence alignment and the phylogenetic tree for the concatenated data set were deposited in
TreeBASE (http:// www.treebase.org/; accession S23632). Erysiphe australiana was used as
the outgroup.

Sequences obtained were deposited in GenBank (ITS/28S: MH569421/MK085085
for OID125 and MK085083/MK085086 for O1D128).

Pathogenicity of the isolates was tested by using a fine paintbrush to brush a mass
of conidia from infected leaves onto leaves that had not yet fully expanded on 8-week-old C.
fairchildiana seedlings. Five inoculated and five non-inoculated seedlings were used. After
inoculation, seedlings were kept apart in a growth chamber at 22-26°C with 80-90% relative

humidity.


https://dna.macrogen.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.treebase.org/
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Table 5 - Species of Erysiphe, voucher, plant hosts, country of origin, and GenBank accessions

used in this study

Specie Voucher Host Origin focession

ITS 28S
E. quercicola VPRI301722%  Citrus limon Indonesia AB237791 AB237818
E. quercicola VPRI30173?%  Citrus reticulata Indonesia AB237792 AB237819
E. quercicola MUMH 3210% Citrus sinensis Malaysia AB237793 AB237820
E. quercicola MUMH 3188 Mangifera indica Argentina AB237794 AB237821
E. quercicola MUMH2419% Hevea brasiliensis Brazil AB193607 AB197134
E. quercicola MUMH3165% Bixa orellana Argentina AB237787 AB237815
E. quercicola MUMH 1242  Quercus phillyraeoides Japan AB193590 AB197135
E. quercicola MUMH2546% Acacia auriculiformis Malaysia AB237803 AB237830
E. quercicola VPRI20907%  Acacia mangium Australia AB237808 AB237833
E. quercicola OID 104 ° Anacardium occidentale Brazil KY172852 -
E. quercicola ¢ Quercus robur Brazil KT714236 -
E. quercicola LGM-005 ¢ Delonix regia Brazil JQ034229 -
E. quercicola -° Cinnamomum camphora Brazil MF183968 -
E. quercicola OID125 Clitoria fairchildiana  Brazil MH569421 MKO085085
E. quercicola 0OID128 Clitoria fairchildiana  Brazil MKO085083 MKO085086
E. alphitoides VPRI20379"  Mangifera indica Australia AB237799 AB237826
E. necator MUMH 5309  Vitis vinifera Japan LC028996 LC028996
E. necator MUMH s1419 Vitis coignetiae Japan LC028995 LC028995
E. baliensis MUMH 57057  Gliricidia sepium Indonesia LC060726 LC060726
E. hypogena MUMH 900"  Quercus acutissima Japan AB292727 AB292727
E. epigena MUMH 1958" Quercus variabilis Japan AB292719 AB292719
E. sedi MUMH 25752 Sedum aizoon Russia LC010045 LC010045
E. thaxteri MUMH 24652 Berberis darwinii Argentina LC010017 LC010017
E. limonii MUMH 25682 Limonium platyphyllum Ukraine LC010039 LC010039
E. australiana LPF 665 Lagerstroemia speciosa Brazil KT941419 KT941421

Source: prepared by the author.
A dash (-) denotes missing data. Sources: ® Takamatsu et al. (2015a); ® Cardoso et al. (2017); ¢ Piveta et al. (2018);
d Dallagnol et al. (2012); ¢ Dorneles et al. (2018); f Siahaan et al. (2016); 9 Takamatsu et al. (2015b); " Takamatsu

et al. (2007); ' Fonseca et al. (2016). Accessions from this study are in boldface.



46

Figure 7 - Phylogenetic tree inferred by the maximum parsimony (MP) analysis of the ITS and
28S rDNA regions from species in the genus Erysiphe and the outgroup E. australiana. This
tree was obtained by a heuristic search. Horizontal branch lengths are proportional to the
number of substitutions inferred to have occurred along a particular branch of the tree.
Percentage bootstrap support values (1000 replications; >50%) are shown at internodes.
Specimens obtaiened in this study are in boldface. Voucher codes of the specimens are in
parentheses. Two specimens that do not have codes are indicated with a hyphen (-).

Mangifera indica (MUMH 3188) Argentina
Clitoria fairchildiana (O1D125) Brazil
Delonix regia (LGM-005) Brazil
Acacia mangium (VPRI20907) Australia
Bixa orellana (MUMH3165) Argentina
Quercus robur (-) Brazil E. quercicola
100| Acacia auriculiformis (MUMH2546) Malaysia
Hevea brasiliensis (MUMH2419) Brazil
Clitoria fairchildiana (O1D128) Brazil
—Cinnamomum camphora (-) Brazil
Anacardium occidentale (OID 104) Brazil
Quercus phillyraeoides (MUMH 124) Japan
Citrus limon (VPRI30172) Indonesia
4

87

Citrus reticulata (VPRI30173) Indonesia
Citrus sinensis (MUMH 3210) Malaysia
Mangifera indica (VPRI20379) Australia] ~ E. alphitoides

£ Quercus acutissima (MUMH 900) Japan] E. hypogena
& Quercus variabilis (MUMH 1958) Japan] E. epigena

100 Gliricidia sepium (MUMH 5705) Indonesia] E. baliensis
E{E Berberis darwinii (MUMH 2465) Argentina]  E. thaxteri
Limonium platyphyllum (MUMH 2568) Ukraine] E. limonii
'~ Sedum aizoon (MUMH 2575) Russia] E. sedi
[~ Vitis vinfera (MUMH 530) Japan

100] Vitis coignetiae (MUMH s141) Japa
Lagerstroemia speciosa (LPF 665) Brazil] E. australiana

75

n] E. necator

10

Source: prepared by the author.

Hyphae of the powdery mildew pathogen were hyaline, septate and branched;
conidiophores had foot cells 16.7-32.4 um (mean 23.5 um) long and 5.7-8.8 um (7.1 pm) wide.

Conidia were produced singly at the apex of conidiophores, ovoid, without fibrosin bodies and
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24.4-39.8 um (29.8 um) long and 13.3-19.4 pum (16.1 pm) wide with a length to width ratio 2.1-
1.9 (Figure 6¢). Appressoria on mycelium were lobed or multilobed (Figure 6d). Germ tubes
were Extensitubus subtype of Pseudoidium type. This powdery mildew may belong to genus
Erysiphe, according to Braun and Cook (2012) because no chasmothecia were found; therefore,
to identify the fungus at the species level, molecular techniques were required.

The phylogenetic tree based on ITS rDNA (including 28S region) sequencing
confirmed with strong bootstrap support that the causal agent of powdery mildew of C.
fairchildiana is Erysiphe quercicola (Figure 7). Symptoms and signs on the seedlings at 10 days
after inoculation were similar to those on naturally infected tissues (Figure 6b); non-inoculated
seedlings remained healthy.

This is the first report of powdery mildew on C. fairchildiana in the world although
Pseudoidium clitoriae has been reported to cause powdery mildew on Clitoria spp. in Mexico,
Australia and some Asian countries (BRAUN; COOK, 2012). E. quercicola was previously
reported to cause powdery mildew on cashew (Anacardium occidentale), flamboyant (Delonix
regia), rubber (Hevea brasiliensis), camphor (Cinnamomum camphora) and oak (Quercus
robur) in Brazil (CARDOSO et al., 2017; DALLAGNOL et al., 2012; LIMKAISANG et al.,
2005; PIVETA et al., 2018; DORNELES et al., 2018). Powdery mildew on this host may pose

as a serious threat to this tree in Northeastern region of Brazil.
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RESUMO

Atualmente, o oidio é a doenga mais importante do cajueiro em todas as regides produtoras do
Brasil. Um estudo recente relatou a ocorréncia de Erysiphe quercicola como o agente causal
dos sintomas em folhas, inflorescéncias, maturis, pedunculos e castanhas. Evidéncias
morfoldgicas levantaram a questdo de diferentes hospedeiros do fungo ocorrendo em areas
proximas a pomares de cajueiro. Este estudo foi desenvolvido para comparar os fungos
causadores de oidio em plantas do ecossistema do cajueiro, visando conhecer suas relacbes com
os hospedeiros, ensejando possiveis envolvimentos de hospedeiros alternativos com as
epidemias verificadas no cajueiro. O trabalho constou de coleta de amostras de plantas com
sintomas de oidio, analise morfoldgica, filogenética e patogenicidade cruzada. Este trabalho
evidenciou, por meio da caracterizacdo morfoldgica, molecular e patogénica, que a possivel
participacdo de urucuzeiro (Bixa orellana), sombreiro (Clitoria fairchildiana) e mangueira
(Mangifera indica) como hospedeiros alternativos de E. quercicola patogénico ao cajueiro
podem representar fonte de indculo para o oidio do cajueiro, bem como, identificou, pela

primeira vez, a ocorréncia deste patdgeno em mangueira no Brasil.

Palavras-chave: Oidio. Filogenia. Patogenicidade. Inoculacéo cruzada.
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ABSTRACT

Cashew powdery mildew is presently the most important cashew disease in Brazil. A recent
study reported the occurrence of Erysiphe quercicola as the fungus causal agent of symptoms
in leaves, inflorescences, maturis, peduncles and nuts. Morphological evidence raised the
question of different fungus hosts occurring in areas near cashew orchards. This study was the
first attempted to elucidate this issue by comparing the fungi associated to powdery mildew of
tropical plants in Brazil, aiming to elucidate their relationship with cashew powdery mildew
epidemics. The study consisted of sampling powdery mildew occurring in host plants,
morphological and phylogenetic analyses and cross-inoculation. This work showed the possible
participation of Bixa orellana, Clitoria fairchildiana and Mangifera indica as alternative hosts
of pathogenic E. quercicola to the cashew, furthermore, they might act as primary source of
cashew powdery mildew. This is first report on the occurrence of this pathogen in M. indica in

Brazil.

Keywords: Powdery mildew. Phylogeny. Pathogenicity. Cross-inoculation.

Introducéo

O oidio do cajueiro (Anacardium occidentale L.) se tornou um dos principais
problemas fitopatoldgicos desta frutifera, pelos danos em folhas e brotacbes novas,
inflorescéncias, maturis, frutos maduros e pedunculos (CARDOSO et al., 2012; CARDOSO et
al., 2017). Os danos causados pelo oidio na producédo do cajueiro sdo ainda mais preocupantes,
uma vez que tanto o pedunculo quanto a castanha, principais produtos comercializados, sdo
severamente afetados (CARDOSO et al., 2013). Apesar de ter sido descrito pela primeira vez
em cajueiro ainda no final do século dezenove, no Brasil, ocasido em que o seu agente causal
foi designado como o fungo Oidium anacardii (F. Noack) (NOACK, 1898), o oidio sé se tornou
a principal doenca do cajueiro em meados do século vinte na regido oriental africana
(CASULLLI, 1979). Elevadas perdas na producdo de castanha pelo oidio foram observadas na
Tanzania, com reducdes de 50% a 70% da producéo pelo ataque severo da doenca (MARTIN
et al., 1997). No Brasil, mais recentemente, algumas areas, como a regido sudeste do Piaui e no
litoral do Ceara, tém-se verificado perdas de até 100% em alguns pomares (VIANA et al.,
2016).
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Em anos posteriores, a doenca foi relatada em outras plantas tropicais, sendo a
descricdo original e nomenclatura baseadas apenas nas caracteristicas morfoldgicas e no
hospedeiro. Contudo, estudos morfolégicos e moleculares mais recentes indicam que O.
anacardii F. Noack em cajueiro (A. occidentale L., Anacardiaceae), O. mangiferae Berthet em
mangueira (Mangifera indica L., Anacardiaceae), O. bixae Viégas em urucuzeiro (Bixa
orellana L., Bixaceae), O. citri (JM Yen) U. Braun em Citrus spp. (Rutaceae) e Oidium sp. em
Acacia spp. (Fabaceae) possuem sequéncias ITS do rDNA idénticas ou muito semelhantes as
de Erysiphe sp. em Querchus phillyreoides (LIMKAISANG et al., 2006), que, posteriormente,
foi classificado como Erysiphe quercicola S. Takam. & U. Braun por Takamatsu et al. (2007).
Embora os oidios em plantas tropicais tenham sido classificados como espécies separadas por
seus hospedeiros, eles foram reclassificados como formas assexuais de E. quercicola por
Takamatsu et al. (2007). Por outro lado, estudos de inoculagdo cruzada em conjunto com
analises moleculares identificaram espécies polifagas, como E. quercicola, que exibe uma gama
de hospedeiros, além do nivel da familia de plantas (KIRSCHNER; LI1U, 2014; MEEBOON;
TAKAMATSU, 2015; SIAHAAN et al., 2016).

Um estudo recente com base nas caracteristicas morfologicas e moleculares,
relataram a ocorréncia do fungo E. quercicola causando oidio em cajueiro no Brasil
(CARDOSO et al., 2017), embora ja tenha sido relatada como a causa de epidemias verificadas
na Tanzania (LIMKAISANG et al., 2006). Com isso, torna-se necessaria a realizacdo de
pesquisas com o objetivo de estudar a etiologia do oidio em plantas tropicais no Brasil,
ensejando possiveis envolvimentos de hospedeiros alternativos de E. quercicola com as
epidemias verificadas em cajueiro. Em areas onde o cajueiro é cultivado, evidéncias
morfologicas levantam a questdo da existéncia de diferentes hospedeiros do fungo E.
quercicola. Esse fator ecoldgico de suma importancia a sobrevivéncia do fungo, representa um
sério problema ao manejo dessa doenca. A identificacdo de possiveis hospedeiros alternativos
de E. quercicola para a ocorréncia do oidio do cajueiro contribui na busca de novas alternativas
de controle do fungo para seu manejo integrado.

Portanto, os objetivos desta pesquisa foram comparar os fungos associados ao oidio
que ocorrem em plantas tropicais nos ecossistemas onde o cajueiro € cultivado, visando
determinar (i) as suas relaces com o cajueiro e (ii) a possivel participacdo de hospedeiros

alternativos na epidemiologia do oidio em cajueiro.
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Material e Métodos

Coleta de amostras infectadas pelo oidio

Levantamentos de campo em trés estados da regido Nordeste do Brasil foram
realizados para coletar amostras de espécimes de oidio em plantas de cajueiro (A. occidentale
L.) e outras plantas tropicais [capim-carrapicho (Cenchrus echinatus L.), crista-de-galo
(Heliotropium indicum L.), fedegoso (Senna occidentalis L.), mangueira (Mangifera indica L.),
mastruz (Chemopodium ambrosioides L.), pido-roxo (Jatropha gossypiifolia L.), quebra-pedra
(Phyllanthus niruri L.), serralhinha (Emilia sonchifolia L.), sombreiro (Clitoria fairchildiana
L.), urucuzeiro (B. orellana L.) e vassourinha (Scoparia dulcis L.)] durante o periodo favoravel
a ocorréncia epidémica do oidio do cajueiro, ou seja, tempo seco, ventos fortes e temperaturas
variando de 23 a 26 ° C, nos meses de setembro a novembro dos anos de 2017 e 2018. Vinte e
uma amostras foram coletadas de Buique no estado de Pernambuco, de Séo Jodo da Varjota no
estado do Piaui e de Amontada, Fortaleza, Guaramiranga, Pacajus e Russas no estado do Ceara.
As amostras foram herbarizadas e armazenadas no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa

Agroindustria Tropical, em Fortaleza, no Estado do Ceara.

Caracterizacdo morfoldgica

Para a caracterizacdo morfologica, os tecidos infectados foram raspados e montados
em lamina com 40% de lactofenol em azul de algoddo (200 mL L™ de fenol fundido, 200 mL
L de 4cido latico, 400 mL L* de glicerina branca, 0,5 g L™ de algod&o azul e 200 mL L™ de
agua pura) para estudos morfolégicos em microscopia de luz com objetivas 10x, 20x e 40x de
contraste de fase. Realizou-se uma observacao prévia para selecionar apenas os espécimes de
oidio que apresentaram caracteristicas tipicas do género Erysiphe, de acordo com a descricao
de Braun e Cook (2012). O critério utilizado para a selecdo foi a natureza da conidiogénese,
caractere morfoldgico de consisténcia taxonémica conforme Takamatsu (2013).

Os espécimes de oidio obtidos de capim-carrapicho, crista-de-galo, fedegoso,
mastruz, pido-roxo, quebra-pedra, serralhinha e vassourinha tinham conidiogénese do tipo
Euoidium (catenulado, isto é, conidios amadurecendo em cadeias), enquanto os obtidos de
cajueiro, mangueira, sombreiro e urucuzeiro tinham conidiogénese do tipo Pseudoidium (néo-

catenulado, isto é, conidios solitarios formados no apice do conidi6foro). Portanto, dentre os
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vinte e um espécimes, apenas treze, coletados de cajueiro, urucuzeiro, sombreiro e mangueira,

foram selecionados e utilizados para as analises morfoldgicos e filogenéticas (Tabela 6).

Tabela 6 - Espécimes de Erysiphe quercicola usados neste estudo, nimero de acesso do
herbario, érgdos afetados, planta hospedeira, local de coleta e nimero de acesso no GenBank

No. de acesso Tecido ) Local de coleta ¥ No. de acesso
herbério afetado Hospedeiro (cidade e estado) GenBank (ITS/28S)
OIDo1 Folhas Sombreiro Pacajus - CE KY765028/MK559479
0OID101 Inflorescéncia  Cajueiro Fortaleza - CE KY312007/KY692191
OID104 Folha nova Cajueiro Pacajus - CE KY172852/KY 692192
OID111 Folha nova Cajueiro Guaramiranga - CE ~ MK559486/MK559480
OID116 Folhas Urucuzeiro Fortaleza - CE KY741537/KY741538
0OID125 Folhas Sombreiro Guaramiranga- CE~ MH569421/MK085085
0OID128 Folhas Sombreiro Fortaleza - CE MKO085083/MK085086

OlID147 Inflorescéncia Mangueira S&o Jodo da Varjota - PI MK559487/MK559481
0ID148 Inflorescéncia  Cajueiro  S&o Jodo da Varjota - PI MK240381/MK240388

OID155 Folhas Mangueira Guaramiranga- CE =~ MKb559488/MK559482
OID156 Folhas Urucuzeiro Buique - PE MK559489/MK559483
OID157 Folha nova Cajueiro Buique - PE MK559490/MK559484
0OID163 Folhas Urucuzeiro Guaramiranga - CE =~ MK559491/MK559485

Fonte: elaborada pelo autor.

(1) Estados brasileiros: CE — Ceara, PE — Pernambuco e Pl — Piaui.

As caracteristicas morfologicas e as medidas foram realizadas por exame
microscopico e fotomicrografias com uma camera fotografica (Moticam 1000 1.3 megapixel
USB 2.0) acoplada a um microscépio Optico trilocular (LEICA DM LS). Observou-se o
tamanho e forma dos conidios, presenca de corpos fibrosos, natureza da conidiogénese,
caracteristicas do conidioforo (nimero de septos, forma e tamanho da célula basal) e forma de
apressorios no micélio. Cinquenta conidi6foros e conidios foram medidos por amostra. Exames

de microscopia eletronica de varredura também foram realizados.
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Extracéo, amplificacdo por PCR e sequenciamento do DNA

O DNA gendmico dos espécimes selecionados (Tabela 6) foi extraido de hifas,
conidiéforos e conidios do fungo coletados de tecidos infectados, usando DNeasy plant mini
kit da Qiagen (Qiagen®, https://www.qiagen.com.br), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O DNA total extraido foi quantificado pelo espectrofotdmetro NanoDrop® 2000c
(Thermo Fisher Scientific), versdo 1.0. A diluicdo para 10 ng de DNA pL™ foi armazenada a -
20 °C para uso posterior.

A regido espagadora transcrita interna do rDNA (ITS), incluindo ITS1-5.8S-1TS2,
foi amplificada usando os iniciadores ITS1F (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") (WHITE
et al., 1990) e P3R (5-GCCGCTTCACTCGCCGTTAC-3) (KUSABA; TSUGE, 1995). Para
amplificacdo da regido 28S do rDNA (incluindo os dominios D1 e D2), os primers PM3 (5'-
GKGCTYTMCGCGTAGT-3) (TAKAMATSU; KANO, 2001) e Twi4 (5-
GCTATCCTGAGGGAAACTTC-3") (MORI et al., 2000) foram usados. As misturas de PCR
(50 pL) continham 6,25 pL de DNA gendmico (10 ng puL™?), 10 pL de buffer 5x, 1 uL de dNTP
(10 mM), 2 pL de MgClz (25 mM), 0,8 pL de cada iniciador (10 mM), 0,5 pL de GoTaq
polimerase (5 U pL™) e 28,65 pL de agua ultrapura estéril.

O programa de termociclador Flexigene® usado na amplificacdo dos produtos de
PCR incluiu uma etapa desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 60 segundos, anelamento a 52 °C para 28S e 60 °C para ITS por 60
segundos, com uma extensdo final a 72 °C por 10 minutos (MORI et al., 2000). Os produtos de
PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tamp&o Tris Borato EDTA
1X, corados com brometo de etidio (0,5 mg mL™) durante 1 minuto e visualizados sob
transluminador UV. Apos verificacdo das bandas amplificadas, aliquotas de 40 pL de cada
produto de PCR foram enviadas para a empresa Macrogen Inc., Coreia do Sul
(http://www.macrogen.com), para serem purificadas e sequenciadas nas direcdes senso e

antisenso.

Analises filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas das regides ITS e 28S do rDNA foram editadas usando
0 programa BioEdit versdao 7.0.5 (HALL, 2012) e alinhadas manualmente usando ClustalW
com sequéncias do género Erysiphe previamente publicadas e depositadas no GenBank (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 7). As relacdes filogenéticas foram inferidas pela analise


https://www.qiagen.com.br/
http://www.macrogen.com/
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de maxima parciménia (MP) e realizadas através de uma opc¢do de busca heuristica por tree-
bisection-reconnection (TBR) no programa MEGA 7 (KUMAR et al.,, 2016). O suporte
estatistico da arvore foi testado usando andlise de bootstrap com 1.000 repeti¢des. Erysiphe
australiana foi usado como grupo externo. Os escores de arvore, incluindo o comprimento da
arvore, indice de consisténcia (ClI), indice de retencdo (IR) e indice de consisténcia reescalonada
(RC) também foram calculados. Todas as sequéncias aqui obtidas foram depositadas no
GenBank (Tabela 6).

Teste de patogenicidade e inoculacdes cruzadas

Os testes de patogenicidade foram realizados em inoculagdes cruzadas entre todos
0s quatro hospedeiros (cajueiro, urucuzeiro, sombreiro e mangueira) avaliados (Tabela 6). As
mudas de cajueiro suscetiveis ao oidio foram produzidas com castanhas do clone BRS189 e
inoculadas aos 30 dias de idade. A inoculacao foi realizada a partir da transferéncia de conidios
por contato foliar entre discos (6,5 mm de diametro) de folhas infectadas com a epiderme
adaxial de folhas jovens ndo infectadas. Dois testes foram realizados: para o primeiro; amostras
de folhas naturalmente infectadas (O1D104, OID116, OID128 e OID155, Tabela 6) foram
coletadas e usadas para inocular separadamente em quatro mudas de cada hospedeiro para
assegurar a patogenicidade de cada espécime. O inoculo produzido no primeiro teste foi
utilizado para o préximo através de inoculacGes cruzadas entre hospedeiros alternativos.
Novamente, quatro plantas foram inoculadas e quatro plantas saudaveis foram mantidas
separadamente como controle ndo inoculado. As plantas foram mantidas em camaras de
incubacdo sob temperatura de 22 + 2 °C e 68 + 4% de umidade relativa. O exame macroscépico
dos sintomas e sinais foi feito todos os dias. Apds o desenvolvimento dos sintomas, amostras
de tecidos infectados foram examinadas sob microscopia Optica para confirmar a presenca do
patdgeno inoculado, cumprindo-se assim os postulados de Koch.

O periodo de incubacao do fungo para cada hospedeiro avaliado foi registrado nos
dois testes de patogenicidade. No segundo teste, além do periodo de incubacéo, foi avaliado
também a severidade da doenca aos 15 dias ap0s a inoculacdo, com base em uma escala
descritiva de severidade de sintomas, segundo classes, variando de 0 a 4, sendo 0 = auséncia de
sintomas; 1= presenca de pequenas lesdes (2 cm), cobrindo até 2% da area foliar avaliada; 2 =
lesbes maiores (> 2 cm), cobrindo até 5% da area foliar avaliada; 3 = lesGes coalescidas,
cobrindo de 5 a 25% da area foliar avaliada; e 4 = les6es grandes (> 4 cm), cobrindo mais que
25% da éarea foliar avaliada (CARDOSO et al., 2006).
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Tabela 7 - Espécies de Erysiphe, nimero dos especimes, planta hospedeira, pais de origem, e

namero de acesso GenBank das sequéncias usadas no estudo filogenético

NUmero de acesso

Espécie Espécime Hospedeiro Origem Ref.
ITS 28S
E. quercicola VPRI30172  Citrus limon Indonésia AB237791 AB237818 1
E. quercicola VPRI30173 Citrus reticulata Indonésia AB237792 AB237819 1
E. quercicola MUMH 3210 Citrus sinensis Maldsia AB237793 AB237820 1
E. quercicola MUMH 3188 Mangifera indica Argentina AB237794 AB237821 1
E. quercicola MUMH2419 Hevea brasiliensis Brasil AB193607 AB197134 1
E. quercicola MUMH3165 Bixa orellana Argentina AB237787 AB237815 1
E. quercicola MUMH 124 Quercus phillyraeoides  Japao AB193590 AB197135 1
E. quercicola MUMH2546 Acacia auriculiformis Malasia AB237803 AB237830 1
E. quercicola VPRI20907 Acacia mangium Austrélia AB237808 AB237833 1
E. quercicola - Anacardium occidentale  Brasil KY172852 - 2
E. quercicola Quercus robur Brasil KT714236 - 3
E. quercicola LGM-005 Delonix regia Brasil JQ034229 - 4
E. quercicola - Cinnamomum camphora  Brasil MF183968 - 5
E. alphitoides VPRI20379 Mangifera indica Australia AB237799 AB237826 6
E. necator MUMH 530 Vitis vinifera Japéao LC028996 LCO028996 7
E. necator MUMH s141 Vitis coignetiae Japéao LC028995 LCO028995 7
E. baliensis MUMH 5705 Gliricidia sepium Indonésia LC060726 LC060726 6
E. hypogena MUMH 900 Quercus acutissima Japéao AB292727 AB292727 8
E. epigena MUMH 1958 Quercus variabilis Japéao AB292719 AB292719 8
E. sedi MUMH 2575 Sedum aizoon Russia LC010045 LCO10045 1
E. thaxteri MUMH 2465 Berberis darwinii Argentina LC010017 LC010017 1
E. limonii MUMH 2568 Limonium platyphyllum  Ucrania  LC010039 LC010039 1
E. australiana LPF 665 Lagerstroemia speciosa  Brasil KT941419 KT941421 9

Fonte: elaborada pelo autor.

Dados perdidos = -; Ref. (referéncias dos acessos utilizados no estudo filogenético): 1 - Takamatsu et al. (2015a);
2 - Cardoso et al. (2017); 3 - Piveta et al. (2018); 4 - Dallagnol et al. (2012); 5 - Dorneles et al. (2018); 6 - Siahaan
et al. (2016); 7 - Takamatsu et al. (2015b); 8 - Takamatsu et al. (2007); 9 - Fonseca et al. (2016).
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Resultados

Caracterizacao morfoldgica dos espécimes

Nos levantamentos realizados os sintomas foram caracterizados por intenso
crescimento micelial e esporulacdo nas folhas e hastes de urucuzeiro e sombreiro, bem como,
em folhas novas e inflorescéncias de cajueiro e mangueira. A caracterizacdo morfologica dos
espécimes do oidio nestes hospedeiros foi efetuada com base nos conidiéforos e conidios
(Tabela 8). As caracteristicas morfoldgicas destes espécimes eram tipicas do género Erysiphe,
de acordo com a descrigdo de Braun e Cook (2012).

As hifas do fungo eram hialinas, septadas e ramificadas com conidioforos eretos
com conidios no apice (Figura 8e, f). Célula basal do conidioforo cilindrica medindo 16,7 a
36,6 um de comprimento por 5,6 a 8,8 um de largura, seguida por 1-2 células mais curtas
(Figura 8 f; Tabela 8). Os conidios eram em forma de elipsoide, com apice arredondado e base
truncada, sem corpos fibrosos e medindo 21,2 a 37,9 um de comprimento por 10,9 a 21,8 um
de largura, com relagdo comprimento / largura de 1,3 a 2,6 (Tabela 8). Apressorios no micelio

eram lobados. Casmotécios nao foram encontrados.

Analises filogenéticas

As analises filogenéticas de treze espécimes amostrados foram realizadas para a
identificacdo do fungo a nivel de espécie. Apds a construcdo da arvore filogenética mais
parcimoniosa (comprimento = 141, IC = 0,7865, Rl = 0,8662, RC = 0,7495) obtida a partir do
conjunto de dados combinados de sequéncias ITS e 28S do rDNA, os espécimes obtidos nos
diferentes hospedeiros estudados agruparam-se em um clado com espécimes de E. quercicola
com 99% de sustentacdo de bootstrap (Figura 9). Com base nestas informacdes morfoldgicas e
moleculares, identificou-se a espécie E. quercicola como fungo agente causal do oidio nestes

hospedeiros.
Patogenicidade
Nos testes de patogenicidade realizados, sintomas e sinais do fungo semelhantes

aos encontrados em tecidos naturalmente infectados com E. quercicola foram observados em

mudas de cajueiro (Figura 8a), urucuzeiro (Figura 8b), sombreiro (Figura 8c) e mangueira
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(Figura 8d) aos cinco dias ap6s a inoculagdo. As plantas ndo inoculadas permaneceram

assintomaticas.

Tabela 8 - Caracteristicas morfolégicas dos espécimes de oidio coletados em plantas tropicais
no ecossistema do oidio do cajueiro

Célula basal do

No. de acesso ) Conidios o

herbério Hospedeiro conidioforo

C x L (upm) C/L (um) C x L (um)
0OID101 Cajueiro  22,4-34,1x10,9-19,1 1,6-2,4 20,5-33,7 x 6,6-7,8
OID104 Cajueiro  21,2-37,3x11,5-20,4 1,4-2,6 19,2-36,6 x 5,9-7,7
OID111 Cajueiro  21,5-32,1x12,4-16,5 1,5-2,4 22,2-29,2 x 6,5-7,9
0ID148 Cajueiro  22,4-31,8x10,9-185 1,6-2,4 19,4-36,2 x 6,3-7,5
OID157 Cajueiro  25,5-32,0x 13,4-18,3  1,6-2,3 21,4-34,1x6,7-7,8
OID116 Urucuzeiro 22,7-33,9x13,4-215 1,3-2,0 19,1-35,1 x 6,3-7,8
0OID156 Urucuzeiro 22,3-32,1x12,6-19,2 14-25 20,1-34,6 x 6,4-7,8
0OID163 Urucuzeiro 20,5-32,9x12,4-18,7 1,3-2,5 19,7-34,0 x 6,2-7,7
OID01 Sombreiro  23,9-37,1 x 13,3-17,4  1,6-2,2 17,8-30,2 x 6,1-8,6
0OID125 Sombreiro  25,0-37,9 x 13,4-17,0  1,7-2,6 16,9-30,5 x 5,6-8,7
0OID128 Sombreiro  24,4-39,8 x 13,3-19.4  19-2,1 16,7-32,4 x 5,7-8,8
OlID147 Mangueira 25,7-35,7 x 13,7-19,2  15-24 20,7-33,1x6,3-7,9
OID155 Mangueira 25,3-34,6 x 13,1-21,8  1,3-2,1 20,3-35,7 x 6,5-8,0

Braun e Cook

- 25,0-40,0 X 12,0-22,0  1,5-2,3 20,0-40,0 x 7,0-11
(2012) @

Fonte: elaborada pelo autor.
(1) Referéncia para as caracteristicas morfolégicas de E. quercicola. Abreviaturas: C: Comprimento; L: Largura;

C/L: relagdo entre o comprimento e a largura dos conidios.

Patogenicidade cruzada

Os resultados do teste com inoculacBes cruzadas (Tabela 9) asseguram a
patogenicidade de E. quercicola para todas as combinagdes avaliadas entre os hospedeiros
alternativos, com periodo de incubacdo variando de 4 a 7 dias, em diferentes padrdes de
severidade aos 15 dias apds a inoculacdo. Os hospedeiros urucuzeiro (severidade: ++++),

sombreiro (severidade: +++) e mangueira (severidade: +++) foram altamente suscetiveis ao
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indculo de cajueiro, com periodo de incubacdo variando de 4 a 6 dias. Ao mesmo tempo, 0S
espécimes oriundos de urucuzeiro, sombreiro e mangueira infectaram mudas de cajueiro entre
4 a 6 dias, com severidades de +++, ++ e ++++, respectivamente. As menores severidades (++)
foram observadas em cajueiro e mangueira, com indculo de sombreiro; em mangueira com

indculo de urucuzeiro; e em sombreiro com indculo de mangueira.

Figura 8 - (a-d) Sintomas de oidio em mudas de cajueiro, urucuzeiro, sombreiro € mangueira
inoculadas com E. quercicola. (e) Microscopia eletrénica de varredura mostrando conidi6foros
(cf.) e conidios (con.) de E. quercicola. (f) Conidioforos e conidios de E. quercicola (barra de

escala: 30 pm).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 9 - Arvore filogenética inferida por maxima parcimdnia (MP) de dados combinados das
regides gendmicas ITS e 28S do rDNA para espécies do género Erysiphe. Os valores de
bootstrap com 1000 repeti¢des sdo mostrados nos nds. E. australiana foi usado como grupo
externo. Os espécimes obtidos nesse estudo sdo destacadas em negrito. Trés espécimes ndo
possuem cddigos e sdo indicados por (-).

Hevea brasiliensis (MUMH2419) Brasil
Bixa orellana (O1D116) Brasil
Bixa orellana (O1D156) Brasil
Anacardium occidentale (O1D148) Brasil
Clitoria fairchildiana (O1D128) Brasil
Bixa orellana (O1D163) Brasil
Anacardium occidentale (O1D104) Brasil
Clitoria fairchildiana (OI1DO01) Brasil
Delonix regia (LGM-005) Brasil
Anacardium occidentale (-) Brasil
Acacia auriculiformis (MUMH2546) Malasia
Bixa orellana (MUMH3165) Argentina
Mangifera indica (MUMH 3188) Argentina
Anacardium occidentale (O1D157) Brasil
Mangifera indica (O1D155) Brasil
Mangifera indica (O1D147) Brasil
Clitoria fairchildiana (O1D125) Brasil
Anacardium occidentale (O1D111) Brasil
Clitoria fairchildiana (OI1DO01) Brasil
. — Cinnamomum camphora (-) Brasil
Quercus robur (-) Brasil
Acacia mangium (VPRI20907) Austrélia
Quercus phillyraeoides (MUMH 124) Japéo
27 ‘{Citrus limon (VPRI30172) Indonasia

3

E. quercicola

99

Citrus reticulata (VPRI30173) Indonéasia
Citrus sinensis (MUMH 3210) Malésia i
36 Mangifera indica (VPRI20379) Austrélia] E. alphitoides

Berberis darwinii (MUMH 2465) Argentina] E. thaxteri
¥LiGliricidia sepium (MUMH 5705) Indonésia] E. baliensis
99 56— Limonium platyphyllum (MUMH 2568) Ucrania] E. limonii

_'_— Quercus acutissima (MUMH 900) Japdo] E. hypogena
61— Quercus variabilis (MUMH 1958) Japio] E. epigena
Sedum aizoon (MUMH 2575) Russia ] E. sedi
[ Vitis vinfera (MUMH 530) Jap&o ] E. necator
100 ' vitis coignetiae (MUMH s141) Japéo
Lagerstroemia speciosa (LPF 665) Brasil ] E. australiana

Fonte: elaborada pelo autor.



60

Tabela 9 - Inoculagdes cruzadas entre hospedeiros alternativos de Erysiphe quercicola no

ecossistema oidio do cajueiro

Hospedeiros Hospedeiro Hospedeiros alternativos

(fonte de indculo) Cajueiro Urucuzeiro Sombreiro Mangueira

Periodo de incubacdo (dias)

Cajueiro 4 4 4 6
Urucuzeiro 4 4 7 5
Sombreiro 6 5 4 6
Mangueira 6 5 7 5

Severidade )

Cajueiro 4 +4+++ +4++ 44+
Urucuzeiro +++ ++++ +++ ++
Sombreiro ++ +++ +4+++ ++
Mangueira 4+t ++++ ++ 4+

Fonte: elaborada pelo autor.

(1) Notas de severidade aos 15 dias apds a inoculacdo variando de 0 a 4: (-) nota 0, sem sintomas; (+) nota 1,
presenca de lesBes cobrindo até 2% de area foliar avaliada; (++) nota 2, cobrindo de 2 a 5% de &rea foliar avaliada;
(+++) nota 3, cobrindo de 5 a 25% de area foliar avaliada; (++++) nota 4, cobrindo mais que 25% de area foliar

avaliada.

Discussao

As caracteristicas morfoldgicas, filogenéticas e os testes de patogenicidade
revelaram que o fungo agente causal do oidio em cajueiro, urucuzeiro, sombreiro e mangueira
é o fungo Erysiphe quercicola. Esta ocorréncia confirma os relatos feitos recentemente sobre a
ocorréncia desta espécie causando oidio em urucuzeiro e sombreiro no Brasil (FONSECA et
al., 2019, Capitulo Il desta Tese). Este € o primeiro relato de E. quercicola em mangueira.
Embora O. mangiferae Berthet (BERTHET, 1914) em mangueira, sinbnimo de E. gquercicola
conforme Braun e Cook (2012), tenha sido relatada no Brasil, nenhuma caracterizacao
morfoldgica, molecular e patogénica do agente etioldégico do oidio neste hospedeiro foi
realizada até o presente estudo. Em outros paises, a ocorréncia de E. quercicola ja foi relatada
em mangueira, como na Argentina, Australia, Espanha e Tailandia (DESPREZ-LOUSTAU et
al., 2017; TAKAMATSU et al., 2018). Nos ultimos anos, novos hospedeiros de E. quercicola
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ja foram relatados como cajueiro, flamboyant (Delonix regia), seringueira (Hevea brasiliensis),
canfora (Cinnamomum camphora) e carvalho (Quercus robur) no Brasil (CARDOSO et al.,
2017; DALLAGNOL et al., 2012; LIMKAISANG et al., 2005; PIVETA et al., 2018;
DORNELES et al., 2018).

A caracterizacdo do agente etiolégico do oidio neste estudo, revela que E.
quercicola amplia sua lista de hospedeiros no Brasil para mangueira. Testes de patogenicidade
com inoculages cruzadas foram realizadas para investigar a existéncia de hospedeiros
alternativos do fungo que causa oidio em cajueiro. Os resultados do teste de inoculacdes
cruzadas evidenciam que urucuzeiro, sombreiro e mangueira podem servir como hospedeiros
alternativos de E. quercicola e fonte de inéculo para o oidio do cajueiro em pomares
estabelecidos proximos a areas com a presenca de tais plantas. Consequentemente, esses
hospedeiros apresentam envolvimento com as epidemias do oidio do cajueiro verificadas nos
ultimos anos.

As informagdes observadas nos testes de inoculagdes cruzadas sugerem uma
possivel causa da recente introducdo de E. quercicola causando oidio em cajueiro no Brasil
(CARDOSO et al., 2017), uma vez que os sintomas da doenca que se limitavam apenas as
folhas maduras de cajueiro até o ano de 2006 (FREIRE et al., 2002), passaram a se manifestar
também em folhas e brotacdes novas, inflorescéncias, maturis, frutos maduros e peduinculos em
todas as regides produtoras do Nordeste (CARDOSO et al., 2013). A capacidade de espécimes
de oidios de hospedeiros alternativos em causar infeccdo no cajueiro (Tabela 9), levanta a
importante hipotese de que esta poderia ter sido a causa principal da origem primaéria das
epidemias em cajueiro no Brasil.

Este trabalho evidenciou, por meio da caracterizacdo morfoldgica, molecular e
patogénica, a possivel participacdo dos hospedeiros alternativos de E. quercicola na ocorréncia
de epidemias do oidio do cajueiro no Nordeste brasileiro, além de identificar pela primeira vez
a ocorréncia deste patdgeno em mangueira no Brasil. Trabalhos subsequentes, visando ampliar
a lista de hospedeiros alternativos do oidio do cajueiro, devem ser conduzidos, a fim de que

uma completa relacdo possa ser alcancada.
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6 CONCLUSOES FINAIS

Com base na morfologia, na filogenia e na patogenicidade, duas espécies sdo
associadas ao oidio do cajueiro: Erysiphe quercicola que infecta tecidos jovens imaturos como
folhas novas, flores e frutos jovens; e Erysiphe necator que infecta tecidos foliares maduros e
sombreados.

Este é o primeiro relato sobre a ocorréncia tanto de E. quercicola quanto de E.
necator causando oidio em cajueiro e a primeira detec¢do de E. necator nesta planta hospedeira.

Os testes de patogenicidade cruzada evidenciam que E. necator em condi¢des de
baixa luminosidade infecta também tecidos foliares jovens.

Por meio de estudos morfologicos, moleculares e patogenicidade, o urucuzeiro, 0
sombreiro e a mangueira sdo hospedeiros alternativos inéditos de E. quercicola no Brasil.

Os testes de inoculagdo cruzada evidenciam a possibilidade de envolvimento do

urucuzeiro, sombreiro e mangueira como fonte primaria de indculo do oidio do cajueiro.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem ndo somente para o avango
do conhecimento da biodiversidade de Erysiphe spp. em cajueiro, mas também para subsidiar
o0 desenvolvimento de futuros estudos sobre controle dessa doenga. Por meio da combinacéo de
dados morfoldgicos, moleculares e patogénicos foi possivel elucidar davidas sobre correta
etiologia do oidio do cajueiro. Com base nestas analises, as diferencas morfoldgicas e
patogénicas do agente causal da doenga que tém sido verificadas em cajueiro no Brasil, na
realidade, tratava-se de duas diferentes espécies: Erysiphe quercicola que infecta tecidos jovens
imaturos, como folhas, flores e frutos jovens; e Erysiphe necator que infecta tecidos foliares
maduros e sombreados. Testes de patogenicidade cruzada em tecidos foliares jovens e maduros
foram realizados em condic¢Ges de baixa luminosidade. Ao passo que, 0S mesmos revelaram
que E. quercicola infecta apenas tecidos foliares jovens, enquanto E. necator € capaz de infectar
tecidos foliares jovens e maduros. Sugeriu-se por meio destes resultados que condigdes de
luminosidade poderia ser o fator principal que afeta a ndo infeccdo de E. necator em tecidos
foliares jovens em condicfes de campo. Novas pesquisas, portanto, seriam necessarias para
elucidar essa hipotese.

Com base na combinacdo de dados morfoldgicos, moleculares e patogénicos foi
possivel a identificacdo inédita de urucuzeiro, sombreiro e mangueira como hospedeiros
alternativos de E. quercicola na epidemiologia da doenca em cajueiro. Trabalhos subsequentes,
visando ampliar a lista de hospedeiros alternativos do oidio do cajueiro, devem ser conduzidos,

a fim de que uma completa relacédo possa ser alcancada.
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