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RESUMO

As familias Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae (Ascomycota, Botryosphaeriales)
sao complexos de espécies, que engloba fungos ecologicamente adaptados a uma diversidade
de plantas, onde sao descritos como endofiticos ou patdgenos latentes. Sdo fungos conhecidos
por causar doencas como cancro, morte descendente de ramos, podriddo preta da haste em
diversas frutiferas, sobretudo no cajueiro. Este estudo teve como objetivo de detectar a presenca
de fungos das familias Botryospaheriaceae e Pseudofusicoccumaceae em associagdo com o
cajueiro, sua natureza endofitica e o seu padrao de disseminagao entre as plantas. O estudo teve
inicio com a coleta de plantas de cajueiro assintomaticas e castanhas de trés clones especificos:
CCP 76 (altamente suscetivel), BRS 265 (suscetivel) e BRS 226 (resistente). Em seguida, foram
realizadas andlises que resultaram na identificacdo de espécies de fungos pertencentes as
familias Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae nos diferentes tecidos avaliados.
Posteriormente foi realizado teste de patogenicidade dos isolados em estudo, seguido de analise
morfoldgica e filogenéticas. De acordo com as andlises, morfologica e filogenética, percebeu-
se grandes semelhancas entre os isolados endofiticos estudado com as espécies patogénicas ja
relatadas na literatura. A transmissdo desses fungos ocorre tanto de forma horizontal quanto
vertical, uma vez que foi comprovada a presenga de fungos dessas familias em sementes de
cajueiro, evidenciando sua intera¢do com a planta. Este estudo demonstra que os fungos das
familias Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae atuam como endofiticos, convivendo
de maneira harmodnica com a planta. Sua agdo patogénica, no entanto, pode estar associada a
condigdes de estresse sofrida pela planta, seja de origem fisiologica ou ambiental. Este ¢ o
primeiro estudo a identificar e caracterizar fungos endofiticos dessas familias na cultura do

cajueiro.

Palavras-chave: Anacardium occidentale; fungos endofiticos; diversidade; filogenia.



ABSTRACT

The  families  Botryosphaeriaceae = and  Pseudofusicoccumaceae  (Ascomycota,
Botryosphaeriales) comprise species complexes that include fungi ecologically adapted to a
wide range of plants, where they are described as either endophytic or latent pathogens. These
fungi are known to cause diseases such as cankers, dieback, and black stem rot in various fruit
crops, particularly in cashew trees. This study aimed to detect the presence of fungi from the
families Botryosphaeriaceae and Pseudofusicoccumaceae associated with cashew trees, their
endophytic nature, and their dissemination patterns among plants. The study began with the
collection of asymptomatic cashew plants and nuts from three specific clones: CCP 76 (highly
susceptible), BRS 265 (susceptible), and BRS 226 (resistant). Subsequent analyses led to the
identification of fungal species belonging to the families Botryosphaeriaceae and
Pseudofusicoccumaceae in the different tissues evaluated. Pathogenicity tests were then
conducted on the isolates, followed by morphological and phylogenetic analyses.
Morphological and phylogenetic analyses revealed significant similarities between the
endophytic isolates studied and the pathogenic species previously reported in the literature. The
transmission of these fungi occurs both horizontally and vertically, as the presence of fungi
from these families was confirmed in cashew seeds, highlighting their interaction with the plant.
This study demonstrates that fungi from the families Botryosphaeriaceae and
Pseudofusicoccumaceae act as endophytes, coexisting harmoniously with the plant. However,
their pathogenic activity may be triggered under stress conditions experienced by the plant,
whether physiological or environmental. This is the first study to identify and characterize

endophytic fungi from these families in cashew cultivation.

Keywors: Anacardium occidentale; endophytic fungi; diversity; phylogeny.
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1. CAPITULO I
1.1 INTRODUCAO GERAL

O cajueiro (Anacardium occidentale 1..) é uma frutifera tropical de origem brasileira
de ampla importancia econdmica e social para a regido Nordeste, principalmente nos estados
do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui (IBGE, 2018). Contribuindo para a geragcdo de emprego
e renda, a explora¢dao comercial de produtos como a castanha e o pedinculo apresenta grande
potencial, sendo a castanha o principal item destinado a exportagdo (Cardoso et al., 2018). Os
avancos tecnoldgicos tém promovido um aumento na atividade industrial do processamento
tanto para a castanha quanto para o pedunculo, obtendo uma produgdo média anual de 99 mil
toneladas améndoa em 2017 (CONAB, 2017).

Com a introduc¢do dos clones de cajueiros do tipo ando observou-se, um acréscimo na
produgdo, pois 0os mesmos apresentaram caracteristicas mais favoraveis ao cultivo intensivo, a
suas caracteristicas tais como: porte baixo, precocidade, uniformidade da castanha e maior
rendimento tanto em améndoa quanto em pedunculo, permitindo também, uma exploracao
comercial para o caju de mesa (Barros; Crisostomo, 1995; Oliveira et al., 2002). Entretanto, os
problemas fitossanitarios vém se agravando, pois o uso dos clones contribuiu para a diminuigao
da variabilidade genética, tornando as plantas mais vulneraveis ao ataque de doencas e pragas
(Oliveira et al., 2002; Viana, et al 2016).

Entre as principais doengas que acometem a cultura do cajueiro, destacam-se as
provocadas por fungos da familia Botryosphaeriaceae. Os fungos desta familia sdo importantes
patogenos de plantas lenhosas, podendo apresentar habitos parasitario, endofitico e saprofitico,
além de apresentarem uma ampla diversidade genética, morfologica e ecologica (Slippers;
Wingfield, 2007). Os patogenos desse grupo sao responsaveis por causar diferentes sintomas
nas plantas, que vao desde morte descendente dos ramos, podriddes de frutos e cancros em
diversos hospedeiros lenhosos, podendo a doenga ser agravada quando a planta ¢ submetida a
condicdes de estresse (Von arx, 1987; Slippers; Wingfield, 2007).

A importancia econdmica dos fungos da familia Botryosphaeriaceae tem aumentado
nos ultimos anos devido as doencas que causam, estando intimamente associados aos
hospedeiros e aos elevados prejuizos que podem ocasionar, especialmente por se tratar de
doengas de caracteristica silenciosa. A bioecologia desses fungos também se mostra bastante
complexa, alternando entre comportamentos como endofiticos e como patdgenos altamente
agressivos e destrutivos, o que dificulta tanto sua detecgcdo precoce quanto o manejo quando

atuam como patdgenos. Estudos recentes, utilizando técnicas moleculares baseadas em acido
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desoxirribonucleico (DNA), tém proporcionado grandes avangos na compreensao da filogenia,
caracterizacdo ¢ taxonomia das espécies desse grupo (Slippers; Wingfield, 2007; Cardoso;
Wilkinson, 2008; Lopes et al., 2014; Sakalidis et al., 2013; Coutinho et al., 2017). Entretanto,
as interagdes entre espécies da familia Botryosphaeriaceae e frutiferas arboreas tropicais, como
o cajueiro, tém sido estudadas principalmente sob o enfoque das interagdes patogénicas.
Diante do exporto, e a grande diversidade de fungos da familia Botryosphaeriaceae e
a necessidade de aprofundar os estudos sobre esses microrganismos, especialmente em
frutiferas tropicais, este projeto teve como objetivo analisar a bioecologia e a patogenicidade
de fungos dessa familia que estdo associados a cultura do cajueiro nas principais regioes

produtoras dos estados do Ceara e Piaui.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Cultura do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma frutifera tropical nativa do Brasil,
pertencente a familia da Anacardiaceae, provavelmente com origem no Nordeste brasileiro e
atualmente encontra-se disperso nas regides tropicais em todo o mundo, que vao desde Sudeste
da Flérida, a Africa do Sul (Frota 1988; Cardoso; Viana, 2011). Cerca de 98% de area ocupada
por cajueiro encontra-se com maior predominancia na regido Nordeste, sendo que deste total
80%, esta localizado nos estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte (Crisdstomo et al.,
2003). Por ser uma planta rlstica o cajueiro, apresenta uma alta adaptabilidade aos solos de
baixa fertilidade, clima seco e quente que ¢ caracteristico de regides semiaridas (Cardoso;
Viana, 2016; Serrano; Pessoa, 2017). No Nordeste a cajucultura, tem elevada importancia
econdmica e social, devido a geracdo de emprego e renda nos periodos da entressafra das
culturas de subsisténcia como milho e feijao e pelo alto aproveitamento de seus produtos na
agroindustria. (Aguiar et al., 2000; Cardoso; Viana, 2011; Morreira et al., 2012).

O cajueiro foi a frutifera mais explorada em 2018 do estado do Ceard, chegando a
31,7% de produgdo de castanha (IBGE, 2019). Diversos produtos do cajueiro podem ser
explorados comercialmente, tais como a madeira, a castanha e o caju (pedinculo) (Brainer,
2018). Sendo a améndoa o principal produto pelo seu alto valor agregado para a exportagao, ja
o pedunculo pode ser consumido in natura ou utilizado para a industria na produgdo de doces,
geleias, sucos e cajuina (Paiva et al., 2000). A castanha de caju ¢é voltada principalmente para a

exportacdo, tem como principais produtos: o liquido da casca da castanha (LCC), que ¢
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proveniente do processamento da castanha sendo utilizado em revestimento, tintas, esmaltes,
isolantes elétricos, reveladores fotograficos, abrasivos e antioxidante e a améndoa da castanha
de caju (ACC) ¢ utilizada principalmente para a alimentagao (Paiva et al., 2000; Vidal, 2016).

Segundo a FAO (2018), Vietnd, india, Nigéria e Costa do Marfim, nessa ordem de
importancia, foram os maiores produtores mundiais de castanha de caju in natura em 2016, com
70,6% da produ¢do mundial, enquanto o Brasil ocupou a décima quarta posi¢ao, produzindo
cerca de 1,5% do volume total de castanha produzido no mundo. Dentre os paises produtores
de castanha o Brasil vem apresentando uma continua queda de produtividade na produgdo de
castanha. Essa reducdo ¢ atribuida a alguns fatores principais: como o declinio natural dos
pomares da produgdo, ocorréncia de determinadas doencas e pragas chave dos cajueiros e os
longos periodos de estiagem que se agravou ao longo de todo territério nacional, sobretudo na
regido Nordeste (Vidal, 2016; Brainer, 2018).

O cajueiro apresenta uma grande variabilidade genética, sendo dividido em dois
grupos distintos o cajueiro comum e o cajueiro ando, definidos basicamente pelo porte das
plantas. O comum ¢ o mais difundido, apresenta como caracteristica um porte elevado, podendo
chegar a uma altura média de 8 e 15 m de envergadura (expansao da copa), podendo chegar a
20 m. Apresentando uma capacidade produtiva bastante varidvel, devido a variabilidade
genética, onde algumas plantas podem chegar a produzir menos de 1 Kg ou proximo de 180 kg
de castanha por safra (Crisoéstomo et al, 2001). J& o cajueiro ando € caracterizado, por
apresentar altura inferior a 4 m, copa homogénea, precoce, com inicio do florescimento entre 6
e 18 meses e alta produ¢ao (BARROS ef al., 1995). O cajueiro ando representa um ganho
tecnoldgico para a exploragdo da cultura sob varios aspectos. Sua implantagdo ¢ baseada em
enxertia, o que assegura, além do seu baixo porte, a uniformidade, precocidade, reducdo de
perdas na colheita e aproveitamento maior do pedinculo e améndoa (Cavalcanti et al., 2000).
Presentemente, 14 clones de cajueiro estao registrados no ministério da agricultura para plantio,
sendo dois deles relacionados como comuns (BRS 274 ¢ BRS 275) ¢ os demais como andes
(CCP 06, CCP 76, CCP 09, CCP 1001, Embrapa 50, Embrapa 51, BRS 189, BRS 226, BRS
253, BRS 265, Faga 1 e Faga 11) (MAPA, 2003; SERRANO, 2019).

1.2.2 Principais doencgas do cajueiro
O cajueiro ¢ afetado por diferentes patdogenos (fungos e bactérias), responsaveis por

causarem as principais doengas da cultura ao longo de todo o seu ciclo produtivo, sendo as

doencas fungicas as de maior frequéncia. Todas as partes da planta podem ser acometidas por
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esses patogenos, logo a parte aérea (folhas e frutos) ¢ a mais afetadas (Cardoso et al., 2013;
Martins et al., 2018). Algumas destas doengas se destacam pelas severas epidemias que causam
perdas significativas a cultura do cajueiro (Cardoso et al., 2013). As condi¢cdes de ambiente
favoraveis e a susceptibilidade da planta sdo condi¢des propicias a ocorréncia severa de doencas
principalmente no cajueiro do tipo ando que apresenta uma baixa variabilidade e uniformidade
genética, tornando-o assim mais vulneravel ao ataque de patégenos (Cardoso; Viana, 2011;
Viana et al.,2016).

As mudangas climaticas, associadas ao manejo inadequado e a pratica do monocultivo,
tém provocado alteragdes epidemioldgicas significativas, promovendo a ascensdo de doengas
que antes eram consideradas secundarias (Cardoso et al., 2002; Cardoso; Viana, 2011; VIANA
et al.,2016). As doengas sdo os principais entraves para a exploracao eficiente do cajueiro
devido aos seus danos diretos na integridade fisica e na fisiologia da cultura ou, indiretamente,
atuando na intera¢do com outros tipos de estresses (Moreira ef al., 2012).

As principais doencas do cajueiro sdo: a antracnose (Colletotrichum spp.), o oidio (E.
quercicola e E. necator), o mofo-preto (Pilgeriela anacardii Arx e Muller), a mancha-de-
xantomonas (Xanthomonas campestris pv. mangiferae indicae) ¢ o complexo de doencas
causadas por fungos da familia Botryosphaeriaceae (resinose, morte descendente ¢ podridao-
preta-das-hastes) (Freire et al., 2002; Cardoso et al., 2006; Cardoso et al., 2013; Viana et al.,
2016; Cardoso et al., 2017; Coutinho et al., 2017; Fonseca et al., 2019).

A resinose, causada por fungos do género Lasiodiplodia spp., ¢ atualmente
considerada a segunda doenca mais relevante na cultura do cajueiro. Ela afeta diretamente os
vasos condutores da planta, bloqueando o fluxo de seiva por toda a sua extensdo, o que
compromete gravemente a saude e a produtividade da cultura (Cardoso; Viana, 2011; Moreira
et al., 2012; Viana et al., 2016; Coutinho et al., 2017; Cardoso et al., 2018). Esta doenca foi
descrita pela primeira vez na regido Nordeste no municipio de Alto Santo (Freire, 1991). Esta
associada a planta estressada (altitude, amplitude térmica e alta temperatura) e os primeiros
sintomas se manifestam no periodo de 24 a 36 meses de idade da planta, periodo em que a
planta comeca a sua produgdo comercial. Os sintomas se caracterizam inicialmente pelo
escurecimento localizado no tronco apresentando rachaduras, que eventualmente podem
exsudar uma goma caracteristica. Nos tecidos internos, também € observado um escurecimento
que se estende desde a regido cortical e o caAmbio vascular bloqueando os tecidos condutores,
provocando amarelecimento, seca e morte do ramo ou da planta (Cardoso et al., 2006;

Sacramento; Souza, 2009; Alves et al., 2015 Cardoso et al., 2018).



16

Podridao-preta-das-hastes (PPH), ¢ também doenga ocasionada por Lasiodiplodia
spp., foi descrita pela primeira vez nos estados de Ceara e Piaui (Cardoso et al., 2000). Os
sintomas sdo caracterizados pelo escurecimento longitudinal das hastes terminais, com
exsudacdes de uma goma, que progride para uma necrose. No cerrado brasileiro ¢ considerada
a doenca mais importante do cajueiro devido as condigdes climaticas favoraveis, como elevadas
precipitagdes pluviais no periodo de brotagdes (Cardoso et al., 2002).

A morte descendente ¢ uma doenga atribuida a um complexo de fungos da familia da
Botryosphaeriaceae (Ramos et al., 1991). Varios géneros estdo associados a morte descendente
entre eles: Lasiodiplodia, Botryosphaeria, Fusicoccum, Neoscytalidium, Neofusicoccum,
Pseudofusicoccum e Cophinforma (Marques et al., 2013b; Machado et al., 2014a; Cardoso et
al., 2019). A sintomatologia da doenca inclui o murchamento e o cancro dos ramos terminais e
laterais, geralmente de forma unilateral, podendo se expandir para toda a copa da planta. Com
o tempo, observa-se a queda das folhas e a necrose do sistema vascular, o que leva a morte do

ramo afetado (Ploetz et al., 2009a; Cardoso et al., 2019).

Desde modo, estas e outras espécies de fungos pertencentes a familia
Botryosphaeriaceae, apresentam grande destaque na regido Nordeste, por serem responsavel
por elevadas perdas de producao na fruticultura da regiao (Freire et al., 2011; Marques et al.,

2013b).

1.2.3 Aspectos taxonomico e ecologico da familia Botryosphaeriaceae

A familia Botryosphaeriaceae, foi relatada pela primeira vez por Theissene Sydow
(1918), colocada na subfamilia Pseudosphaeriaceae, passando por inimeras mudancas até os
dias atuais. Taxonomicamente, pertence ao Dominio Eukarya; Reino Fungi; Filo Ascomycota;
Classe Dothideomycetes e Ordem Botryosphaeriales (Schoch et al., 2006), composta por 23
géneros e cerca de 110 espécies, sendo apoiado tanto pelas analises morfoldgicas e moleculares
(Phillips et al., 2013).

Os fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae foram descritos inicialmente
com base apenas em suas caracteristicas morfoldgicas de estruturas assexuadas (Cardoso et al,,
2019). Os géneros que integram a familia sdo Lasiodipodia, Barriopsis, Botryosphaeria,
Botryobambusa, Cophinforma, Diplodia, Dothiorella, Neodeightonia, Macrophomina,
Phaeobotryon, Sphaeropsis, Tiarosporella, Neoscytalidium, Neofusicoccum, Spencermartinsia

(Phillips et al., 2013). Nesse contexto, a familia Botryosphaeriaceae foi dividida em dois grupos



17

compostos pelos géneros Diplodia, que apresenta conidios pigmentados quando maduros,
paredes espessas de formatos ovoides a elipsoides, e os géneros Fusicoccum, que apresenta
conidios hialinos, de paredes finas e de formato eliptico a fusiforme ou clavado (Denman et al.,
2000).

Dentre os géneros de Botryosphaeriaceae, mencionados anteriormente, alguns deles ja
foram relatados no Brasil, causando danos tanto em fruteiras tropicais, quanto em outras plantas
cultivadas, entre eles podem ser citados: Botryosphaeria, Lasiodiplodia, Neofusicoccum,
Neoscytalidium, Macrophomina, e Pseudofusicoccum, Copinforma, (Marques et al., 2013b;
Machado et al., 2014b; Coutinho et al., 2017; Cardoso et al., 2019; Machado et al., 2019).
Dentro do género Lasiodiplodia 14 espécies ja foram relatadas no Brasil, em associagdo com a
resinose e morte descendente de cajueiro, mangueira, videira e podridao peduncular, em frutos
de mangueira, mamoeiro, graviola e coqueiro (Costa et al., 2010; Marques et al., 2013a; Netto
et al., 2014; Correia et al., 2016; Coutinho et al., 2017). O género Neoscytalidium, relatado em
associacdo com mangueira causando morte descendente (Marques et al., 2013b). Cardoso et al.,
(2019), relatou pela primeira vez Cophinforma atrovirens, causando morte descendente em
plantas de cajueiro no Brasil.

Tradicionalmente, membros da familia Botrysphaeriaceac eram identificados com
base nos marcadores morfologicos de seus estddios sexuados (ascosporos) e assexuados
(conidios), e posteriormente pela associagdo com seus hospedeiros e distribuicdo geografica.
Entretanto, com o avango de estudos dentro da familia, pesquisadores observaram que a sua
fase sexuada, apresentava baixa capacidade de identificar as espécies e passaram a avaliar as
diferencas apenas na fase assexuada, por ser facilmente encontrado na natureza (Denman et al.,
2000; Crous et al., 2006; Phillips et al., 2013). Os principais caracteres morfoldgicos avaliados
sdo os conidios e conidioforos (comprimento, largura, tamanho, forma, a presenca de septacao,
a espessura da parede e coloragdo), presenga ou nao de parafises, células conidiogénicas, € o
formato dos picnidios. J& na fase sexuada sdo avaliados as dimensdes e formato ascos e
ascosporos e dos ascostromas, para a identificagdo das espécies (Crous et al., 2006; Schoch et
al., 2006; Slippers; Wingfield, 2007; Phillips et al., 2013).

A familia Botryosphaeriaceae, como relatado anteriormente engloba uma variedade de
espécies de fungos ecologicamente variados, podendo ser endofiticos, patogénicos e saprofitos,
geralmente associados as plantas lenhosas. Grupos da familia sdo encontrados em quase todas
as regides geograficas e climas do mundo, infectando plantas de interesse agrondmico, florestal

e ornamental (Crous et al.,2006; Phillips et al., 2013).
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1.2.4 Familia Pseudofusicoccumaceae

A Familia Pseudofusicoccumaceae, antes relatada como género da familia
Botryosphaeriacea, foi relatada pela primeira vez como uma nova familia da ordem
Botryosphaeriales por Yang et al., (2017) de acordo com estudos filogenéticos, no qual
apresentaram alto valor de suporte. No qual o género Pseudofusicoccum ¢ morfologicamente
distinto de outros géneros em Botryosphaeriaceae. Atualmente a familia, apresenta conidiomata
amplo, podendo estar imerso ou na superficie do tecido vegetal, podendo ser uni ou
multilocular, sendo coberto de hifas; sua parede apresenta textura angular e de coloracao
marrom escuro; conidioforos reduzidos e suas células conidiogénicas sdo hialinas, lisas e
cilindricas. Conidios hialinos, finos de paredes ligeiramente espessas, asseptados, granulares,
cilindricas, raramente elipsoides e reto (Yang et al., 2017). Esses microrganismos em sua
maioria sobrevivem de forma endofitica em seus hospedeiros, o que demonstra uma relagao
evolutiva com a planta hospedeira.

A familia Pseudofusicoccumaceae, apresenta espécies de Pseudofusicoccum que se
destacam em ocorréncia e frequéncia associagdes com frutiferas de importancia econdomica
(Marques et al., 2013a; Netto et al., 2014; Coutinho et al., 2017). Apresentando quadro
sintomatoldgico em seus hospedeiros, que vao desde morte descendente de caules e ramos até
a formagdo de cancros e podriddes de hastes, frutos e raizes, sendo recentemente considerados

patdgenos de importincia secundéria na agricultura (Cardoso et al. 2019).

1.2.5 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem de forma assintomatica dentro dos
tecidos vegetais, como folhas, caules e raizes, sem causar danos aparentes as plantas
hospedeiras. Eles podem estabelecer relagdes simbidticas, mutualisticas ou neutras com a
planta. Esses fungos desempenham papéis importantes, como: protecdo contra patdogenos:
produzem compostos bioativos que inibem o crescimento de organismos que poderiam atacar
a planta; resisténcia ao estresse: ajudam a planta a lidar com condi¢des adversas, como seca,
salinidade e temperaturas extremas; e producdo de metabolitos secundarios: alguns fungos
endofiticos sintetizam substancias com potencial farmacoldgico ou pesticidas naturais. (Petrini,
1991; Azevedo; Araujo, 2007; Hyde; Soytong, 2008). Os fungos endofiticos também sao,
responsaveis por produzirem metabolitos secundarios que ajudam a planta contra o ataque de

fungos e pragas, além de apresentarem uma maior plasticidade na sobrevivéncia em diferentes
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habitats. Ecologicamente, os fungos endofiticos desempenham papel fundamental na
sustentabilidade dos ecossistemas e biodiversidade (Li et al., 2007; Arnold et al., 2000; ZOU et
al., 2000; Gunatilaka, 2006).

Os fungos endofiticos sdo divididos em dois grupos, os enddfitos clavicipitaceous (C-
endofitos), que infectam algumas gramineas; e os enddfitos ndo-clavicipitaceous (NC-
endofitos), que podem ser encontrados em tecidos assintomaticos de uma biodiversidade de
plantas, sendo discriminados com base nas caracteristicas filogenéticas (Clay; Schardl, 2002;
Rodriguez et al., 2008). Os endofiticos C, representam um tnico grupo (classe 1), de espécies
filogenéticas relacionadas e limitada a algumas gramineas, sendo sua transmissao via vertical.
Os endoéfitos NC € um grupo de fungos altamente diversos e dividido em trés grupos (classe II,
classe III e classe IV), com base nos padroes de colonizagao do hospedeiro, mecanismo de
transmissao entre geracoes de hospedeiros, niveis de biodiversidade da planta e funcao
ecoldgica (Saikkonen et al ., 2002; Bischoff; White, 2005; Rodriguez et al., 2008)

A familia Botryosphaeriaceae encontram-se agrupada, nos endofiticos da classe III.
Onde este grupo, apresenta uma alta diversidade, estando associado exclusivamente a tecidos
da parte aérea das plantas, entre eles podendo destacar os tecidos fotossintéticos como as folhas
de arvores tropicais e tecidos ndo fotossintéticos como: flores e frutos e tecidos lenhosos. Sua
transmissdo € essencialmente via horizontal (Lodge et al., 1996; Frohlich e Hyde, 1999; Arnold
et al., 2000; Kumar e Hyde, 2004; Tejesvi et al., 2005).

Estudos afirmam, que a disseminacdo das Botryosphaeriaceae ocorre
predominantemente via horizontal pelo meio da dispersao dos esporos no ar e penetragdao
através de ferimentos provocados por pragas, meios abidticos ou aberturas naturais (Slippers;
Wingfield, 2007). Entretanto, estas pesquisas ndo descartam a ocorréncia de disseminacao via
vertical (via semente infectada), logo, a mesma ocorre de forma rara que a horizontal (Petrini,
1991; Marinho et al.,2005; Johri, 2006). Contudo, a aptiddo demostrada por esses
microrganismos de conviver de forma endofitica nas plantas, representa uma ameaca para a
agricultura, pois plantas assintomadticas infectadas servem de fonte de indculo para outras
plantas (Silveira, 2017). E fundamental ampliar o entendimento sobre o papel ecoldgico e
evolutivo das Botryosphaeriaceae, suas interacoes com as plantas hospedeiras, estratégias de
reproducdo, mecanismos de dispersdo e os principais modos de infec¢do (Saikkonen et al.,
1998; Slipper, Wingfield, 2007; Gongalves et al., 2016).

Os fungos da familia Botryosphaeriaceae se distingue de outros endofitos pelo elevado
potencial de agressividade de algumas espécies, que se manifesta principalmente quando o

hospedeiro estd sob estresse. Sua patogenicidade ¢ desencadeada por desequilibrios
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metabdlicos no hospedeiro, provocados por fatores estressantes como condi¢des climaticas
adversas, caracteristicas do solo ou interagdes bioldgicas. (Desprez-loustau et al., 2006;
Cardoso et al., 2009; Phillips et al., 2013; Alves et al., 2015). Para avaliar as caracteristicas
endofitica ou patogénica de Botryosphaeriaceae, ¢ realizado o teste de patogenicidade, que pode
ser feito por suspensdo de esporos (Cardoso et al.,2019) ou disco de micélio (Coutinho et
al.,2017). Sendo o disco de micélio o mais utilizado, devido a sua praticidade em relagdo a
outros métodos, entretanto apresenta algumas desvantagens, devido a ndo quantificacao de
esporos. Contudo, este método vem sendo criticado por alguns pesquisadores, por ser um
procedimento altamente agressivo para a planta sem chance de defesa.

Estudos evidenciam que as mudangas climaticas sdo determinantes, para o
desenvolvimento de doengas ocasionadas por fungos desta familia, pois provocam mudangas
em seu comportamento (Slipper, Wingfield, 2007). Vale ressaltar, que estd familia apresenta
uma alta diversidade, tornando dificil o seu controle em razdo de seus diferentes habitos
ecologicos, pela capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros e por sua aptidao
endofitica. No entanto, ha poucos trabalhos de epidemiologia e caracterizagdo molecular da
familia Botryosphaeriaceae no Brasil (Perreira et al., 2006; Slippers; Wingfield, 2007; Lima et
al., 2013; Coutinho et al.,, 2017).

Ha uma necessidade urgente de desenvolver ferramentas que detectem com rapidez e
precisdo a presenca desses fungos e os mecanismos que governam sua infec¢do, dispersao e
patogenicidade, bem como, a manipulagdo genética de plantas para resistir a esses fungos
intrigantes e relativamente pouco compreendidos (Slipper, Wingfield, 2007).

Técnicas moleculares t€ém avancado cada vez mais, sendo atualmente utilizada na
detec¢do do patdgeno diretamente de amostra do tecido vegetal, face a uma maior rapidez, baixo
custo, alta especificidade e sensibilidade quando comparado com métodos tradicionais (Cao et

al., 2007).

1.2.4 Ferramentas moleculares para identificagcdo de Botryosphaeriaceae

Para os estudos de populacdes de fungos endofiticos e patogénicos, tem-se feito o uso
de técnica moleculares, que sdo capazes de detectar a variabilidade genética a nivel de
sequéncia de DNA, apresentando assim, relevantes contribui¢des para o entendimento
etiologico, epidemiologico, a co-evolucdo hospedeiro/patégeno, bem como manejo de

resisténcia e métodos de controle de doencas (Ferreira; Grattapaglia, 1998).
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Atualmente, entre as técnicas moleculares mais utilizadas est4, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), ¢ uma ferramenta poderosa, que envolve a sintese enzimatica in vitro de
milhdes de copias de um segmento especifico de DNA (Ferreira; Grattapaglia, 1998). Assim,
apds o desenvolvimento da PCR, outras técnicas foram desenvolvidas, com o objetivo de
identificar e caracterizar os microrganismos de forma apropriada. Dentre elas, podem ser
citados Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Simple Sequence Repeats (SSR),
tendo destaque, o uso de primers especificos utilizados pela técnica de sequenciamento génico
(Zabeau; Vos, 1993; Williams et al., 1990).

Entre os marcadores moleculares disponiveis, destacar-se, as SSR (microssatélites)
que sdo sequéncias curtas, envolvendo 1 a 6 pares de bases, repetidas na sequéncia do DNA
(Akkaya et al., 1992; Milach, 1998). As SSRs sdao polimorficas, consequentemente aumentam
a possibilidade de deteccao de diferengas alélicas entre espécies proximas, dentro de uma
espécie, ou até mesmo entre individuos numa populacao (Yu et al., 1999).

Para o sequenciamento génico de Botryosphaeriaceae sdo empregados marcadores
moleculares capazes de mapear regides especificas do DNA que apresente elevado valor
filogenético. Os genes mais utilizados e comprovadamente eficazes para a Botryosphaeriaceae
sdo: DNA ribossomico (rDNA), por ser uma regido universal englobando os genes 18S, 5.8S,
28S e as regides dos espacadores internos transcritos (ITS); a segunda maior subunidade da
RNA polimerase II (RPB2); e regides codificadoras de proteinas, como o fator de elongagao 1
alfa (TEF1-a) e a regido da B-tubulina (Bt) (Phillips et al., 2013).

Nos tltimos anos, varios dados com base em sequéncia de DNA, t€m sido utilizados
para distinguir taxons de Botryosphaeriaceae, mostrando-se, bastante eficiente no
reconhecimento de espécies filogenéticas dentro da familia resultando em descri¢do de novas
espécies, sendo este, um dado importante para o estudo de cultivares resistentes (De wet et al.,
2003; Crous, 2005; Slippers; Wingtfield, 2007).

Portanto, a busca pela identificagdo correta dos microrganismos, com base em
inferéncias filogenéticas, visa ndo apenas a caracterizacdo deles, mas também a obtenc¢do de
informacoes sobre a epidemiologia das doengas que provocam e o manejo adequado dessas
enfermidades nas plantas. Nesse contexto, torna-se indispensavel a realizacao de pesquisas que
explorem a diversidade de espécies da familia Botryosphaeriaceae, seu comportamento
endofitico em plantas, suas relagdes com os hospedeiros e as possiveis causas das epidemias
verificadas no cajueiro. Além disso, essas pesquisas sdo essenciais para esclarecer duvidas

sobre a correta identificacdo das espécies que ocorrem nessa regiao.
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RESUMO

As familias Brotryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae estdo amplamente associadas ao
seu hospedeiro e apresentam um papel ecologico bastante diversificado, ora comportando-se
como saprofitos, parasitas ou endofiticos, podendo ser encontrado diversos hospedeiro e
ecossistema. A ecologia das familias Botryosphaeriaceac e Pseudofusicoccumaceae ¢
comparada a padrdes gerais observados para endofitos, o qual inclui altos niveis de diversidade,
transmissdo horizontal, vertical e niveis de afinidade com o hospedeiro podendo ser de
especifico a amplo, tornando-se uma ameaga significativa aos ecossistemas agricolas. Este
estudo teve como objetivo elucidar o comportamento endofitico de fungos das familias
Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae na cultura do cajueiro, de acordo com as
caracteristicas morfologicas e relagdes filogenéticas e sua semelhanga, com fungos ja relatado
como patogeno da cultura do cajueiro. Foram coletados tecidos assintomaticos de cajueiro dos
clones CCP76 (altamente susceptivel), BRS265 (susceptivel) e BRS226 (resistente), aonde
foram plaqueados e observados a presenga de Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae.
Com base nas analises morfoldgicas e filogenética foi observado que os géneros Lasiodiplodia
e Pseudofusicoccum estdo intimamente associados com fungos endofiticos do cajueiro. A
patogenicidade apresentada por esses fungos foi baixa, mostrando assim uma relagdo uma
afinidade do fungo com o hospedeiro. Este € o primeiro estudo de fungos endofiticos de

Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae associados a cultura do cajueiro.

Palavras chaves: Estudos filogenéticos; Hospedeiro; Morfologia.
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ABSTRACT

The families Brotryosphaeriaceae and Pseudofusicoccumaceae are widely associated with their
host and have a very diversified ecological role, sometimes behaving as saprophytes, parasites
or endophytes, and can be found in several hosts and ecosystems. The ecology of the
Botryosphaeriaceae family is compared to general patterns observed for endophytes, which
include high levels of diversity, horizontal, vertical transmission and can be specific to wide
host levels, becoming a significant threat to agricultural ecosystems. This study aimed to
elucidate the endophytic fungi behavior of Botryosphaeriaceae and Pseudofusicoccumaceae
families in the cashew culture, according to the morphological characteristics and phylogenetic
relationships and their similarity, with fungi already reported as a pathogen in the cashew
culture. Asymptomatic cashew tissues were collected from clones CCP76 (highly susceptible),
BRS265 (susceptible) and BRS226 (resistant), where the presence of Botryosphaeriaceae and
Pseudofusicoccumaceae was plated and observed. Based on the morphological and
phylogenetic analyzes it was observed that the Lasiodiplodia and Pseudofusicoccum genus are
closely associated with cashew endophytic fungi. The pathogenicity presented by these fungi
was low, thus showing an affinity relationship between the fungus and the host. This is the first
study of Botryosphaeriaceae and Pseudofusicoccumaceae endophytic fungi associated with

cashew culture.

Keywords: Phylogenetic studies; Host; Morphology.
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2.1 INTRODUCAO

A cultura do cajueiro estd concentrada, principalmente, na regido semiarida do
Nordeste brasileiro, com maior distribuicao nos estados do Cear4, Piaui e Rio Grande do Norte.
O Ceara destaca-se como o principal estado produtor, concentrando 61,6% da area plantada
nacional e 61,9% da érea cultivada na regido Nordeste (IBGE, 2018; CONAB, 2017). Os
principais produtos explorados dessa cultura sao o pedunculo (pseudofruto) e a castanha (fruto),
sendo a castanha especialmente valorizada devido ao seu alto valor agregado (BRAINER,
2018).

Dentre as principais doengas que afetam o cajueiro (Anacardium occidentale L.),
destacam-se a resinose, a podridao preta da haste (PPH) e a morte descendente (MD), que sdo
responsaveis por severos danos a cultura. Essas doengas t€m como agentes causais fungos da
familia Botryosphaeriaceae, que estdo intimamente associados ao hospedeiro. Além disso,
mudangas climaticas em curtos intervalos de tempo, aliadas a pressdo ambiental e biologica,
sdo fatores que podem favorecer o desenvolvimento de doengas causadas por fungos dessa
familia (Alves et al., 2015; Cardoso et al., 2009b; Desprez-loustau et al., 2007; Sturrock et al.,
2011).

A familia Botryosphaeriaceae ¢ relatada como agente etioldgico causador das
principais doencas que atacam plantas lenhosas, afetando caules, galhos, folhas, frutos e
sementes, podendo inviabilizar todo o pomar devido a sua caracteristica silenciosa. Os fungos
dessa familia desempenham um papel ecoldgico bastante diversificado, comportando-se ora
como saprofitos, ora como parasitas ou endofiticos, podendo ser encontrados em diversos
hospedeiros e ecossistemas (Slippers et al., 2007; Cardoso et al., 2018). Em muitos aspectos, a
ecologia da familia Botryosphaeriaceae ¢ comparada aos padrdes gerais observados para
endofitos, incluindo altos niveis de diversidade, transmissao horizontal, uma estrutura espacial
definida e diferentes niveis de afinidade com o hospedeiro, que podem variar de especificos a
amplos. Quando negligenciada, essa familia pode se tornar uma ameaca significativa aos
ecossistemas agricolas, plantagdes e florestas nativas (Slippers et al., 2007).

Embora haja mais relatos de espécies deste grupo causando doengas em seus
hospedeiros, alguns estudos estdo sendo realizados para descrever a ampla distribuigao
taxonOmica e a alta frequéncia de espécies endofiticas de Botryosphaeriaceae em diferentes
hospedeiros, como Diplodia pinea, isolado de galhos de Pinus (Petrinl; Fisher, 1988), e

Lasiodiplodia theobromae, isolado de tecidos saudaveis de manga (Johnson et al., 1992).



32

A aptiddo demonstrada por esse grupo de fungos em conviver de forma endofitica em
culturas exploradas comercialmente representa um grande risco para a agricultura, devido a
dificuldade de manejo. Sendo assim, ¢ necessario conhecer melhor o papel ecoldgico desse
grupo e sua interacdo com os hospedeiros. Nesse contexto, os objetivos deste estudo foram: (i)
investigar a presenca de espécies de Botryosphaeriaceae em tecidos assintomaticos de cajueiro,
(i1) identificar os fungos da familia presentes nos brotos e sua distribuicdo, e (iil) caracterizar a

patogenicidade dos isolados.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Coleta das amostras e isolamento dos fungos

As amostras foram coletadas na Fazenda Planalto, localizada no municipio de Pio IX
— PI, onde foram recolhidos tecidos assintomaticos (brotagdes novas) de pomares de cajueiro
(Anacardium occidentale) dos clones CCP 76, BRS 265 e BRS 226. Também foram coletados
galhos e caules lenhosos dos clones CCP 76 e BRS 265, que apresentavam sintomas de resinose.
Posteriormente, as amostras foram levadas para o Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza, no Cear4a, onde foram lavadas com 4gua corrente e
detergente para uma desinfestacdo inicial. Em seguida, os materiais assintomaticos foram
divididos em partes: meristema apical, intermedidrio e ponto de enxertia (Figura 1). As
amostras foram cortadas em pequenos fragmentos de 5 mm e esterilizadas de acordo com a
metodologia de Aratjo et al. (2002) para fungos endofiticos. Os materiais foram imersos em
etanol 70% por 1 minuto, seguido de 1 minuto em hipoclorito de sddio a 3%, sendo novamente
submetidos ao etanol por 1 minuto, com dois enxagues em agua destilada estéril (ADE), ¢
depois foram colocados para secar em papel filtro esterilizado. Os tecidos doentes, foram
submersos em etanol 70% por 30 segundos, seguido de 1 minuto em NaCl a 1,5%, e depois
dois enxagues em agua destilada estéril. Posteriormente, os materiais foram transferidos para
placas de Petri contendo Batata Cenoura Agua (BCA), suplementadas com 200 pL de

cloranfenicol.
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Figura 1 — Material vegetal sadio obtido de cajueiro. (a) Localiza¢do dos tecidos dos brotos de
cajueiro utilizados no estudo (M.A = meristema apical; P.I. = ponto intermediario e P.E. = ponto
de enxertia), (b) Variacdo na coloragdo e crescimento de col6nia de fungos da familia
Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae. Fonte: elaborada pela autora.

Em seguida, as placas foram incubadas em temperatura controlada (25°-30°C), com
fotoperiodo de 12 horas. As placas foram examinadas trés dias apds o isolamento, momento em
que os fungos que apresentaram crescimento rapido e coloracdo mais escura foram transferidos
para outra placa de Petri contendo BCA + acicula, com o intuito de induzir a esporulagdo.
Posteriormente, as placas foram novamente incubadas em temperatura controlada (25 - 30°C)
e expostas a luz negra por um periodo de 4 a 5 semanas, até a producao de picnidios. Apos esse
periodo, foi realizada a identificacdo dos fungos, com base na morfologia e nas caracteristicas
tipicas da familia Botryosphaeriaceae (micélio de crescimento rapido, coloragdo variando de
cinza a verde, verde escuro, marrom e preto, presenca de picnidios e formato dos esporos). Em

seguida, obteve-se uma cultura pura de cada isolado para estudos de sequenciamento de DNA.

2.2.2 Extragdo, amplificacdo por PCR e sequenciamento de DNA

As extragdes e amplificagdes de DNA dos isolados foram realizadas no Laboratorio
de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical. O DNA genomico foi extraido de
20 isolados de fungos, obtidos de tecidos assintomaticos de cajueiro. Os isolados foram

cultivados em meio Batata Dextrose (BD) por um periodo de sete dias, sob fotoperiodo de 12



34

horas, em condi¢des estaticas. Apos esse periodo, a massa micelial foi filtrada e submetida a
duas lavagens com agua estéril, com o objetivo de eliminar o meio de cultura. Em seguida, a
manta de micélio foi colocada em uma placa de Petri contendo papel filtro autoclavado, para
realizar uma breve secagem. O protocolo utilizado para a extracdo do DNA genomico foi o de
CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamodnia), conforme descrito por Cavalcanti & Wilkinson
(2007), com modificagdes. Posteriormente, as amostras de DNA extraido foram quantificadas
utilizando um espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). Em seguida as
amostras foram diluidas para 10 ng/puL. e armazenadas a -20 °C.

A solugdo para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) continha um volume final
de 50 pL, composto por 6,25 pL. de DNA genoémico (10 ng/uL), 10 uL de buffer 5x, 3,0 uL de
MgClz (25 mM), 1 uL de ANTP (10 mM), 5 uL de cada iniciador (10 mM), 0,5 uL de GoTaq
polimerase (5 U/uL) e 19,25 pL de 4gua deionizada estéril.

Os iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al., 1990) foram utilizados para amplificar as
regioes ITS 1 e 2. Para a amplificacao da regido EF1-a, foram empregados os iniciadores TEF1-
688F (5'-CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3") e TEF1-1251R (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (ALVES et al., 2008). Além disso, os iniciadores Pt2a e
Bt2b foram utilizados para sequenciar o fragmento B-tub (Glass & Donaldson, 1995). O ciclo
da PCR consistiu em uma desnaturacao inicial a 96 °C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos, cada
um composto por uma desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 58 °C por 1 minuto
(para ITS e EF1-a) ou a 68 °C por 1 minuto (para B-tub), e uma extensao final a 72°C por 10
minutos (Coutinho et al., 2017).

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com
tampao Tris-Borato-EDTA 1X, corados com brometo de etidio (0,5 mg/mL) e visualizados sob
transluminador UV. Apoés a verificagao das bandas amplificadas, aliquotas de 40 uL de cada
produto de PCR foram enviadas para a empresa Macrogen Inc., na Coreia do Sul
(http://www.macrogen.com), para serem purificadas e sequenciadas nas dire¢cdes sentido e
antissenso. Os 20 isolados foram sequenciados nas regides ITS e EF1-a, ¢ a regido B-tub foi

sequenciada para resolver as espécies do género Lasiodiplodia.

2.2.3 Analises filogenéticas
As sequéncias de ITS, TEF1-a e B-tub foram editadas utilizando o programa BioEdit
versao 7.0.5 (HALL, 2012) e alinhadas manualmente com o ClustalW. As sequéncias de ITS,

TEF1-a e B-tub apresentaram tamanhos aproximados de 580, 300 e 420 pb, respectivamente.


http://www.macrogen.com/
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O alinhamento concatenado foi obtido a partir das sequéncias de ITS, TEF1-a e B-tub
dos isolados deste estudo, juntamente com sequéncias de isolados de espécies tipo dos géneros
Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae previamente publicadas e depositadas no
GenBank (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), totalizando 65 taxons e 1095 caracteres
(Tabela 1). As sequéncias de ITS, TEF1-a e B-tub foram combinadas, incluindo 65 taxons e
totalizando 1095 caracteres. As relacdes filogenéticas foram inferidas por meio da anélise de
maxima parcimonia (MP), utilizando uma busca heuristica com a opg¢do treebisection-
reconnection (TBR) no programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016). O suporte estatistico da arvore
foi testado por meio da analise de bootstrap com 1.000 repeticdes. Spencermartinsia viticola foi
usado como grupo externo (outgroup). Os escores da arvore, incluindo o comprimento da
arvore, o indice de consisténcia (CI), o indice de retengao (IR) e o indice de consisténcia

reescalonada (RC), também foram calculados.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabela 1 - Isolados utilizados para a constru¢do filogenética, com seus respectivos hospedeiros, localizacdes geograficas de isolamento,

coletores das amostras e cddigo de acesso as sequéncias ITS e TEF1-a no banco de dados do Genbank. Fortaleza, Ceara, 2020.
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Numero de acesso ao GenBank

Espécies Isolados Hospedeiro Origem ITS EFl-u B-tub Referéncia
Lasiodiplodia brasiliense CMM 4015 Mangifera indica Brazil JX464063 JX464049 - 1
L. brasiliense IBL348 Mangifera indica Brazil KT151807 KTI151801 KT151804 2
L. brasiliense BOT.EN 05 A. occidentale Brazil - - - -
L. caatinguensis T CMM 1325 Citrus sinensis Brazil KT154760 KT008006 KT154767 2
L. caatinguensis IBL271 A. occidentale Brazil KT154756  KT154750 KT154763 2
L. crassispora” CBS 118741 - Australia DQ103550 EU673303 KU887506 3
L. crassispora CBS110492 Unknown Unknown EF622086  EF622066 EU673134 4
L. crassispora BOT. EN10 A. occidentale Brazil - - - -
L. euphorbicola™ CMM 3609 Jatropha curcas Brazil KF234543  KF226689 KF254926 5
L. euphorbicola IBL327 Annona squamosa Brazil KT247491  KT247493 KT247495 2
L. euphorbicola BOT.EN 15 A. occidentale Brazil - - - -
L. endophytica™ MFLUCC 18-1121 Magndlia Liliflora Tailandia MKS501838  MKS584572 MKS550606 6
L. hormozganensis T CBS 124709 Olea sp. Iran GU945355 (GU945343 KUS887515 7
L. hormozganensis CBS 124708 Mangifera indica Iran GU945356  GU945344 - 7
L. hormozganensis BOT.EN 03 A. occidentale Brazil - - - -
L. hormozganensis BOT.EN 08 A. occidentale Brazil - - - -
L. iraniensis " CBS 124710 Mangifera indica Iran GU945346  GU945334 KU887516 7
L. iraniensis IRAN1519C Mangifera indica Iran GU945350 GU945338 - 7
L. iraniensis BOT. EM 02 A. occidentale Brazil - - - -
L. iraniensis BOT.EN 13 A. occidentale Brazil - - - -
L. iraniensis BOT.EN 30 A. occidentale Brazil - - - -
L. mahajangana ™ CBS 124927 Terminalia catappa  Madagascar ~ FJ900595 FJ900641  FJ900630 8
L. mahajangana CMW27820 Terminalia catappa  Madagascar FJ900597 FJ900643  FJ900632 8
L. margaritacea” CBS122519 Adansonia gibbosa Australia EU144050 EU144065 KUS887520 9
L. parva® CBS456.78 Cassava-field soil Colombia EF622083  EF622063 KUS887523 4
L. parva CBS495.78 Cassava-field soil Colombia EF622085  EF622065 4
L. pyriformis T CBS 121770 A. mellifera Namibia EU101307  EU101352 KU887527 10
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Numero de acesso ao GenBank

Espécies Isolados Hospedeiro Origem ITS EFl-u B-tub Referéncia

L. pyriformis CBS121771 A. mellifera Namibia EU101308 EU101353 - 10
L. pseudotheobromae CBS 116459 Gmelina arborea Costa Rica EF622077  EF622057 EU673111 4
L. pseudotheobromae IBL266 A. occidentale Brazil KT247480  KT247484 KT247486 2
L. pseudotheobromae BOT. EN 35 A. occidentale Brazil - - -

L. rubropurpurea” CBS 118740 Eucalyptus grandis Australia DQI103553 EU673304 EU673136 3
L. rubropurpurea WACI12536 Eucalyptus grandis Australia DQ103554 DQI103572 - 3
L. thailandica ™ CBS 138760 Albizia chinensis China KY767663 KY751304 KY751301 11
L. thailandica CPC 22795 Mangifera indica Thailand KJ193637 KJ193681 - 12
L. theobromae ™ CBS 164.96 - New Guinea  AY640255 AY640258 KUS887532 13
L. theobromae IBL404 A. occidentale Brazil KT247468  KT247470 KT247476 2
L. theobromae BOT.EN 01 A. occidentale Brazil - - - -
L. theobromae BOT. EN 32 A. occidentale Brazil - - - -
L. venezueiensis T CBS 118739 - - DQ103547 EU673305 KUS887533 3
L. venezuelensis CMW13513 Acacia mangium Venezuela DQ103549 DQ103570 - 3
L. viticola™ CBS 128313 Vitis vinifera USA HQ288228 HQ288270 HQ288307 14
L. viticola UCD2553AR Vitis vinifera USA HQ288227 HQ288269 HQ288306 14
P. adansoniae CBS 122054 Eucalyptus sp. Australia EF585532  EF585570 - 9
P. adansoniae WAC 13299 M. indica Australia GU172404 GU172436 - 15
P. ardesiacum WAC13294 Mangifera indica Australia GU172405 GU172437 - 9
P. ardesiacum CBS 122062 Adansonia gibbosa Austrélia EU144060 GU172437 - 9
P. kimberleyense CBS 122061 F. opposita Australia EU144059 EU144074 - 15
P. kimberleyense WAC 13293 Mangifera indica Austrélia GU172406 GU172438 - 16
P. olivaceum CMW22639 P. angolensis Africa FJ888463 FJ888439 - 16
P. olivaceum CMW20881 P. angolensis Africa FJ888459 FJ888437 - 2
P. stromaticum IBL500 A. occidentale Brazil KT247464  KT247462 - 1
P. stromaticum CMM 3961 Mangifera indica Brazil JX464103 JX464110 - 5
P. stromaticum URM7471 Atemoya - KY994640 KX528581 - 2
P. stromaticum IBL36 A.occidentale Brazil KT247465  KT247463 - 2
P. stromaticum BOT.EN 04 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOE.EN 07 A.occidentale Brazil - - - -
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P. stromaticum BOT.EN 09 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 31 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 33 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 34 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 36 A.occidentale Brazil - - - -
P. violaceum CMW22671 P. angolensis Africa FJ888472 FJ888441 - 16
P. violaceum CMW20436 P. angolensis Africa FJ888458 FJ888440 - 16
Spencermartinsia viticola CBS117009 Vitis vinifera Spain AY905554 AY905554 EU673104 17

Espécie com T: sdo as espécies tipo utilizadas neste estudo. As sequéncias em negrito foram obtidas do presente estudo. Referéncias 1- Marques et al., (2013);
2 - Coutinho, et al., (2017); 3 - Burgess et al., (2006); 4 - Alves et al., (2008); 5 - Machado et al.,(2014); 6- Silva et al., (2019); 7- Abdollahzadeh et al., (2010);
8- Begoude et al., (2010); 9- Pavlic et al., (2008); 10- Van der Walt et al., (2009); 11- Dou et al., (2017); 12- Trakunyingcharoen et al., (2015); 13- Phillips et
al., (2005); 14- Urbez-Torres et al., (2012); 15- Sakalidis et al., (2011); 16- Mehl et al., (2011); 17- Luque et al., (2005). Espécie com?, sdo as espécies tipo
utilizado neste estudo. Os nimeros de sequéncia em negrito sdo as espécies trabalhada neste estudo.

Fonte: elaborada pelo autor.
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2.2.4 Estudo morfologico e caracteristicas culturais

Para o estudo morfologico foi mensurado o comprimento e a largura dos conidios de
cada representante das espécies dos géneros Lasiodiplodia (Botryosphaeriaceae) e
Pseudofusicoccum (Pseudofusicoccumaceae) identificadas neste estudo. Os isolados foram
cultivados em placas de Petri com BCA contendo aciculas esterilizadas, incubadas a 25 °C e
submetidas a luz negra para induzir o desenvolvimento de picnidios e conidios, por um periodo
de 30 dias.

Os corpos de frutificacdo foram removidos e rompidos manualmente com o auxilio de
um bisturi, sendo colocados em laminas e corados com lactofenol, para posterior observagao
em microscopio. Foram realizadas 30 medi¢des de conidios, enquanto outras caracteristicas
morfoldgicas, como parafises e células conidiogénicas, ndo foram mensuradas. As imagens
foram obtidas com uma camera digital ICc5 131 Axiocam, acoplada a um microscopio (LEICA
DM LS - Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) e um dispositivo de imagem Motic Image

Plus 2.0 (Motic Group Co.).

2.5 CARACTERIZACAO PATOGENICA

O teste de patogenicidade dos isolados foi realizado de acordo com a origem de cada
um. Os isolados relacionados a morte descendente (PPH) foram inoculados na parte aérea das
mudas, enquanto os isolados associados a resinose foram inoculados no caule. Ao todo, foi
testada a patogenicidade de vinte isolados.

Os isolados foram inoculados em mudas de cajueiro com 30 dias. Cada isolado foi
inoculado em quatro mudas de cada clone, BRS 265 (suscetivel) e BRS 226 (resistente),
totalizando oito mudas por isolado. A metodologia de inoculagdo consistiu na aplicagdo de uma
suspensdo de esporos na concentragdo de 1,0 x 10° esporos/mL. Com o auxilio de uma seringa
estéril, uma pequena aliquota da suspensao foi retirada e injetada nos tecidos meristematicos
(gema apical). Para as amostras controle, foi injetada uma aliquota de dgua estéril (Tabela 2).

Para os fungos isolados da resinose. A metodologia de inoculagdo consistiu em um
corte em bisel no caule na altura de 10 cm acima do colo, com o auxilio de um bisturi estéril.
Posteriormente, foi colocado um disco de micélio de 6 mm de didmetro no corte. Em seguida,
o local foi envolto com algoddao umedecido e coberto com Parafilm (Figura 2a). Nas plantas

controle, foram colocados discos do meio de cultura BCA.
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Em seguida, as mudas foram mantidas em camara imida por um periodo de 48 horas,
com temperatura de 25 + 2 °C, sendo retirados o Parafilm e o algodao. Posteriormente, as mudas
foram transferidas para a casa de vegetagao, onde a temperatura oscilava entre 30 e 36 °C, por
um periodo de 30 dias, e, apds esse periodo, foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia de
sintomas (Figura 2).

Apo6s esse periodo foram realizados cortes longitudinais e paralelos ao ponto de
inoculagdo, a fim de mensurar, com o auxilio de um paquimetro digital, a lesdo necrdtica

provocada por cada isolado.

Tabela 2 - Espécies de fungos endofiticos da familia Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae utilizados no estudo de diversidade cultural e morfoldgica, coletados
na Fazenda Planalto, no municipio de Pio IX — PL

N° Isolado Hospedeiro Clone Tecido Cara-cterlstlca Origem
do isolado

BOT.EN 01  Cajueiro 265 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 02  Cajueiro 76 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 03  Cajueiro 76 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 04  Cajueiro 265 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 05 Cajueiro 76 Intermediario  Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 06  Cajueiro 265 Meristema Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 07  Cajueiro 76 Meristema Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 08  Cajueiro 76 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 10  Cajueiro 76 Meristema Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 11  Cajueiro 76 Intermediario  Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 12 Cajueiro 265 Meristema Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 13  Cajueiro 265 Intermediario  Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 14  Cajueiro 265 Intermediario  Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 15 Cajueiro 76 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 16  Cajueiro 265 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT.EN 17  Cajueiro 226 Meristema Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 18  Cajueiro 265 Meristema Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 19  Cajueiro 265 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 20 Cajueiro 265 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 21  Cajueiro 76 Intermediario  Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 22  Cajueiro 226 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 23  Cajueiro 76 Enxertia Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 24  Cajueiro 265 Intermediario  Endofitico Pio IX-PI
BOT. EN 25  Cajueiro 76 Intermedidrio  Endofitico Pio IX-PI

Abreviatura: BOT.EN = Botryosphaeriaceae endofitico. Fonte: dados da pesquisa.
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(B)

|

Figura 2 - Inoculacdo de Botryosphaeriaceae em mudas de cajueiro. (A) mudas inoculadas;

(B) e (C) Lesao causada por Botryosphaeriaceae. Fonte: elaborada pela autora.

A avaliacdo foi avaliada por meio de uma escala de notas adaptada de Pereira et al.
(2006), que varia de 0 a 4, determinada com base na severidade da doenca: (0 — mudas sem
lesdao visivel; 1 — lesdo de até 3 cm de comprimento; 2 — lesdo de até 6 cm; 3 — lesdo com
comprimento superior a 6 cm; 4 — morte da planta).

Apos as avaliagdes, foi realizado o reisolamento do fungo a partir das lesdes avaliadas
nas mudas que apresentaram sintomas de doenga, e a partir do ponto de inoculagdo nas mudas
que ndo apresentaram sintomas. Foram isolados 10 fragmentos do material vegetal em placas

de Petri (BCA + aciculas) os quais foram avaliados ap6s 15 dias.

2.2.5 Teste de sobrevivéncia dos fungos da familia Botryosphaeriaceae

Uma caracteristica dos fungos endofiticos ¢ a capacidade de sobreviver de forma
harmonica com o hospedeiro. Com o objetivo de confirmar uma associag@o simbidtica do fungo
com o hospedeiro em tecidos assintomaticos de cajueiro, foi realizado um terceiro ensaio. Os
fungos isolados das brotagdes jovens dos clones de cajueiro CCP 76, BRS 265 ¢ BRS 226 foram
utilizados neste estudo (Tabela 2). Cada isolado foi inoculado via suspensdao de esporos
(1,0x10°) na parte apical de 4 mudas de cajueiro dos clones BRS 265 e BRS 226,

respectivamente.
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Posteriormente, as mudas foram colocadas em camara imida a uma temperatura de 25
°C por 2 dias. Em seguida, foram transferidas para a casa de vegetagdo, onde permaneceram
por 60 dias. Apds 30 dias, foi realizada a primeira avaliagdo, que consistiu no plaqueamento de
duas mudas de cada clone por isolado. As mudas foram levadas para o laboratério, onde as
folhas foram removidas, deixando apenas o caule, que foi submetido a uma lavagem inicial
com agua e detergente. Em seguida, os caules foram cortados em 10 fragmentos a partir do
ponto de inoculacdo. Os fragmentos foram levados ao fluxo laminar, onde foi realizada a
desinfestagdo superficial, que consistiu na utilizagdo de etanol 70% por 30 segundos, seguido
de 1 minuto em hipoclorito de sodio a 1,5%, e 2 enxdgues com agua destilada estéril (ADE).

Por fim, os fragmentos foram plaqueados em meio BCA + acicula para induzir a esporulagao.

Em seguida, as placas foram incubadas sob temperatura controlada (25 - 30 °C), com
fotoperiodo de 12 horas, e examinadas por um periodo de 3 a 6 semanas até a produgdo de

picnidios e esporos. O mesmo procedimento foi adotado na avaliagao realizada apds 60 dias.

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Analise filogenética e sequenciamento do DNA

As analises filogenéticas dos vinte isolados estudados foram realizadas para identificar
os fungos em nivel de espécie. A construgdo da arvore filogenética mais parcimoniosa
(comprimento = 353, IC =0,7184, R =0,9349, RC =0,7517) foi baseada no conjunto de dados
combinados das sequéncias ITS, EF1-a e B-tub. Dos isolados obtidos neste estudo, 12 se
agruparam no género Lasiodiplodia sp. (Botryosphaeriaceae) e 8 no género Pseudofusicoccum
sp. (Pseudofusicoccumaceae).

A arvore filogenética (Figura 3) foi dividida em dois clados bem suportados, com
valores de suporte de 100%, representando as familias Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae. O clado superior da arvore inclui espécies da familia
Botryosphaeriaceae, divididas em 14 clados, enquanto o clado basal agrupa espécies de fungos
da familia Pseudofusicoccumaceae, organizadas em 6 clados. Os isolados identificados neste
estudo se agruparam da seguinte forma: Lasiodiplodia brasiliense (BOT.EN 05), Lasiodiplodia
crassipora (BOT.EN 10), Lasiodiplodia euphorbicola (BOT.EN 15), Lasiodiplodia
hormozganensis (BOT.EN 03, BOT.EN 08), Lasiodiplodia iraniensis (BOT.EN 02, BOT.EN
13), Lasiodiplodia pseudotheobromae (BOT.EN 35) e Lasiodiplodia theobromae (BOT.EN 01,
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BOT.EN 32). Os isolados BOT.EN 11 e BOT.EN 30 nao foram agrupados em nenhuma espécie
especifica.

Os demais isolados (BOT.EN 04, BOT.EN 07, BOT.EN 09, BOT.EN 14, BOT.EN 31,
BOT.EN 33, BOT.EN 34, BOT.EN 36) agruparam-se em Pseudofusicoccum stromaticum
(Pseudofusicoccumaceae), formando um unico clado com sustentagdo de 100% de bootstrap
(Figura 3).

Com base na morfologia e nos dados filogenéticos, foi possivel identificar espécies de
Lasiodiplodia sp. (Botryosphaeriaceae) e Pseudofusicoccum sp. (Pseudofusicoccumaceae)

presentes de forma endofitica em tecidos de cajueiro nos trés clones estudados.
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BOT.EN 05
g7| JX464063.1 Lasiodiplodia brasiliense
KT151807.1 Lasiodiplodia brasiliense
HQ288228.1 Lasiodiplodia viticola
81 HQ288227.1 Lasiodiplodia viticola
BOT.EN 01
76 | BOT.EN 32
89| AY640255.1 Lasiodipiodia theobramae
KT247468.1 Lasicdiplodia theobromag
o KT154760.1 Lasiodiplodia caatinguensis
KT154756.1 Lasiodiplodia caatinguensis
9g| F4900595.1 Lasiodiplodia mahajangana
FJ900597.1 Lasicdiplodia mahajangana
MK501838.1 Lasiodiplodia thailandica
99 _| KY767663.1 Lasiodiplodia thailandica
KJ193637.1 Lasiodipiodia endophytica
96 BOT.EN 02
E BOT.EN 13
99 BOT.EN 30
GU945346.1 Lasiodipiodia jranfensis
GU945350.1 Lasiodipiodia iraniensis
GU945355.1 Laslodipiodia hormozganensis
BOT.EN 03
[ | GU945358.1 Lasiodiplodia hormozganensis
23 BOT.ENO8
BOT.EN 35
100 EF622077.1 Lasiodiplodia pseudotheobromae
— KT247480.1 Lasiodiplodia pseudotheocbromae
4 EF622083.1 Lasiodipledia parva
98| ' EF622085.1 Lasiodipiodia parva
BOT.EN 15
KF234543.1 Lasiodiplodia euphorbicola
KT247491.1 Lasiodiplodia euphorbicola
76 ‘ DQ103553.1 Lasiodiplodia rubropurpurea
DQ103554.7 Lasiodipiodia rubropurpurea
DQ103547.1 Lasiodiplodia venezuelensis
DQ103549.1 Lasiodipfodia venezuelensis
— EUT44050.2 Lasiodiplodia margaritacea
BOT.EN 11
gal EU101307.1 Lasiodipicdia pyriformis
g2 EU101308.1 Lasiodiplodia pyriformis
DQ103550.1 Lasiodiplodia crassispora
100 BOT.EN 10
EF622086.1 Lasiodiplodia crassispora
_| EF585532.1 Pseudofusicoccum adansoniae
GU172404.1 Pseudofusicoccum adansoniae
| GUT72405.1 Pssudofusicoccum ardesiacum
| EU144060.1 Pseudofusicoccum ardesiacum
EU144059.1 Pseudofusicoccum kimberleyense
80~ GU172406.1 Pseudofusicoccum kimberleyense
FJ888472.1 Pseudofusicocecurmn violaceum
g8 | FJB888458.1 Pseudofusicoccum viclaceum
{ FJ888463.1 Pseudofusicoccum olivaceum
FJ888459.1 Pseudofusicoccum olivaceum
BOT.EN 07
87| yx464103.1 Pseudofusicoccum stromaticum
BOT.EN 31
BOT.EN 34
BOT.EN 04
% KT247464.1 Pseudofusicoccum stromaticum
BOT.EN 09
BOT.EN 32
BOT.EN 14
BOT.EN 36
AY905554.1 Spencermartingia viticola

Figura 3 - Arvore filogenética inferida por maxima parcimonia (MP) a partir de dados
combinados das regides genomicas ITS, EF e B-tub para espécies de Botryosphaeriaceae. Os
valores de bootstrap com 1.000 repetigdes sao mostrados nos nos. S. viticola foi usada como

grupo externo. Os espécimes obtidos neste estudo estao destacados em negrito.
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2.3.2 Caracterizagdo morfologica

Os isolados identificados com base nas analises filogenéticas, utilizando os dados
combinados, compreenderam 12 isolados de Lasiodiplodia (Lasiodiplodia brasiliense, L.
iraniensis, L. pseudotheobromae e L. theobromae) e 8 isolados de Pseudofusicoccum
stromaticum. Esses isolados foram caracterizados com base em sua morfologia, exceto o
isolado Lasiodiplodia pseudotheobromae (BOT.EN 35) (Tabela 3). Os isolados apresentaram
um rapido crescimento em meio de cultura. Inicialmente, o micélio exibia coloragdo branca,
que posteriormente alterava para cinza-escuro, esverdeado ou preto, dependendo da espécie. O
surgimento dos picnidios foi observado apds 30 dias de incubacdo, apresentando conidios de
formato ovoide, hialinos quando jovens e pigmentados a medida que envelheciam. Os conidios
possuiam paredes celulares espessas, apices arredondados e um septo longitudinal,
caracteristicos do género Lasiodiplodia (Figura 4). Para os isolados do género
Pseudofusicoccum, os conidios apresentaram formato fusiforme, hialino e asseptado (Figura 4).

Todas as espécies exibiram caracteristicas morfoldgicas tipicas de seus respectivos géneros.

As dimensdes dos conidios do isolado BOT.EN 11 nao foram comparadas com as de
outros isolados. Os aspectos morfoldgicos das coldnias desses isolados, cultivados em BCA, e

os conidios produzidos nas mesmas condi¢des, podem ser visualizados na Figura 4b.

Tabela 3 - Caracteristicas morfologicas de conidios das espécies de Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae identificadas nesse estudo, em comparagdo com as descri¢des
morfoldgicas originais de cada espécie. Abreviaturas: C: Comprimento; L: Largura; C/L: relagdo
entre o comprimento ¢ a largura. Fonte: dados da pesquisa.

Razao

Espécies Conidios C x L (um) C/L Referéncias

Lasiodiplodia

brasiliense 22,7292 x 11,7-17,0 1.8 Netto et al. (2014).

BOT.EN 05 21,3-25,6 x 13,79-12,7 1,77 Isolado de estudo

L. crassispora (27-) 28,8 (-33) x (14-) 16 (—-17) 1.8 Burgess et al. (2006)

BOT.EN 10 (23,7-) 23,1(17,6) x (15,4) 11,5 (11,3) 1.6 Isolado do estudo
Abdollahzadeh et al.

L. hormozganensis (15,3—) 21,5 (-25,2) x (11-) 12,5 (14) 1.7 (2010)

BOT.EN 03 21,3-20,8 x 13,5-13,2 1.6 Isolado do estudo
Abdollahzadeh et al.

L. iraniensis (15,3-) 20,7 (-29,7) x (11-) 13 (-14) 1.6 (2010)

BOT.EN 02 24.3-21.7x 12,9- 13,0 Isolado do estudo

L. theobromae 19.7-26.7 x 10.9-15.3 1.69 Coutinho et al., 2017

BOT.EN 01 20,14- 15,13 x 10,31 —-9,74 1,7 Isolado do estudo

P. stromaticum (19-)20-23(-24) x 5,0 (4,0) 6,0 4,0 Mohali et al.2006

BOT.EN 33 15,23-14,0 x 5,35-4,7 3,2 Isolado do estudo
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Figura 4 - Aspectos morfologicos das colonias dos isolados de Botryophaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae identificados nesse estudo, cultivado em BCA. (A) colénia e (B)

conidios do isolado BOT.EN 03, (C) colonia e (D) conidios do isolado BOT.EN 35. Fonte:

elaborada pela autora.

2.3.2 Caracterizacdo patogénica

Dos 20 isolados inoculados nas mudas de cajueiro, apenas 4 se mostraram patogénicos,
causando a morte da planta (Tabela 4). Os isolados mais agressivos foram Lasiodiplodia
theobramae (BOT.EN O01), Lasiodiplodia brasiliensis (BOT.EN 05), Lasiodiplodia
hormozganensis (BOT.EN 08) e Pseudofusicoccum stromaticum (BOT.EN 07). O periodo de
incubagdo até o aparecimento dos primeiros sintomas foi de 5 dias. Os sintomas consistiram no
escurecimento da haste apical, seguido de necrose e, posteriormente, uma seca descendente
(Figura 5). Cinco isolados causaram pequenas lesdes nas mudas, mas nao afetaram a fisiologia
da planta, que se desenvolveu normalmente. Os demais isolados ndo causaram sintomas nas
mudas de cajueiro. Posteriormente, todos os fungos inoculados foram reisolados e suas
identidades confirmadas com base nos dados das sequéncias, cumprindo assim os postulados

de Koch. As mudas ndo foram submetidas a nenhuma condigdo de estresse. Para os isolados
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extraidos de tecidos com sintomas de resinose, todos foram patogé€nicos, causando lesdes

superiores a 3 cm, e obtiveram nota 2 de acordo com a escala utilizada para a avaliacao.

Tabela 4 - Ensaio de patogenicidade dos vinte isolados de fungos da familia Botryophaeriaceae
e Pseudofusicoccumaceae nos clones BRS265 (susceptivel) e BRS 226 (resistente).

Isolados Hospedeiro Notas de agressividade Local de onde foi extraido
BOT.EN 01 ;gg 411 265 (P.E)
BOT.EN 02 ;gg 8 76 (P.E)
BOT.EN 03 ggg 8 76 (P.E)
BOT.EN 04 ggg (1) 265 (P.E)
BOT.EN 05 ;gg 41‘ 76 (P.I)
BOT.EN 06 ;gg é 265 (M.A)
BOT.EN 07 ;gg 2 76 (ML.A)
BOT.EN 08 ;gg 41; 76 (P.E)
BOT.EN 09 ;gg 8 76 (MLA)
BOT.EN 10 ;gg 8 76 (P.I)
BOT.EN11 ;gg (1) 265 (M.A)
BOT.EN 12 %gg (1) 265 (P.I)
BOT.EN 13 ;gg (1) 265 (P.I)
BOT.EN 14 ;gg (1) 76 (P.E)
BOT.EN 15 ;gg ? 265 (P.E)
BOT.EN 16 ;gg (1) 226 (M.A)
BOT.EN 17 ;gg (1) 265 (P.E)
BOT.EN 18 ;gg (1) 76 (P.E)
BOT.EN 19 ;gg (1) 226 (MLA)
BOT.EN 20 ggg (1) 265 (P.E)
BOT. EN 21 ggg 8 265 (P.I)
BOT. EN 22 ggg g 76 (P.I)
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265 0

BOT. EM23 226 0 226 (P.E)

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 5 - Lesdes provocadas por espécies de Botryosphaeriaceae em plantas jovens de
cajueiro. (a) mudas sem lesdo visivel, (b) mudas que apresentaram pequena lesdo, (c) muda
apresentado sintoma inicial da doenga (d) muda morta. Fonte: elaborada pela autora.

2.3.3 Sobrevivéncia do isolados em mudas de caju

Para investigar a associa¢dao do fungo endofitico com o hospedeiro, os fungos foram
inoculados nas mudas de cajueiro por meio de uma suspensdo de esporos. Na primeira
avaliacdo, realizada apds 30 dias, constatou-se que as mudas ndo apresentavam sinais de
doenca. Nessa etapa, foram retiradas duas mudas por isolado de cada clone e encaminhadas ao
laboratorio de fitopatologia. No laboratorio, as mudas passaram por uma limpeza superficial

com agua e detergente, seguida de um procedimento de desinfestacdo superficial, conforme
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descrito por Araujo et al. (2002). Apos o tratamento, as mudas foram incubadas a 25 °C sob luz
negra por um periodo de 4 semanas. O mesmo procedimento foi realizado para a avaliagao
posterior, aos 60 dias.

Na primeira avaliacdo, realizada aos 30 dias, apenas o isolado BOT.EN 14 nao foi
reisolado a partir dos tecidos de cajueiro inoculados. Os demais isolados do estudo foram
observados no procedimento de reisolamento. Na segunda avaliagdo, todos os isolados
inoculados em mudas sadias de cajueiro foram reisolados com sucesso. As avaliagdes foram

realizadas com base na morfologia dos conidios inoculados.

2.4. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo sobre fungos endofiticos da ordem Botryosphaeriales
associados a cultura do cajueiro (4dnacardium occidentale) no Nordeste do Brasil. Ainda ha
pouco conhecimento sobre a diversidade e a ecologia desse grupo tao diversificado de fungos
na cultura do cajueiro.

A érvore filogenética foi dividida em dois grandes clados, correspondentes as familias
Botryosphaeriaceae (Lasiodiplodia sp.) e Pseudofusicoccumaceae (Pseudofusicoccum sp.),
ambas identificadas neste estudo, apresentando altos valores de suporte. Das 20 espécies
identificadas, doze pertencem ao género Lasiodiplodia (Botryosphaeriaceae) e oito ao género
Pseudofusicoccum (Pseudofusicoccumaceae), com base em um conjunto de dados apoiado por
caracteristicas morfoldgicas, associagdo com o hospedeiro e analise filogenética de trés regides
génicas (ITS, EFl-a e B-tub). As espécies identificadas foram Lasiodiplodia brasiliense,
Lasiodiplodia crassispora, Lasiodiplodia euphorbicola, Lasiodiplodia hormozganensis,
Lasiodiplodia iraniensis, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia theobromae e
Pseudofusicoccum stromaticum.

O isolado BOT.EN 05 agrupou-se com L. brasiliense; o isolado BOT.EN 10, no clado
de L. crassipora; o isolado BOT.EN 15 alinhou-se no clado de L. euphorbicola; os isolados
BOT.EN 3 e 8, no clado de L. hormozganensis; os isolados BOT.EN 2, 13 e 30, no clado de L.
iraniensis; o BOT.EN 35, no clado de L. pseudotheobramae; e os isolados BOT.EN 1 e 32, de
L. theobramae, apresentando, assim, alta semelhanga com espécies relatadas na literatura como
patogenos de frutiferas.

As caracteristicas morfologicas e filogenéticas revelaram semelhangas entre as

espécies estudadas e as descritas na literatura, o que comprova que os fungos da familia
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Botryosphaeriaceae sdo endofiticos e podem apresentar patogenicidade ao hospedeiro com o
qual estdo associados, quando este ¢ submetido a alguma condicao de estresse. Crous et al.
(2006) afirmam que a maioria dos géneros da familia Botryosphaeriaceae sao relatados como
endofiticos, incluindo Guignardia, Botryosphaeria, Dothidotthia, Neofusicoccum,
Pseudofusicoccum, Lasiodiplodia e Diplodia, em Eucalyptus e Pinus. Essas informag¢des podem
ser potencialmente importantes para entender o risco apresentado por esses fungos e para
elaborar estratégias de controle, bem como para compreender os mecanismos que governam a
especificidade ou neutralidade em relagdo ao hospedeiro.

Os isolados (BOT.EN 04, BOT.EN 07, BOT.EN 09, BOT.EN 14, BOT.EN 31,
BOT.EN 33, BOT.EN 34 e BOT.EN 36) agruparam-se no clado de Pseudofusicoccum
stromaticum (Pseudofusicoccumaceae), apresentando um valor de suporte de 100%, o que
caracteriza esses i1solados como pertencentes a mesma espécie. As espécies de P. stromaticum
foram as que apresentaram maior incidéncia no estudo de tecidos assintomaticos de cajueiro.
Essa espécie foi descrita pela primeira vez por sua associacdo com ramos sem sintomas de
Eucalyptus sp. e arvores de Acacia mangium na Venezuela, sugerindo sua natureza endofitica
(Phillips ef al., 2013). Ha relatos de P. stromaticum causando podridoes da haste em culturas
no Brasil (Marques et al., 2013b), resinose em Anacardium sp. (Netto et al., 2017) e morte de
plantas de graviola e atemoya. E possivel que P. stromaticum sobreviva como endofitico em
varios hospedeiros, mas possa causar doengas em plantas sob condi¢des de estresse.

O isolado (BOT.EN 11) se agrupou sozinho na arvore, sugerindo ser uma espécie nova
de Botryosphaeriaceae, apresentando um valor de suporte de 92%, de acordo com a abordagem
filogenética baseada em dados de sequéncia de DNA.

Das espécies encontradas no estudo este ¢ o primeiro relato de Lasiodiplodia
crassipora e Lasiodiplodia homorgonesis na cultura do cajueiro.

No estudo filogenético, os isolados pertencentes ao género Lasiodiplodia
(Botryosphaeriaceae) foram divididos em 8 clados, sendo que Lasiodiplodia theobramae e
Lasiodiplodia iraniensis foram as espécies que apresentaram maior frequéncia de isolamento.
Segundo Slippers et al. (2007), Lasiodiplodia theobromae é um fungo que apresenta uma ampla
faixa de hospedeiros em diferentes regides geograficas, conseguindo estabelecer-se mais
facilmente em novas areas, pois seu estabelecimento ndo depende da presenga de hospedeiros
especificos. Isso pode explicar a alta frequéncia de isolamento da espécie em diferentes culturas
estudadas, como observado por Coutinho ef al. (2017) e Netto et al. (2017), ao estudarem as
principais doengas ocasionadas por fungos da familia Botryosphaeriaceae em diferentes

frutiferas.
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O estudo de patogenicidade dos fungos mostrou que apenas quatro isolados causaram
danos severos, ocasionando a morte da planta. Esses isolados foram BOT.ENO1, BOT.ENO5 e
BOT.ENO8, pertencentes a familia Botryosphaeriaceae, ¢ BOT.EN0O7, da familia
Pseudofusicoccumaceae. Cinco isolados causaram pequenas lesdes, mas nada significativo,
pois a planta conseguiu se restabelecer, ndo sendo afetada em seu desenvolvimento. Os demais
1solados, um total de onze, ndo causaram nenhum sintoma visivel nas mudas. Os resultados
podem ser explicados pela capacidade do hospedeiro de desenvolver mecanismos que
reconhecem a presenga do fungo, facilitando sua entrada, uma vez que o fungo faz parte do
nicho de fungos endofiticos presentes na cultura. Outro fator que pode ser levantado ¢ que, por
serem fungos com caracteristicas endofiticas, sua acdo patogénica tende a ser minima. Essa
mesma observacao foi relatada por Van Niekerk et al. (2004) e Pavlic et al. (2007), ao
estudarem espécies de Botryosphaeriaceae isoladas de tecidos assintomaticos. Eles observaram
que, quando as espécies sdo inoculadas de forma artificial, apresentam niveis de patogenicidade
baixos ou insignificantes. Pouco se sabe sobre o papel ecologico desse grupo de fungos, e qual
seria sua real funcdo nas comunidades vegetais, o que nos leva a questionar se ocorre uma
interacao benéfica ou mutualistica entre esses fungos e as plantas. Entretanto, sdo necessarios
mais estudos sobre a diversidade desse grupo de fungos para confirmar essa hipotese.

Apds a identificagdo, conclui-se que todas as espécies estudadas estejam
correlacionadas com aquelas que causam as principais doencas ja relatadas para a cultura do
cajueiro e/ou outras frutiferas, o que apoia a teoria de que Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae sao familias de fungos endofiticos.

Estudos afirmam que a maioria, se ndo todas, as espécies de Botryosphaeriaceae
possam ter uma fase endofitica (Slippers et al., 2007), e que alguns fatores podem ser os
precursores dessa mudanga de comportamento de endofiticos para patogénicos, tais como:
mudangas climéaticas, que sdo capazes de causar pressao nas plantas, levando ao estresse, ou
uma pressao bioldgica que possa ocorrer em diferentes areas geograficas. Esses elementos
favorecem o desenvolvimento de doencgas relacionadas a Botryosphaeriaceae (Coakley et al.,
1999; Desprez-Loustau et al., 2006). Apesar de alguns géneros dessa familia serem descritos
como endofiticos, ainda hoje a maioria dos estudos sobre esses fungos ¢ predominantemente
voltada para a a¢do patogénica. Segundo Crous et al. (2006), esse fato pode ser explicado por
razdes economicas. Sendo assim, sdo necessarios mais estudos direcionados as caracteristicas
endofiticas dessa familia e seu comportamento ecologico.

Com base na morfologia e na filogenia das espécies estudadas, observou-se que ambas

apresentam  semelhancas com  espécies das familias  Botryosphaeriaceae e
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Pseudofusicoccumaceae, as quais sdo relatadas na literatura como fungos patogénicos de
diversas culturas de importancia econdomica. Em geral, as espécies de Lasiodiplodia
(Botryosphaeriaceae) mostraram-se mais virulentas nos genétipos de cajueiro, com destaque
para L. theobromae, L. brasiliense ¢ L. hormozganensis. O isolado (BOT.EN 07) de
Pseudofusicoccum stromaticum da familia Pseudofusicoccumaceae também apresentou
viruléncia apenas para o clone BRS226, causando uma pequena lesdo no clone BRS265. O
genotipo de cajueiro BRS226 foi o mais suscetivel a maioria dos isolados utilizados neste
estudo.

Este ¢ o primeiro estudo sobre fungos endofiticos das familias Botryosphaeriaceae ¢
Pseudofusicoccumaceae associados a cultura do cajueiro. O teste de sobrevivéncia evidenciou
a capacidade do fungo de conviver de forma simbidtica com o hospedeiro em condi¢des

naturais, nas quais a planta se desenvolve.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao suporte financeiro e estrutural da Universidade Federal do
Ceara (UFC), Fundagao Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(FUNCAP), Coordenag¢do de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa).



53

REFERENCIAS

ABDOLLAHZADEH, J. et al et al. Phylogeny and morphology of four new species of
Lasiodiplodia from Iran. Persoonia-Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, v. 25, n.
1, p. 1-10, 2010.

ALVES, Artur et al. Morphological and molecular data reveal cryptic speciation in
Lasiodiplodia theobromae. Fungal diversity, v. 28, n. 1, p. 1-13, 2008.

ALVES, E. S. et al. Efeito das condi¢oes edafoclimaticas na ocorréncia da resinose do
cajueiro. Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, 2015. 28 p. (Embrapa Agroindustria
Tropical. Boletim de pesquisa e desenvolvimento 100). Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/131487/1/BPD15005.pdf. Acesso: 22
mar. 2019.

BEGOUDE, BA Didier et al. Botryosphaeriaceae associated with Terminalia catappa in
cameroon, south africa and madagascar. Mycological Progress, v. 9, n. 1, p. 101-123, 2010.

BRAINER, M. S. C. P. Cajucultura nordestina em recuperacio. Escritorio Técnico de
Estudos Econdmicos do Nordeste — ETENE. Ano 3, N° 54, novembro, 2018. Disponivel em:
https://www.bnb.gov.br/documents/80223/4141162/54 caju.pdt/95¢65093-50e1b48d-ab01-
15f3a8f690b4. Acesso em: 30/05/2019.

BURGESS, Treena I. et al. Three new Lasiodiplodia spp. from the tropics, recognized based
on DNA sequence comparisons and morphology. Mycologia, v. 98, n. 3, p. 423-435, 2006.

CARDOSO, J. E.; VIANA, F. M. P.; MARTINS, M. V. V. Doencas causadas por fungos da
familia Botryosphaeriaceae em cajueiro. Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical,
Fortaleza: 2018.

CARDOSO, José Emilson et al. Ocorréncia endofitica de Lasiodiplodia theobromae em
tecidos de cajueiro e sua transmissdo por propagulos. Summa Phytopathologica, v. 35, p.
262-266, 2009.

COAKLEY, S. M.; SCHERM, H.; CHAKRABORTY, S.. Climate change and plant disease
management. Annual review of phytopathology, v. 37, n. 1, p. 399-426, 1999.

COUTINHO, I. B. L. et al. Diversity of genus Lasiodiplodia associated with perennial
tropical fruit plants in northeastern Brazil. Plant Pathology, v. 66, n. 1, p. 90-104, 2017.


https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/131487/1/BPD15005.pdf
https://www.bnb.gov.br/documents/80223/4141162/54%20caju.pdf/95e65093-50e1b48d-ab01-15f3a8f690b4
https://www.bnb.gov.br/documents/80223/4141162/54%20caju.pdf/95e65093-50e1b48d-ab01-15f3a8f690b4

54

DESPREZ-LOUSTAU, Marie-Laure et al. Interactive effects of drought and pathogens in
forest trees. Annals of forest science, v. 63, n. 6, p. 597-612, 2006.

DOU, Z. P.; HE, W.; ZHANG, Y. Does morphology matter in taxonomy of Lasiodiplodia An
answer from Lasiodiplodia hyalina sp. nov. Mycosphere 8: 1014—1027 [em linha]. 2017.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Producio Agricola
Municipal: Culturas temporarias e permanentes — PAM. Disponivel em:
https://www.ibge.gov.br/estatisticasnovoportal/economicas/agricultura-e-pecuaria/9117-

producao-municipal-culturas-temporarias-e-permanentes.html?&t=resultados. Acesso:
10/04/2019.

JOHNSON, G. I. et al. Mango stem end rot pathogens-Fruit infection by endophytic
colonisation of the inflorescence and pedicel. Annals of Applied Biology, v. 120, n. 2, p.
225-234,1992.

LUQUIE, J.; MARTOS, S.; PHILLIPS, A. J.L. Botryosphaeria viticola sp. nov. on grapevines:
a new species with a Dothiorella anamorph. Mycologia, v. 97, n. 5, p. 1111-1121, 2005.

MACHADO, A. R.; PINHO, D. B.; PEREIRA, O. L.. Phylogeny, identification and
pathogenicity of the Botryosphaeriaceae associated with collar and root rot of the biofuel
plant Jatropha curca s in Brazil, with a description of new species of Lasiodiplodia. Fungal
Diversity, v. 67, n. 1, p. 231-247, 2014.

MACHADO, Alexandre Reis et al. Botryosphaeriaceae species causing dieback on
Annonaceae in Brazil. Plant Pathology, v. 68, n. 7, p. 1394-1406, 2019.

MARQUES, M. W. et al. Botryosphaeria, Neofusicoccum, Neoscytalidium and
Pseudofusicoccum species associated with mango in Brazil. Fungal Diversity, v. 61, n. 1, p.
195-208, 2013.

MEHL, J. W.M et al. Botryosphaeriaceae associated with Pterocarpus angolensis (kiaat) in
South Africa. Mycologia, v. 103, n. 3, p. 534-553, 2011.

NETTO, M. S.B et al. Analysis of phylogeny, distribution, and pathogenicity of
Botryosphaeriaceae species associated with gummosis of Anacardium in Brazil, with a new
species of Lasiodiplodia. Fungal biology, v. 121, n. 4, p. 437-451, 2017.

PAVLIC, D. et al. Seven new species of the Botryosphaeriaceae from baobab and other native
trees in Western Australia. Mycologia, v. 100, n. 6, p. 851-866, 2008.


https://www.ibge.gov.br/estatisticasnovoportal/economicas/agricultura-e-pecuaria/9117-producao-municipal-culturas-temporarias-e-permanentes.html?&t=resultados
https://www.ibge.gov.br/estatisticasnovoportal/economicas/agricultura-e-pecuaria/9117-producao-municipal-culturas-temporarias-e-permanentes.html?&t=resultados

55

PETRINI, O.; FISHER, P. J. A comparative study of fungal endophytes in xylem and whole
stem of Pinus sylvestris and Fagus sylvatica. Transactions of the British Mycological
Society, v. 91, n. 2, p. 233-238, 1988.

PHILLIPS, A. et al. Two new species of Botryosphaeria with brown, 1-septate ascospores and
Dothiorella anamorphs. Mycologia, v. 97, n. 2, p. 513-529, 2005.

PHILLIPS, A. J. L. et al. The Botryosphaeriaceae: genera and species known from
culture. Studies in mycology, v. 76, n. 1, p. 51-167, 2013.

SAKALIDIS, M. L. et al. Pathogenic Botryosphaeriaceae associated with Mangifera indica in
the Kimberley region of Western Australia. European journal of plant pathology, v. 130, n.
3, p. 379-391, 2011.

DE SILVA, N. I. et al. Phylogeny and morphology of Lasiodiplodia species associated with
Magnolia forest plants. Scientific reports, v. 9, n. 1, p. 14355, 2019.

SLIPPERS, B.; WINGFIELD, M. J. Botryosphaeriaceae as endophytes and latent pathogens
of woody plants: diversity, ecology and impact. Fungal biology reviews, v. 21, n. 2-3, p. 90-
106, 2007.

TRAKUNYINGCHAROEN, T. et al. Caulicolous Botryosphaeriales from
Thailand. Persoonia-Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, v. 34, n. 1, p. 87-99,
2015.

URBEZ-TORRES, J. R. et al. Characterization of fungal pathogens associated with grapevine
trunk diseases in Arkansas and Missouri. Fungal diversity, v. 52, n. 1, p. 169-189, 2012.

VAN DER WALT,F. J. J. Botryosphaeriaceae associada a espécies nativas de Acacia no
sul da Africa, com referéncia especial a A. mellifera. 2009. Tese de Doutorado.
Universidade de Pretoria.



56

CAPITULO III: Deteccio de fungos da familia Botryosphaeriaceae e

Pseudofusicoccumaceae em sementes de cajueiro

Autores

Regimara Francisca Bernardo da Silva Vieira ?, Wéverson Lima Fonseca ?, Suane de Oliveira

Souza Brasil ?, Cristiano Souza Lima ? e José Emilson Cardoso °

@ Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal do Ceard, 60440-554 Fortaleza, Ceara,

Brasil; "Embrapa Agroindiistria Tropical, 60511-110 Fortaleza, Ceard, Brasil.

*Autor para correspondéncia: Jos¢ Emilson Cardoso; Endereco de E-mail: jose-
emilson.cardoso@embrapa.br; Regimara F. B. S. Vieira; Endere¢o de E-mail:

bernardoregimara@gmail.com; TEFEFONE: +55 88 99704-8222.

RESUMO

O Brasil € o terceiro maior exportador de castanha de caju, sendo a regido Nordeste responsavel
por 99% da producao do pais. As doengas ocasionadas por fungo da familia botryosphaeriaceae
como resinose, morte descendente e podridao preta da haste tem provocado iniimeros prejuizos
a cultura. A transmissdo desse patdgeno via semente, representa um grande risco para a
agricultura em func¢ao da impossibilidade de manejo. Este trabalho teve como objetivo detectar
a presenca de fungos das familias Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae em semente
de cajueiro. Foram coletadas amostras de sementes em dois locais diferentes. Onde o primeiro
local a alta incidéncia de doengas relacionado a Botryosphaeriaceae, sendo coletadas castanhas
dos clones CCP 76 e BRS 226 e um local de baixa incidéncia da doenca associada ao grupo de
fungos, onde foram coletadas castanha do clone BRS 265. As amostras foram isoladas em
placas de Petri, divididas em améndoa e castanha, onde foi observado a incidéncia de
isolamento. Posteriormente, realizou as analises morfoldgicas e filogenética dos isolados, onde
comprovou, a presenga de fungos das familias Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae
de forma endofitica em semente de cajueiro e que a sua transmissdo ocorre de forma vertical.
E por meio da caracterizagdo morfologica, molecular das espécies de Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae, encontrada no estudo, evidenciou, que as espécies endofitica

encontrada neste estudo s3o a mesmas espécies relatadas como patdgenos da cultura.

Palavras chaves: fungos endofiticos; filogenia; patogenicidade.
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ABSTRACT

Brazil is the third largest exporter of cashew nuts, being a Northeast region responsible for 99%
of the country's production. The fungus diseases caused by the Botryosphaeriaceae and
Pseudofusicoccumaceae family such as resinosis, descending death and black rot stem caused
several crop damages. The seed transmission represents a great agriculture risk due to the
management impossibility. This work aimed to detect the fungi presence at Botryosphaeriaceae
and Pseudofusicoccumaceae families in cashew seed. Seed samples were collected at two
different locations. The first location had a high incidence of Botryosphaeriaceae and
Pseudofusicoccumaceae diseases, with chestnuts from clones CCP 76 and BRS 226 being
collected and a local place with low diseases incidence associated with the group of fungi,
where chestnuts from the clone BRS 265 were collected. The samples were isolated in Petri
dishes, separated into almond and chestnut, the isolation incidence was observed. Subsequently,
performed as morphological and phylogenetic analysis of the levels, where proved the presence
of endophytic fungi belonged at Botryosphaeriaceae and Pseudofusicoccumaceae families in
cashew seeds and the transmission occurs vertically. In this study, the morphological and
molecular characterization of the Botryosphaeriaceae and Pseudofusicoccumaceae species
evidenced that endophytic species found in this work were the same species related as

pathogens culture.

Keywords: endophytic fungi; phylogeny; pathogenicity.
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3.1. INTRODUCAO

O cajueiro (Anarcadium ocidentale L.), ¢ uma planta pertencente a familia
Anarcadiaceae, caracteriza-se por ser uma planta perene, de porte médio, apresentando caule
comumente tortuoso e ramificado; suas folhas sdo simples inteira, alternas, de aspecto
subcoriaceo. E uma planta adromonoica, onde apresenta flores masculina e hermafroditas numa
mesma panicula. O fruto ¢ um aquénio de formato reniforme, composto por epicarpo,
mesocarpo e endocarpo. A améndoa ¢ recoberta por uma pelicula (Lima, 1988; Barros, 1993).

O Brasil € o terceiro maior exportador de castanha de caju, ficando atras apenas da
india e do Vietnd. Sendo a regido Nordeste responsavel por 99% da produg¢do do pais,
mostrando a importancia socioeconomica da cultura para a regido (Moreira et al., 2013, Freire
et al., 2014). A ocorréncia de mudangas climaticas em curtos intervalos de tempo, aliada ao
uso inadequado de praticas de manejo e a adogdo do monocultivo, tem provocado alteracdes na
epidemiologia de determinadas doengas, anteriormente consideradas secundarias, mas que
atualmente sdo responsaveis por danos severos as culturas, comprometendo sua produtividade.
Entre essas doencas, destacam-se aquelas associadas a familia Botryosphaeriaceae. (Cardoso;
Viana, 2011; Viana et al.,2016).

As doengas hoje, sdo os principais entraves para uma exploragdo eficiente do cajueiro
devido a danos diretos na integridade fisica e na fisiologia da cultura ou indiretamente, quando
associado a algum tipo de estresse ambiental (Moreira et al., 2012). Os fungo da familia
Botryosphaeriaceae sdo relatados como os principais patégenos na cultura, sua infec¢io ocorre
quando seu hospedeiro ¢ submetido a algumas condi¢des de estresses (Smith et al., 1994,
Stanosz et al., 2001). As doengas ocasionadas por este grupo de fungos sdo observadas de modo
indistinto, tanto em plantas estressadas como em plantas aparentemente vigorosas (Bezerra et
al., 2003). Este grupo de fungo sdo cosmopolitas, altamente diversos, podem infectar uma
ampla gama de hospedeiro, causando sintomas de podriddes de frutos, morte descendente e
cancro em plantas lenhosas (Von Arx e Miiller, 1954; Barr, 1987).

A transmissao desses patogenos pode ocorrer via horizontal por meio da dispersao dos
esporos pelo vento que penetra nas plantas via aberturas naturais ou por abertura provocadas
por pragas (Petrini, 1991; Marinho et al., 2005; Slippers; Wingfield, 2007) e via vertical quando
o fungo ja se encontra presente na semente de forma endofitica e ao desenvolve-se transporta o
fungo em seus tecidos Petrini, 1991; Marinho et al., 2005; Slippers; Wingfield, 2007). O

aparecimento de doenga associado as Botriosphaeriaceae, em locais antes ndo relatadas,
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levantam a hipotese sobre a transmissao desse patogeno por mudas sadias e sementes (Cardoso
et al., 2009).

Freire, (2012) afirma que a infec¢ao por fungos endofiticos em améndoas de cajueiro
ocorre quando os fungos, normalmente presentes nos ramos e folhas do cajueiro, se estabelecem
nos tecidos que formarao as novas inflorescéncias.

A aptidao demostrada por esse grupo de fungos de conviver de forma endofitica em
culturas exploradas comercialmente, representa um grande risco para a agricultura em fungao
da impossibilidade de manejo. Sendo necessario conhecer melhor o papel ecoldgico desta
familia, sua interacdo com os hospedeiros, transmissao e sua forma de infec¢do. Contudo, ainda
detém de poucos estudos das sementes como veiculo de transmissdo desses fungos, para
culturas de importancia econdmica. Conduto, este trabalho teve como objetivo detectar a

presenca de fungos da familia Botryosphaeriaceae em semente de cajueiro.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coletas das castanhas

Foram coletadas amostras de 100 castanhas saudaveis dos clones CCP 76, BRS 265 e
BRS 226, colhidos em 2019 dos pomares do municipio de PIO-IX, no estado do Piaui ¢ em
Pacajus no estado do Ceard. Posteriormente, os materiais foram levados para o laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza Ceard. As sementes usadas no
estudo, foram coletadas em dois locais diferentes. Os clones CCP 76 ¢ BRS 265, foram
coletadas na fazenda planalto em PIO-IX-PI, onde apresenta alta incidéncia de doencas
associadas as Botryosphaeriaceae ¢ o clone BRS265 foi coletada na fazenda da Embrapa
Agroindustria em Pacajus-CE, onde a incidéncia de doencas ocasionada por este grupo de

fungos ¢ menor.

3.2.2 Caracterizacao dos materiais coletados

Os materiais passaram por uma limpeza superficial com a agua e detergente com o
objetivo de eliminar sujeiras e outros microrganismos indesejaveis, sendo posteriormente
colocadas para secar. Em seguida, realizou-se uma esterilizagdo superficial para fungos
endofiticos de acordo com Araujo et al., (2002). Que consistiu na imersao das castanhas em
alcool 70% por 1 minuto; seguida de uma lavagem com hipoclorito de sédio a 3% por 3 minuto;

colocado novamente no alcool por mais 1 minuto; seguido de duas lavagens com agua destilada
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estéril (ADE) e colocada em uma placa contendo papel filtro esterilizado para a retirada excesso
de agua.

Posteriormente, as castanhas foram abertas mecanicamente, ao qual encontravam-se
visualmente saudaveis sem a presenca de manchas (lesdes escuras), sendo em seguida
distribuidas em placas contendo BCA. As placas foram divididas entre améndoa e castanhas,

onde cada placa continha duas améndoas e duas castanhas (Figura 6).

(A)

Figura 6 - Aspecto gerais das sementes usada neste estudo, para a detec¢ao de fungos da ordem
Botryosphaeriales. (A) aspectos externo da semente; (B) aspecto interno da semente usada no
estudo. Fonte: elaborada pela autora.

Em seguida, as placas foram incubadas a 28° C, com fotoperiodo de 12 horas de luz,
por um periodo de 5 dias e examinadas, diariamente, quanto ao crescimento micelial do fungo.
As colonias que se desenvolveram foram transferidas para outra placa contendo Batata Cenoura
Agar (BCA + acicula), que foram novamente incubadas a 28 °C, por um periodo de 4 semanas.
Os fungos foram identificados com base nas suas caracteristicas morfoldgicas (coloragao da
colonia que variava de verde escuro a preto, presenca de picnidio), para presenga de fungos da
familia Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae. A porcentagem da ocorréncia de fungos
nas sementes foi anotada (Tabela 5). Posteriormente foi selecionado 11 isolados com base na
sua morfologia para a extragdo de DNA. Os fungos foram encontrados tanto nas castanhas como

nas améndoas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Porcentagem de ocorréncia de fungos da familia Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae em sementes de cajueiro.

Clone Local Porcentagem
0
76 Castanha 25%
Améndoa 15%
0
265 Castanha 10%
Ameéndoa 8%
0
226 Castanha 17%
Améndoa 10%

Fonte: dados da pesquisa.

3.2.3 Extragdo, amplifica¢do e sequenciamento de DNA genémico

As extragdes e amplificagdes de DNA dos isolados foram realizadas no Laboratorio
de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical. Foram extraido o DNA gendmico
de 11 isolados extraido das castanhas do clone CCP 76, BRS 265 e do clone BRS 226. Os
isolados foram cultivados em Batata Dextrose (BD), por um periodo de 7 dias, com 12h
fotoperiodo sem agitacdo, posteriormente uma filtragem para a retirada da massa micelial em
seguida de duas lavagens com agua estéril, a fim de eliminar o meio de cultura. Em seguida,
amanta de micélio foi colocada e um placa de preti contendo papel filtro autoclavado, de modo
a realizar uma breve secagem da manta micelial. O protocolo utilizado para a extragdo do DNA
genomico foi o de CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamoénia), utilizando o protocolo de
Cavalcanti & Wilkinson (2007) com modificagdes.

Posteriormente, as amostras de DNA extraido foram quantificadas utilizando um
espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, as amostras foram
diluidas para 10 ng uL ' de DNA uL' e armazenadas a -20 ° C.

A mistura de Reagdo da cadeia da Polimerase (PCR) continha um volume final de
50uL sendo composta com 6,25 pL do DNA gendmico (10 ng uL™), 10 pL de buffer 5x, 3,0
uL de MgCI2 (25 mM), 1 uL de ANTP (10 mM), 5 puL de cada iniciador (10 mM), 0,5 puL de
GoTaq polimerase (5 U uL™) e 19,25 pL de 4gua deionizada estéril.

Os iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990), foram utilizados para utilizados para
amplificar as regides ITS 1 e 2. Para amplificacdo da regido EF1-a, foram usando os iniciadores

TEF1-688F  (5°- CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3’) e  TEFI-1251R (5’
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Alves et al., 2008) e os primers Bt2a e Pt2b foram usados
para sequenciar o fragmento B-tub (Glass & Donaldson, 1995). O ciclo da PCR consistiu com
uma desnaturacdo inicial de 96° C por 1 minuto, seguidos de 35 ciclos, seguindo de uma
desnaturacao a 94° C por 30 segundo; anelamento a 58° C por um minuto (ITS e EF1-a) ou 68°
C (B-tub) por 1 min e uma extensao final de 72° C por 10 minutos (COUTINHO et al., 2017).

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% com
o tampdo Tris Borato EDTA 1X, corados com brometo de etidio (0,5 mg mL') e visualizados
sob transluminador UV. Apds verificagdo das bandas amplificadas, aliquotas de 40 uL 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. As regides ITS e EF foi sequenciado para os 11 isolados e a regido B-tub foi

sequenciada para 6 isolados do género Lasiodiplodia.

3.2.4 Analises filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas das regidoes de ITS, TEF1- a e B-tub foram editadas
usando o programa BioEdit versdo 7.0.5 (HALL, 2012) e alinhadas manualmente usando o
ClustalW com sequéncias de fungos da familia Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae
publicadas e depositadas no GenBank (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 6). As
sequéncias ITS, TEF1- a e B-tub apresentaram um tamanho de aproximadamente 580, 300 e
420pb. As relacdes filogenéticas foram inferidas pela analise de maxima parcimonia (MP) e
realizadas através de uma opcao de busca heuristica por treebisection-reconnection (TBR) no
programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). O suporte estatistico da arvore foi testado usando
analise de bootstrap com 1.000 repeti¢des. Spencermartinsia viticola foi usado como grupo
externo (outgoup). Os escores de arvore, incluindo o comprimento da arvore, indice de
consisténcia (CI), indice de retencdo (IR) e indice de consisténcia reescalonada (RC) também

foram calculados.
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Numero de acesso ao GenBank

Espécie Isolados Hospedeiro Origem ITS EFl-a B-tub Referéncia
Botryosphaeria rosaceae CGMCC3.18008 Amygdalus sp. China KX197075 KX197095 KX197102 1
B. rosaceae CGMCC3.18007 Malus sp. China KX197074  KX197094 KX197101 1
Cophinforma atrovirens MFLUCC Eucalyptus sp. Thailand JX646800 JX646865  JX646848 2
C. atrovirens MFLUCC 11-0655 Eucalyptus sp. Thailand JX646801 JX646866  JX646849 2
C. mamane CMM 3941 M. indica Brazil KC184892 JX513626 - 3
C. mamane MF521897 A.occidentale Brazil MF521897  MG209371 MF538773 4
C. mamane BOT.EN 17 A.occidentale Brazil - - -
Fusicoccum fabicercianum CMM 3905 M. indica Brazil JX513642 JX513621 - 3
F. fabicercianum CMM 3899 M. indica Brazil JX513646 JX513625 - 3
Lasiodiplodia brasiliense " CMM 4015 Mangifera indica Brazil JX464063 JX464049 - 3
L. brasiliense IBL348 Mangifera indica Brazil KT151807 KT151801  KT151804 5
L. crassispora™ CBS 118741 Unknown Australia DQ103550 EU673303  KUS887506 6
L. crassispora CMW22653 P. angolensis Africa FJ888465 FJ888452 - 7
L. euphorbicola ™ CMM 3609 Jatropha curcas Brazil KF234543 KF226689  KF254926 8
L. hormozganensis” IRAN1500C Olea sp. Iran GU945355  GU945343 - 9
L. hormozganensis CBS 124708 Mangifera indica Iran GU945356 GU945344 - 9
L. hormozganensis BOT.EN 27 A.occidentale Brazil - - - -
L. iraniensis ™ CBS 124710 Mangifera indica Iran GU945346  GU945334 KU887516 9
L. iraniensis IRAN1519C Mangifera indica Iran GU945350  GU945338 - 9
L. iraniensis BOT.EN 23 A.occidentale Brazil - - - -
L. iraniensis BOT.EN 19 A.occidentale Brazil - - - -
L. mahajangana™ CMW27801 T. catappa Madagascar  FJ900595 FJ900641  FJ900630 10
L. parva™ CBS456.78 Cassava-field soil Colombia  EF622083 EF622063  KU887523 11
L. pyriformis ™ CBS 121770 A. mellifera Namibia EU101307 EU101352 KUS887527 12
L. pseudotheobromae ™ CBS 116459 Gmelina arborea Costa Rica  EF622077 EF622057 EU673111 11
L. pseudotheobromae IBL266 A. occidentale Brazil KT247480 KT247484  KT247486 5
L. pseudotheobromae BOT.EN 28 A.occidentale Brazil - - - -
L. rubropurpurea™ CBS 118740 E. grandis Australia DQ103553 EU673304 EU673136 6


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=144557
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=144557
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L. thailandica ™ CBS 138760 Albizia chinensis China KY767663 KY751304 KY751301 13
L. theobromae™ CBS 164.96 Fruit New Guinea AY640255  AY640258 KU887532 14
L. theobromae IBL404 A. occidentale Brazil KT247468 KT247470  KT247476 5
L. theobromae BOT.EN 26 A.occidentale - - - - -
L. theobromae BOT.EN 29 A.occidentale - - - - -
L. venezueiensis " CBS 118739 - - DQ103547 EU673305 KU887533 6
L. viticola™ UCD2604MO Vitis vinifera USA HQ288228  HQ288270 HQ288307 15
Macrophomina phaseolina CMM3615 Jatropha curcas Brazil KF234547 KF226693  KF254930 8
M. phaseolina PD112 Prunus dulcis USA GU251105 GU251237  GU251765 16
Neoscytalidium hyalinum CMM3566 Jatropha curcas Brazil KF234551 KF226709  KF254935 8
N. hyalinum CMM3649 Jatropha curcas Brazil KF234550 KF226707  KF254934 8
N. parvum CMM 1291 Mangifera indica Brazil JX513633 JX513613  KC794029 3
N. parvum CMM 1465 Mangifera indica Brazil JX513634 JX513614  KC794027 3
Pseudofusicoccum adansoniae CBS 122054 Eucalyptus sp. Australia EF585532 EF585570 - 17
P. ardesiacum WAC13294 Mangifera indica Australia GU172405  GU172437 - 18
P. kimberleyense CBS 122061 F. opposita Australia EU144059 EU144074 - 17
P. olivaceum CMW22639 P. angolensis Africa FJ888463 FJ888439 - 7
P. stromaticum IBL500 A.occidentale Brazil KT247464 KT247462 - 19
P. stromaticum CMM 3961 Mangifera indica Brazil JX464103 JX464110 - 3
P. stromaticum BOT.EN 18 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 21 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 22 A.occidentale Brazil - - - -
P. stromaticum BOT.EN 25 A.occidentale Brazil - - - -
P. violaceum CMW22671 P. angolensis Africa FJ888472 FJ888441 - 7
Spencermartinsia viticola CBS117009 Vitis vinifera Spain AY905554  AY905559 EU673104 20

Referencias 1 - Zhou et al., (2017); 2 - Liu et al., (2012); 3- Marques ef al., (2013); 4 - Cardoso et al., (2019); 5 - Coutinho, et al., (2017); 6 - Burgess et al., (2006); 7- Mehl et
al., (2011); 8- Machado et al.,(2014); 9- Abdollahzadeh ef al., (2010); 10- Begoude et al, (2010); 11- Alves et al., (2008); 12- Van der Walt et al, (2009); 13- Dou et al.,
(2017); 14- Phillips et al., (2005); 15- Urbez-Torres et al., (2012); 16- Inderbitzin et al., (2010); 17- Pavlic et al., (2008); 18- Sakalidis et al., (2011); 19- Coutinho et al., (2018);
20 - Luque et al., (2005). Espécie com T, sdo as espécie tipo utilizado neste estudo. Os niimeros de sequéncia em negrito sdo as espécies trabalhada neste estudo. Fonte:

elaborada pelo autor.
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3.3.5 Caracterizacdo morfologica dos isolados

Foram mensuradas as dimensdes (comprimento e largura) dos conidios das espécies
pertencentes aos géneros Lasiodiplodia (Botryosphaeriaceae) e Pseudofusicoccum
(Pseudofusicoccumaceae) identificadas neste estudo. Os isolados foram cultivados em placas
de Petri contendo meio BCA suplementado com aciculas esterilizadas. As culturas foram
incubadas a 27 °C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz negra, durante um periodo de quatro
semanas, com o objetivo de induzir a formagdo de picnidios e, consequentemente, o
desenvolvimento de estruturas conidiogénicas.

Os corpos de frutificacdo foram removidos e rompidos manualmente com o auxilio de
um bisturi e colocados em laminas e corados com lactonenol e observados em microscopio.
Foram feitas 30 medigdes de conidios e as outras caracteristicas morfologicas como parafises e
células conidiogenicas ndo foram medidas. As imagens foram obtidas com uma camera digital,
ICc5 131 Axiocam, acoplada a um microscopio (Carl Zeiss AG Imager.A2 Ltd) e um

dispositivo de imagem, Motic Image Plus 2.0 (Motic Group Co.).

3.4. RESULTADOS

3.4.1 Anadlises filogenéticas

Onze isolados de Botryosphaeriales extraido da castanha foram sequenciados para as
regides ITS (ITS1/ITS4), TEF-1a (EF1-688F/EF1-1251R) e para B-tub (Bt2a e Pt2b). As
analises filogenéticas dos isolados foram realizadas para a identificagdo do fungo a nivel de
espécie. Foi retirado do GenBank sequéncia de isolados de espécies tipo de Botryosphaeriaceae
e Pseudofusicoccumaceae. Em seguida, foi realizado o alinhamento concatenado (Tabela 6).
arvore filogenética mais parcimoniosa (comprimento = 389, IC = 0,609418, R =0,921053, RC
=0,587201) obtida a partir do conjunto de dados combinados de sequéncias ITS, EF e ftub do
rDNA. As espécies do estudo foram agrupadas em 6 clados, sendo quatro do género
Lasiodiplodia, um do género cophinforma, pertencentes a familia Botryosphaeriaceae e um do

género Pseudofusicoccum, pertencente a familia Pseudofusicoccumaceae.
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GU945346.1 Lasiodiplodia iraniensis
a5 | GL/945350. 1 Lasiodiplodia iraniensis
BOT.EN 23
BOT.EN 19
KY767663.1 Lasiodiplodia thailandica
FJ800565.1 Lasiodiplodia mahajangana
KT151807.1 Lasiodiplodia brasiliense
JX464063.1 Lasiodiplodia brasifiense
HQ288228.1 Lasiodipfodia viticola
BOT.EN 29
BOT.EN 26
AY640255.1 Lasiodiplodia rtheobromae
KT247468.1 Lasiodiplodia theobromae
EF622077.1 Lasiodiplodia pseudothecbromae
BOT.EN 28
KT247480.1 Lasiodiplodia pseudotheobromae
GU945356.1 Lasiodiplodia hormozganensis
BOT.EN 27
GU945355.1 Lasiodiplodia hormozganensis
KF234543.1 Lasiodiplodia euphorbicola
83£ EF622083.1 Lasiodiplodia parva
59 EU101307.1 Lasiodiplodia pyriformis
proe DQ103550. 1 Lasiodipiodia crassispora
FJ888465.1 Lasicdipiodia crassispora
DQ103553.1 Lasiodiplodia rubropurpurea
58 DQ703547.1 Lasiodiplodia venezuelensis
100 JX513633. 1 Neofusicoccum parvum
JX513634.1 Neofusicoccum parvum
89| JX646800.1 Cophinforma eucalypti
JX646801.1 Cophinforma eucalypfi
100 KC184892.1 Cophinforma marmane
MF521897.1 Cophinforma mamane
BOT.EN 17
KF234551.1 Neoscytalidium hyalinum
1001 KF234550.1 Neoscytalidium hyalinum
99| KX197075.1 Botryosphaeria rosaceae
KX197074.1 Botryosphaeria rosaceae
100 || UX513642.1 Fusicoccum fabicercianum
41 711 UX513646.1 Fusicoccum fabicercianum
100 KF234547. 1 Macrophomina phaseclina
GU2571105.1 Macrophomina phaseciina
EU144059.1 Pseudofusicoccum kimberieyense
FJ888472.1 Pseudofusicoccum violaceum
100 EF585532.1 Pseudofusicoceum adansoniae
FJ888463.1 Pseudofusicoccum olfvaceum
20 BOT.EN 25
a0 KT247464.1 Pseudofusicoccum siromaticum
BOT.EN 18
99| BOT.EN 22
BOT.EN 21
JX464103.1 Pseudofusicoccum stromaticum

41

50

AY805554.1 Spencermartinsia vificola

—
10

Figura 7 - Arvore filogenética inferida por maxima parcimonia (MP) de dados combinados das
regioes gendmicas ITS e EF e P-tub para espécies da familia Botryospaheriaceae e
Pseudofusicoccumaceae. Os valores de bootstrap com 1000 repeticdes sdo mostrados nos nos.
S. viticola foi usada como grupo externo. Os espécimes obtidos nesse estudo sdo destacadas em
negrito



67

3.4.2 Caracteriza¢io morfologica dos isolados

Para o estudo morfologico dos isolados obtidos da castanha, foi realizado a medigdes
dos conidios para isolados representantes das espécies identificadas no estudo, exceto para a
espécies L hormogonesis e Cophinforma mamane, pois nao esporularam. Os isolados foram L.
euphorbicola (BOT.EN 27); Lasiodiplodia. Iraniesis (BOT.EN 23), L. theobromae (BOT.EN
26) e P. stromaticum (BOT. EN 22). Os fungos apresentaram um crescimento rapido em meio
de cultura. Apresentando coloragdo inicialmente branca e com o passar do tempo sua colora¢ao
vai mudando para cinza escuro, verde ou preto de acordo com as espécies.

A presenca de picnidio ocorreu, apds 30 dias de incubagdo apresentando conidios de
formato ovoides, hialinos quando jovens, tornando-se pigmentado quando envelhecem, paredes
celulares espessas, com apices arredondados apresentando um septo longitudinal para o género
Lasiodiplodia. Para os fungos da familia Pseudofusicoccumaceae apresentaram conidios de
formato fusiforme hialino asseptados (Figura 8b). As medidas morfologicas das espécies
estudas, foram comparadas com as medidas morfologica das espécies originas descritas em

literatura. As demais caracteristicas morfoldgicas nao foram encontradas.

Figura 8 - Caracteristica morfologia da conidios de fungos da familia Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae. (A) Lasiodiplodia hormozganensis; (B) Pseudofusicoccum
stromaticum, isoladas de castanha de caju. Fonte: elaborada pela autora.
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Foram mensurados o comprimento e largura dos conidios de representante de todas as
espécies identificadas nesse estudo, com excecdo ao isolado da espécie com excegdo de
Cophinforma mamane. As medidas foram comparadas com as descri¢des morfologicas de cada
espécie obtidas na literatura (Tabela 7). Todos os isolados produziram picnidios em meio BCA
mais aciculas, com 30 dias de incubagdo a 25 °C, com exposi¢do a luz negra, com excecao do
isolado da espécie Cophinforma mamane.

O isolado de P. stromaticum apresentou dimensdes conidiais bem préximas as do
isolado primeiramente descrito na literatura por Mohali et al. (2006) e aos isolados ja relatados

por Marques et al., (2013b), em estudos no Brasil (Tabela 7)

Tabela 7 - Caracteristicas morfologicas de conidios das espécies de Botryosphaeriaceae e
Pseudofusicoccumaceae identificadas nesse estudo, em comparagdo com as descricoes

morfoldgicas originais de cada espécie.

Razao
Espécie Conidios C x L (um) Referéncias

C/L
L. euphorbicola 1523 x9-12 Machado et al. (2014)
BOT.EN 27 15,3-19,6 x 9,0-9,8 1,8 Isolado de estudo
Lasiodiplodia.

(15,3-) 20,7 (-29,7) x (11-) 13 (-14) 1.6 Abdollahzadeh et al. (2010)

iraniesis
BOT.EN 23 17,6-20,8 x 10,8-10,4 1,8 Isolado de estudo
L. theobromae 19.7-26.7 x 10.9-15.3 1.69 Coutinho et al., 2017
BOT.EN 26 17,0-10,6 x 21,3-11,4 1,7 Isolado de estudo
P. stromaticum (19-)20-23(-24) x 5,0 (4,0) 6,0 4 Mohali et al.2006
BOT. EN 22 (13,6-) 16,4 (—18,4) x (3,7-) 4,4 (4,5) 3.9 Isolado de estudo

Abreviaturas: C: Comprimento; L: Largura; C/L: relacdo entre o comprimento e a largura.

Fonte: elaborada pela autora

3.5 DISCUSSAO

Foram observados a presenca de fungos da familia Botryosphaeriacae e
Pseudofusicoccumaceae nos trés clones CCP76, BRS 265 ¢ BRS226 de cajueiro estudados,
sendo os géneros Lasiodiplodia, Cophinforma (Botryosphaeriacae) e Pseudofusicoccum
(Pseudofusicoccumaceae) encontrados nesse estudo de acordo com as analises morfoldgica e

filogenéticas. Este resultado indica o carater endofitico deste grupo de fungos e sua afinidade
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como o hospedeiro de se desenvolve em tecidos internos sem causar danos. Estudos anteriores
reportaram a presenca de L.theobromae em semente de cajueiro, graviola, sementes florestais
e arboreas (Dayan, 1986; Mittal e Wang 1987; Cilliers et al., 1993, Cardoso et al., 2006; Freire,
2014).

O clone CCP76, apresentou espécies pertencente tanto a familia Botryophaeriasceae e
Pseudofusicoccumaceae sendo um total 50%, das sementes isolada; seguido do BRS226, que
apresentou espécies das duas familias em tudo, sendo um total de 37% das 100 das sementes
estudadas e o clone BRS265, exibiu fungos somente da familia Botryophaeriasceae, sendo que
18% de sementes exibiram a presenga deste grupo de fungos. Esse resultado pode ser explicado
devido as sementes dos clones CCP76 e BRS226, terem sido colhidas em &area que
apresentavam alta incidéncia de doencas ocasionada por esses fungos. Onde as condigdes
ambientais a qual as plantas estdo submetidas sdo favoraveis para ocorréncia de doengas por
esse grupo de fungo. Lasiodiplodia theobramae foi relatado em sementes de graviola e

sementes florestais (Cilliers et al., 1993; Cardoso et al., 2006).

Visando determinar o local especifico do patdgeno na semente, o estudo revelou um
maior percentual de isolamento do fungo, ocorreu na parte interna da castanha (pelicula e
mesocarpo) do que no embrido. Entretanto, a presenca do patdgeno no endosperma confirma
seu carater endofitico, aumentando a importancia da semente como veiculo transmissor de

Brotryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae para aérea ainda ndo infectada.

As caracteristicas morfologicas, filogenéticas dos isolados em estudo, revelaram ser
as mesmas espécies ja relatadas na literatura como fungos patogénicos de frutiferas de
importancia econdmica e de outras plantas lenhosas. Esta ocorréncia confirma os relatos feitos
recentemente sobre a ocorréncia destas espécies em tecidos assintomaticos em manga e cajueiro

(Johnson et al., 1992; Cilliers et al., 1993; Cardoso et al., 2009).

A arvore filogenética (Figura 7), consegui dividir as duas familias relatas no estudo
Botryophaeriasceae (conidios ovoides) e Pseudofusicoccumaceae (conidios fusiformes), todos
pertencentes a ordem Botryosphaeriales. Foram identificadas sete espécies de
Botryosphaeriaceae isoladas das sementes, sendo seis do género Lasiodiplodia (L. iraniensis,
L. theobromae, L. hormozgonesis, L. pseudotheobromae), e o género Cophinforma (C.
mamane) € quatro espécies pertencente a familia Pseudofusicoccumaceae (Pseudofusicoccum

stromaticum).
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A arvore foi composta foi composta por 52 taxons, compondo 13 clados com espécies
de Lasiodiplodia, 2 clado de Cophinforma, um clado de Neofusicoccum, um clado de
Neoscytalidium, um clado de Botryosphaeria, um clado Fusicoccum, um clado de
Macrophomina e cinco clado de Pseudofusicoccum. Os isolados identificados nesse estudo se
agruparam: com a espécie Lasiodiplodia iraniensis (BOT.EN 19 e BOT.EN 23), Lasiodiplodia
theobramae (BOT.EN 26 e BOT.EN 29), Lasiodiplodia pseudotheobramae (BOT.EN 28),
Cophinforma mamane (BOT.EN 17) e Pseudofusicoccum stromaticum (BOT.EN 18; BOT.EN
21; BOT.EN 22 ¢; BOT.EN 25), todos foram obtidos de sementes de cajueiro.

Estudos confirmam que a disseminacdo das Botryoshaeriacea ocorre de forma
horizontal, onde uma planta doente é capaz de infectar outra plantas proximas através de
aberturas naturais ou por abertura ocasionado por pragas (Cysne et al, 2010). Este estudo
comprova que as esse grupo de fungo apresenta um alta transmissao vertical através da semente
infectadas, podendo trazer severos problema no futuro, pois ndo sdo usadas medidas de
quarentena para fungos endofitico, o que comprova a hipdtese levantada por Cardoso et al.,
(2009%) e Cysne et al., (2010), onde afirmam transmissao do patdégeno pela muda, veiculada por
sementes e/ou propagulos com infec¢do quiescente, sendo a infec¢do iniciada em fungdo de

estresse sofrido pela planta

Os fungos da familia Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae conseguem
sobrevivem de forma endofitica na semente, dificultando assim o controle uma vez que for
introduzida em uma nova area. As Botryophaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae apresentam
alto percentual de transmissao vertical. Com base na morfologia e na filogenia, as espécies
relatam neste estudo, sdo semelhantes como espécies relatados na literatura como fungos
patogénicos de plantas lenhosas, caracterizando essas familias como fungos endofiticos. Este ¢
o primeiro relato sobre a ocorréncia de espécies de Botryosphaeriaces e

Pseudofusicoccumaceae em semente de cajueiro.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou um avango significativo na compreensao da
diversidade, comportamento ecologico e potencial patogénico de fungos endofiticos das
familias Botryosphaeriaceae e Pseudofusicoccumaceae associados ao cajueiro (Anacardium
occidentale). A identificagdo dessas espécies em tecidos assintomadticos € em sementes
evidencia que tais microrganismos estdo amplamente disseminados na cultura e podem atuar

como agentes patogénicos oportunistas, especialmente em condigdes de estresse.
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As analises morfologicas e filogenéticas corroboraram a presenca de isolados com
elevada similaridade a espécies ja descritas como patogénicas, o que refor¢a a importancia do
monitoramento e da correta identificacdo desses fungos em programas de manejo sanitario. A
comprovacdo de transmissdo vertical, via semente, amplia a relevancia dos resultados,
destacando a necessidade de estratégias de controle que considerem a fase inicial do ciclo da

planta.

Este ¢ o primeiro estudo a relatar a ocorréncia e caracterizacdo de fungos endofiticos
dessas familias na cultura do cajueiro, contribuindo com dados inéditos para a fitopatologia de
frutiferas tropicais e abrindo perspectivas para futuras pesquisas, especialmente em relagao a
interacdo planta-microrganismo, aos mecanismos de transicdo do estado endofitico para o

patogénico e ao desenvolvimento de materiais genéticos resistentes.
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