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RESUMO

O cajueiro tem uma grande importancia sécio-econdmica e cultural para a regido Nordeste,
por gerar emprego para os agricultores, sendo por muitas vezes a sua unica fonte de renda.
Assim, as pesquisas com esta fruteira tém aumentado bastante nos ultimos anos, visando
primariamente, reduzir os danos fitossanitarios e elevar a produtividade. As doencas, como
nas demais espécies cultivadas, causam significativos danos. Dentre as doengas do cajueiro, a
resinose e a podriddo preta das hastes, ambas causadas pelo fungo Lasiodiplodia theobromae,
se destacando entre as principais doencas em algumas regides do semi-drido nordestino.
Porém, ainda ha poucos estudos sobre a biologia, morfologia, caracterizacdo genética desse
patoégeno, fato que dificulta o seu manejo. Este estudo objetivou caracterizar a diversidade
genética e patog€nica de uma populagdo com 22 isolados de L. theobromae associada ao
cajueiro, utilizando marcadores microssatélites e inoculacdes em plantas de cajueiro. Para a
caracterizacao molecular, extraiu-se o DNA de cada isolado a partir do micélio do fungo
crescido em meio liquido. Cada amostra foi submetida a reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) com 15 pares de iniciadores desenvolvidos para flanquear regides especificas contendo
sequéncias simples repetidas (microssatélites) dessa espécie. Os produtos amplificados foram
observados em gel de eletroforese corados com brometo de etidio, e os dados tabulados em
planilha bindria e analisados pelo método de agrupamento ndo balanceado baseado na média
aritmética (UPGMA), utilizando o programa MVSP. As similaridades genéticas foram
estimadas pelo coeficiente de Nei e Li. Os resultados indicaram uma grande variabilidade
genética da populacdo avaliada, representada por diversos grupos de similaridade variando de
22,2% a 100%. Trés destes isolados apresentaram entre si, 100% de similaridade genética
com os marcadores testados. No entanto, eram morfologicamente diferentes e um deles era
procedente de localidade diferente que os demais. Os dados mostraram que a similaridade
genética por si s6 ndo deve ser aplicado como tnico fator de diversidade entre isolados. Para
se testar a patogenicidade, os isolados foram inoculados em mudas de cajueiro, analisando-se
o tamanho da lesdo e a taxa de crescimento do fungo. Os resultados mostraram ndo haver
diferencas estatisticas entre os isolados, fato que demonstra que, independente do local de
origem, todos os isolados mostraram-se patogé€nicos, € a sua taxa de crescimento decresce,
isto é, a planta deve produzir algum tipo de defesa contra o patégeno, o que dificulta a sua
infeccao.

Palavras chave: Anacardium occidentale, resinose, podriddao preta das hastes, marcadores
moleculares, detec¢cdo de fitopatégenos.



ABSTRACT

The cashew has a major socio-economic and cultural development for the Northeast region,
by generating employment for farmers and is frequently their only source of income. Thus,
research on this fruit has increased greatly in recent years, aimed primarily to reduce damage
and increase plant productivity. Diseases, as in other crops, cause significant damage. Among
cashew diseases, gummosis and black stem rot, both caused by the fungus Lasiodiplodia
theobromae, stand out among the major diseases in some regions of the semi-arid. However,
there are few studies on the biology, morphology, genetic characterization of this pathogen, a
fact that burden their management. This study aimed to characterize the genetic and
pathogenic diversity of a population of 22 isolates of L. theobromae associated with cashew,
using microsatellite markers and inoculations in cashew plants. For molecular
characterization, DNA was extracted from mycelium of each isolated of the fungus grown in
liquid medium. Each DNA sample was subjected to a polymerase chain reaction (PCR) with
15 pairs of primers designed to flank specific regions containing simple repeated sequences
(microsatellites) in this species. The amplified products were observed in gel electrophoresis
stained with ethidium bromide, and the data recorded on a binary and analyzed by grouping
unbalanced based on arithmetic mean (UPGMA) using the program MVSP. Genetic
similarities were estimated by the coefficient of Nei and Li The results indicated a large
genetic variability of the population, represented by different groups of similarity ranging
from 22.2% to 100%. Three of these isolates showed 100% genetic similarity with the
markers tested. However, they were morphologically differences and one of them was
originated from different location than the others. The data showed that the genetic similarity
alone should not be applied as the only factor of diversity among isolates. To test the
pathogenicity, each isolate was inoculated on cashew seedlings. Lesion development size and
recovery of the fungus were recorded. The results showed no statistical differences between
the isolates, which demonstrates that, regardless of place of origin, all isolates were
pathogenic, and its growth rate decreases, i. e, the plant must produce some form of defense
against pathogen, which hinders their infection.

Keywords: Anacardium occidentale, resinose, black rot of the stems, molecular markers,
detection of pathogens.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale 1L.) € uma planta origindria do Brasil,
encontrando-se disseminada nas regides tropicais, sendo cada vez maior o interesse em sua
exploragdo econdmica, notadamente nas regides agricolas menos desenvolvidas, pelas suas
caracteristicas de geracdo de emprego e renda, representando uma tradi¢ao social e econdmica
no nordeste brasileiro, caracterizando-se como uma das mais importantes fontes de emprego e

renda (BARROS et al., 1993).

O cajueiro teve a partir da década de 70 um crescimento acentuado em drea de
cultivo, devido principalmente a implantagdo de técnicas modernas de cultivo, viabilizadas
pela introducdo de clones melhorados. O cultivo de clones do tipo ando possibilitou o manejo
das plantas no pomar, bem como uma produc¢éo uniforme de castanha e pedinculo. Na regido
semi-drida, por exemplo, apenas o clone CCP-76 responde por mais de 90% dos pomares

implantados nas duas dltimas décadas (OLIVEIRA; BANDEIRA, 2002).

A produgdo mundial de castanha, segundo a FAO (2010), é de cerca de 3,7
milhdes de toneladas/ano. Os principais paises produtores sio o Vietnd (1.190.600 t), India
(665.000 t), Nigéria (660.000 t), Brasil (239.702 t) e Indonésia (142.536 t). Ainda segundo a

FAOQ, a area colhida com cajueiro no mundo é de 4.097.637 ha.

O problema mais significativo da cajucultura na regido Nordeste do Brasil tem
sido a baixa produtividade dos pomares, atualmente com rendimento semelhante a média do
Brasil, que alcanca apenas a marca de 284 kg/ha (IBGE, 2010). A causa deste baixo
rendimento estd relacionada a diversos fatores, dentre eles, destacam-se os problemas
fitossanitarios, tais como, as doengas e as pragas. Dentre as doencas, destacam-se a antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides) e o mofo-preto (Pilgeriella anacardii), responsaveis por
grandes danos na quantidade e qualidade dos frutos produzidos. Além dessas doengas, a
resinose e a podriddo preta das hastes, ambas causadas pelo fungo Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon ; Maubl., vem crescendo de importancia nas dreas produtoras do semi-arido

nordestino (CARDOSO et al., 1998).

A resinose do cajueiro foi descrita pela primeira vez no Brasil, por Freire (1991).
Na oportunidade, julgava-se tratar de uma doenca de pouca importincia, uma vez que fora
observada em plantas velhas de cajueiro comum, sob estresse. Contudo, esta hipdtese foi logo

desconsiderada face a constatacio da doenca em niveis epidémicos em pomares sob diversas
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condicdes de manejo, inclusive no cajueiro-anio precoce. Essa doenga ja assume a posicdo de
principal doenca em algumas regides do semi-arido nordestino, onde € observada,
indistintamente, em plantas estressadas e vigorosas, inclusive sob cultivo irrigado.
(BEZERRA et al., 2003). Nos tltimos anos foi selecionado e langado um clone de cajueiro, o
BRS 226-Planalto na regido semi-arida, o qual é resistente a resinose (PAIVA et al., 2002),

revelando a existéncia de variabilidade genética em clones.

O mesmo fungo € capaz de causar outra doenga, a podridao preta das hastes, a
qual ja foi observada em pomares irrigados de cajueiro nos estados do Ceard e Piaui

(CARDOSO et al., 2000; 2002).

Em Beberibe — CE a doenca ocorreu, inicialmente, em vérios clones selecionados
que compdem o experimento de competicio de clones de cajueiro ando precoce, sendo
detectada, posteriormente, na drea do clone CAP 09. Os sintomas desta doenga caracterizam-
se pelo escurecimento longitudinal dos tecidos da haste terminal (herbacea) do cajueiro com
eventuais exsudacdes de goma em pontos especificos. Esse sintoma progride até a necrose

total e queima descendente do ramo (CARDOSO et al., 2000).

A disseminagdo do patdgeno ocorre através de sementes, propagulos vegetativos e
porta-enxertos, geralmente sem sintomas de infec¢do (CARDOSO et al., 1998; CARDOSO et
al., 2004). Esta caracteristica € considerada a maior responsavel pelas epidemias observadas
na microrregido do sudeste do Piaui (CARDOSO et al., 1998; CARDOSO; SANTOS, 2004;
FREIRE; CARDOSO, 2002).

Recentemente, foi evidenciada a importincia do propagulo infectado como
veiculo de introducdo da resinose e da podriddo preta das hastes em dreas isoladas
(CARDOSO; WILKINSON, 2008). Esses estudos permitiram estabelecer o carater endofitico

de L. theobromae em plantas de cajueiro.

Estudos em populagdes de patégenos utilizando ferramentas moleculares tém tem
dado importantes contribuicdes para o entendimento da epidemiologia, co-evolugdo
hospedeiro-patégeno, mecanismos de variacdo do patégeno, manejo da resisténcia e métodos
de controle de doencas. Diversas técnicas de biologia molecular que detectam variabilidade
genética ao nivel de seqiiéncia de DNA estdo hoje disponiveis (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).
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Ainda segundo esses autores, a tecnologia que amplifica regides contendo
marcadores moleculares especificos, tais como seqiiéncia simples repetidas (microsatélites) de
DNA, através de reacdes em cadeia de polimerase (PCR) representa uma significativa e
poderosa ferramenta na recombinacdo de DNA, na determinagfo da diversidade genética de
populacdes, nos niveis de relacionamento genético e nos estudos de evolugdo. A detecgdo de
sequéncias simples repetidas ou SSR representa uma poderosa ferramenta de caracterizacio
genética, altamente polimdrfica e capaz de gerar um perfil de bandas discriminatérias

denominadas “impressao digital genética” ou “DNA-fingerprint”.

O wuso de marcadores moleculares poderd permitir a caracterizacio
(“fingerprinting”), a detec¢do, o diagndstico e o monitoramento da disseminagdo de
especificos ecotipos do L. theobromae entre pomares e até entre regides. A deteccdo da
presencga de tipos patogénicos do fungo em propdgulos assintomdticos poderd ser feito com
absoluta seguranca, usando esses marcadores através da PCR (FERREIRA;

GRATTAPAGLIA, 1998).

O processo de recuperacdo da cultura do cajueiro no Nordeste prevé o plantio em
larga escala de clones melhorados de cajueiro ando-precoce nos proximos anos. O diagnéstico
e a supressio do L. theobromae no material propagativo e nas mudas tornam-se
indispensdveis para o sucesso desses programas. O uso de mudas seguramente livres do

patdégeno constitui-se em uma importante medida de exclusdo da doenga em outras regioes.

Esse estudo teve por objetivos a caracterizagdo molecular de uma populacdo de L.
theobromae associada ao cajueiro, por meio de marcadores microssatélites; avaliacdo da
reacdo de patogenicidade em mudas de cajueiro, além do desenvolvimento de uma
metodologia de deteccdo do fungo em tecidos de mudas de cajueiro inoculados

artificialmente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cajueiro (Anacardium occidentale 1..)

Originario da América Tropical, o cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence
a familia Anacardiaceae, que inclui drvores e arbustos tropicais e subtropicais, encontrando-se
disperso numa extensa faixa compreendida entre os paralelos 27° N, no Sudeste da Flérida, e

28° S, na Africa do Sul (FROTA; PARENTE, 1995).

A maior diversidade de cajueiro encontra-se no Nordeste brasileiro, sendo essa a
unica espécie cultivada e a de maior dispersdo do género Anacardium em diversos
ecossistemas, especialmente nas zonas costeiras, compondo a vegetacdo de praias, dunas e
restingas. Estas razdes indicam que o seu cultivo tenha origem no Nordeste, onde toda uma
tradicdo de exploracdo pelas tribos indigenas da regido ¢é descrita pelos primeiros

colonizadores (LIMA, 1988; BARROS; CRISOSTOMO 1995).

Na natureza existem dois tipos de cajueiros bem definidos em relagdo ao porte e a
precocidade: sdo os tipos comum e ando-precoce. O cajueiro-comum apresenta porte elevado,
com altura variando de 8 a 15 m e envergadura da copa que chega a atingir 20 m. Esse tipo
apresenta ndo somente uma grande variacdo na distribuicdo de ramos e formatos de copa, que
vai desde ereta e compacta até aberta e dispersa, como também uma grande variagdo na
produgdo de seus principais, a castanha e o pedinculo. Embora a maioria das plantas produza
menos de 5 kg de castanha por safra, plantas com producdo méixima de 200 kg sdo
encontradas com freqii€ncia. O peso da castanha varia de 3 a 33 g e do pedinculo, de 20 a 500
g. A estabilizagdo da producdo ndo ocorre antes dos oito anos, mas pode alcancar entre 12 a
14 anos. A quase totalidade dos plantios existentes no Nordeste € de cajueiro-comum

(BARROS; CRISOSTOMO, 1995).

O cajueiro-ando-precoce, também conhecido por cajueiro-de-seis-meses,
caracteriza-se pelo porte baixo, copa homogénea, didmetro do caule e envergadura bem
inferiores ao do tipo comum (BARROS e al., 2002). A maioria das plantas propagadas por
semente (pé-franco) ou por enxertia inicia o florescimento ja no primeiro ano. O peso da
castanha nas populagdes naturais varia de 3 a 10 g e do pedinculo de 20 a 160 g, o que

significa dizer que sdo caracteristicas com menor variacdo em relacdo ao tipo comum. A
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capacidade produtiva individual também é menor, com a producdo maxima em torno de 63 kg

de castanha por planta (BARROS; CRISOSTOMO, 1995).

O cajueiro encontra-se praticamente em todos os estados brasileiros, contudo
adapta-se melhor ao clima do litoral nordestino. Ao longo das ultimas décadas, a agroinddstria
do caju vivenciou um rdpido crescimento nos seus indicadores quantitativos: a drea ocupada
com a cultura no pafs alcancou os 650 mil hectares e a capacidade instalada da industria
processadora de castanha atingiu cerca de 280 mil toneladas/ano (OLIVEIRA, 2002). Ainda
segundo o mesmo autor, a importancia dessa agroindustria para os Estados do Ceard, Piaui e
Rio Grande do Norte, onde sdao colhidos cerca de 95% da producdo e onde € feito todo o
processamento da castanha, é representada pela movimentacdo de 157 milhdes de délares em
exportacdes de améndoas, como também, milhares de empregos diretos e indiretos em todas
as atividades dos segmentos produgdo, industrializagdo e comercializagdo da cadeia

agroindustrial.

O uso de clones resistentes a patdégenos e a insetos representa uma forma de
manejo econdmico, ecoldgico e seguro, contribuindo para reducio dos danos provocados por
doencas e pragas, além de proporcionar uma melhor utilizagdo da variabilidade genética da

espécie (PAIVA; BARROS, 2004).

A produtividade potencial do cajueiro-ando-precoce em cultivo de sequeiro € de
cerca de 1.000 kg de castanha/ha e 10.000 kg de pedinculo/ha, enquanto que em cultivo
irrigado € de 3.800 kg de castanha e 30.000 kg de pedunculo para a mesma area (OLIVEIRA,
2002). Entretanto, este potencial de produgdo tem alcancado cerca de 1.500 kg no sexto ano
de avaliacdo em experimentos conduzidos com novos clones de cajueiro-andao em cultivo de

sequeiro (BARROS et al., 2000).

Por outro lado, o pedinculo ou pseudofruto, que representa cerca de 90% do peso
do fruto completo, cujo aproveitamento, até meados dos anos 90, ndo ultrapassava 5% da
producdo, vem se tornando, aos poucos, importante segmento da agroindistria do caju
(PAIVA; BARROS, 2004). Ainda segundo os mesmos autores, verifica-se um crescente
aumento das vendas do pedinculo, apontando para a conquista de novos mercados com a
oferta de 30 subprodutos, dos quais se destacam o suco concentrado, hoje o mais vendido no
pais, doces, refrigerante gaseificado e cajuina, um suco puro e clarificado bastante consumido

no Estado do Ceard. Entre os fatores responsaveis por essa tendéncia, pode-se destacar a
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expansdo do consumo do pedinculo “in natura”, viabilizado com o cultivo de clones

melhorados e tecnologias p6s-colheita, atraindo novos e importantes mercados.

Apesar da sua rusticidade e elevada adaptagdo as condi¢cdes de ambiente, o
cajueiro é hospedeiro de intimeros agentes patogénicos que impdem severos danos a
produgdo. Durante muito tempo as doengas foliares causadas por fungos se constituiram nas
principais ameacgas a cultura. A principal doenga do cajueiro é a antracnose (Colletotricum
gloeosporioides) que ocorre endemicamente em todas as regides do Brasil. Sob condi¢des de
elevada umidade e temperatura durante o periodo de floracdo e langcamento foliar, severas
epidemias da antracnose podem causar grandes prejuizos a producdo e qualidade do fruto

(FERNANDES et al., 2009).

2.2 O fungo (Lasiodiplodia theobromae)

Existem 19 sinonimias para Lasiodiplodia theobromae (Pat.), incluindo Diplodia
gossypina Cooke e Botryodiplodia theobromae (Pat.) Griffon ; Maubl. (PUNITHALINGAM,
1976). Para Sutton (1980), Lasiodiplodia é o nome genérico a ser adotado para este patégeno

em substituicdo a Botryodiplodia theobromae (Pat.).

Lasiodiplodia theobromae (forma imperfeita de Botryosphaeria rhodina (Berk.;
M.A. Curtis) é um fungo polifago, capaz de infectar, isoladamente ou em associagdo com
outros patégenos, aproximadamente 500 espécies de plantas, causando sintomas como
tombamento de plantulas, podriddo radicular, murcha, queima foliar, cancro, gomose,
podridao de frutos e de sementes, morte descendente e envassouramento, além de outros
sintomas mais especificos em determinados hospedeiros, causando sérios prejuizos
(PUNITHALINGAM, 1976). Este fungo encontra-se disseminado em todas as regides
tropicais e subtropicais do mundo, consequentemente pressupde-se uma grande variabilidade

genética (CARDOSO et al., 1998).

A disseminag@o primdria deste patégeno ocorre através de sementes, propagulos
vegetativos e portas-enxerto, geralmente sem sintomas de infec¢do (CARDOSO et al., 1998;
CARDOSO; SANTOS, 2004; CARDOSO; WILKINSON, 2008). Esta caracteristica ¢é
considerada como a maior responsavel pelas epidemias observadas na microrregido do
sudeste do Piaui (CARDOSO er al.,, 1998; CARDOSO; SANTOS, 2004; FREIRE;
CARDOSO, 2002).
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Hospedeiros infectados por L. theobromae podem apresentar diferentes sintomas
tais como: seca descendente (die-back), murcha, podriddo basal dos frutos, cancro em raizes,
caules e ramos, podendo também causar a morte de mudas e enxertos. E também considerado
um dos principais patégenos de pés-colheita devido a alta incidéncia nos frutos (SANTOS et

al., 2000).

Dentre os indmeros hospedeiros podemos citar diversas fruteiras como a
gravioleira, a ateira, e o sapotizeiro (PONTE, 1985; FREIRE et al., 2004), e também espécies
de grande importancia econdmica para o pais como o cajueiro, a mangueira, 0 coqueiro, a
aceroleira e o maracujazeiro, todas em regides tropicais e temperadas (TAVARES, 1995;

FREIRE, 1995; VIANA et al., 2002; FREIRE; CARDOSO, 2003).

Em meio de cultura composta de batata dextrose dgar (BDA), as coldnias de L.
theobromae apresentam colorac@o variando de acinzentadas a escuras, com abundante micélio
aéreo. Formam picnidios simples ou compostos, freqiientemente agregados, estrométicos,
ostiolados, subovdides para elipséides — oblongos, com parede espessa e base truncada. Os
conidios maduros de L. theobromae tornam-se uniseptados e de coloracdo castanho —
amarelados, sendo longitudinalmente estriados. As dimensdes dos conidios variam entre 18 —
30 x 10 — 15um. As paréfises, quando presentes, sdo hialinas, cilindricas, algumas vezes
septadas, tendo mais de 50pm de comprimento. Nas folhas, caules e frutos de plantas
infectadas por este fungo, os picnidios s@o imersos. Podem ocorrer isoladamente ou
agrupados, apresentando 2 a 4 mm de largura. Sdo ostiolados e freqiientemente pilosos e
podem apresentar extrusdo de conidios com aspecto de uma massa preta

(PUNITHALINGAM, 1976).

Alguns autores tém constatado variacdes em coldnias de L. theobromae, Ram
(1993), ao avaliar as caracteristicas culturais, como desenvolvimento micelial, esporulacao,
morfologia e patogenicidade de dez isolados de L. theobromae de diferentes hospedeiros em
meio de cultura BDA verificou que os isolados variaram na coloracdo da col6nia e no

crescimento micelial.

Menezes et al. (1997), em estudos com L. theobromae isolado da podriddo da
haste em mamoeiro (Carica papaya L.), observaram que o fungo cultivado em meio de

cultura BDA, apresentou coldnia inicialmente branca, tornando-se cinza-esverdeada a preta,
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com micélio aéreo vigoroso e de aspecto cotonoso, com extensdo micelial rapida, cobrindo

toda a superficie da placa em 48h.

Moraes et al. (1995), ao avaliar o crescimento micelial, produ¢do de picnidios e
picnididsporos de L. theobromae oriundo de lesdes em ramos de plantas citricas, utilizaram
meios de decoccdo de folhas das tangerineiras (Citrus spp.) ‘Murcot’ e ‘Ponkan’ em
comparagdo com meios tradicionais, BDA e extrato malte-dgar. Os autores observaram que
houve grande variag¢do nos aspectos da coldnia e dos esporos do fungo nos meios utilizados,

havendo, contudo, maior crescimento micelial em BDA e em malte-4gar.

Segundo Machado (1980), de um modo geral, os microrganismos apresentam uma
grande variabilidade que pode refletir em sua morfologia, fisiologia ou patogenicidade.
Variacdes na capacidade de utilizacdo de diferentes substratos, de tolerancia a determinados
valores e faixas de temperatura e pH, de producdo de toxinas ou outros metabdlitos, que sdo
manifestagdes de diferencas fisiolégicas dentro de uma populagdo, resultam, as vezes, em

variagGes na patogenicidade dos bidtipos.

Virios outros estudos relataram os aspectos da fisiologia de L. theobromae. Rao e
Singhal (1978) verificaram que a formacédo de picnidios em meio de cultura é dependente de
inducdo pela luz. Honda e Aragaki (1978) obtiveram maior producdo de picnidios sob
comprimentos de onda entre 344,5 e 519nm e exsudagdo de conidios apenas sob comprimento
de ondas inferiores a 333nm, sendo estes valores proximos as faixas de luz ultravioleta e azul.
De acordo com Okey e Adisa (1977), as condi¢cdes Otimas para a germinagdo de conidios de
L. theobromae caracteriza-se por 100% de umidade relativa, temperatura de 30°C e pH 7,0,
ndo sendo influenciada pela luz. Gupta (1977) verificou que a germinacdo de conidios, a
30°C, aumenta em fungdo da concentragdo de sacarose no meio. Estudos de Wang e Pinckard
(1972) mostraram ainda a capacidade de L. theobromae em produzir vdrias enzimas pécticas,

além de celulases, proteases e outras.
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2.3 Doencas causadas por Lasiodiplodia theobromae

2.3.1 Resinose

A resinose do cajueiro, doenca causada pelo fungo L. theobromae, foi descrita
pela primeira vez no nordeste brasileiro, no municipio de Alto Santo - Ceara (FREIRE, 1991).
Ea principal doenca do cajueiro no semi-drido nordestino, estando geralmente associada a
plantas estressadas e submetidas a ferimentos naturais ou provocados por insetos, passaros,
primatas e pelo préprio homem, através de préticas culturais. Os primeiros sintomas da
resinose geralmente ocorrem apds a primeira safra comercial do cajueiro, cerca de 24 a 36
meses apds o plantio (CARDOSO et al.,, 2006). A doenca se manifesta nio somente no
cajueiro como também em outras anacardidceas consideradas de grande importancia na regiao

semi-arida do Nordeste (CARDOSO et al., 1998).

De acordo com Fernandes et al. (2009), esta doenca ocorre no caule e ramo
provocando a necrose da casca e, posteriormente, a morte da planta. Em plantas adultas, a
resinose caracteriza-se pelo escurecimento, intumescimento e rachadura da casca (Figura 1),
formando cancros no tronco e ramos, seguidos de intensa exsuda¢do de goma. Abaixo da
casca do cajueiro, observa-se um escurecimento dos tecidos o qual se prolonga até a parte
interna do lenho. Ocorrem também amarelecimento e queda foliares. A disseminagdo da
doenca ¢ feita pelo vento, sementes, insetos, animais silvestres e pelo homem por meio de

instrumentos agricolas.

Sob a casca, observa-se um escurecimento dos tecidos, o qual se estende, até
atingir a regido cortical e o cambio vascular. Com o progresso da doenga sdo observados
sintomas de deficiéncias nutricionais, murcha, queda de folhas e morte dos ramos sdo
observados, até o colapso total da planta (FREIRE, 1991). Estudos preliminares em pomares
da regido limitrofe entre os estados do Ceard e Piaui revelaram uma maior incidéncia da
resinose nos ramos em relagdo aos caules, entretanto, ainda sdo desconhecidas as razdes deste

fato (CARDOSO et al., 1995).



22

Figura 1 — Sintomas da resinose em cajueiro. Foto: J. G. M. Melo, 2010

Os danos devido a resinose sdo decorrentes da reducdo da producao fotossintética
pelo bloqueio do movimento da seiva nos primeiros estagios de infeccdo. J4 a queda na
producdo do pomar ocorre pela morte de plantas em virtude da expansdo dos cancros
(BEZERRA et al., 2003).

A pratica de substituicio de copa do cajueiro torna esta doenca uma ameaga
maior, pois a disseminacio do patégeno é evidente durante o processo, além da predisposicao

dos brotos provocados pelo estresse (CARDOSO et al., 2000).

O rapido aumento da drea cultivada com clones susceptiveis, como CCP-76 tem
propiciado severas epidemias em algumas regides do Nordeste do Brasil (CARDOSO et al.,

1998; CARDOSO et al., 2006; CARDOSO et al., 2003; FREIRE; CARDOSO, 2002).

2.3.2 Podridao preta das hastes

A podriddo preta das hastes (PPH), outra doenca causada por L. theobromae, foi
observada em pomares irrigados e de sequeiro de cajueiro nos estados do Ceard e Piaui,
(CARDOSO et al., 2000; 2002). Apesar de sua restrita incidéncia no semi-arido, a PPH vem
sendo considerada a doenga mais importante do cajueiro no ecossistema do cerrado brasileiro

(CARDOSO et al., 2002).
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Os sintomas da fitomoléstia caracterizam-se pelo escurecimento longitudinal dos
tecidos da haste terminal (herbacea) (Figura 2) do cajueiro com eventuais exsudagdes de
goma em pontos especificos. Esse sintoma progride até a necrose total do ramo (CARDOSO

et al., 2002).

Figura 2 — Sintomas da podriddo preta das hastes em cajueiro. Foto: J.E.Cardoso, 2009.

Ainda segundo Cardoso et al. (2000), a doenca atingiu 30,67% das plantas nas
dreas experimentais. A maior intensidade de plantas doentes foi observada nas plantas mais
préximas das bordas do plantio, diminuindo a incidéncia, a medida que as plantas se
distanciavam das bordas. A ocorréncia de PPH em clones melhorados sob avalia¢do indicou
que o clone END-189, com 59% de incidéncia foi o mais afetado, ao passo que o clone
Embrapa 51, com 13% de incidéncia, foi o menos afetado. Entretanto, acredita-se que esta
variagdo decorreu muito mais da disposi¢do dos clones (escape) no campo do que da
resisténcia genética. A distribui¢do espacial da doenga sugere uma disseminacdo contagiosa
com fortes indicios de envolvimento de artrépodes e/ou do proprio homem, através dos tratos

culturais (CARDOSO et al., 2000).

Em amostras de hastes com os sintomas da PPH, foram isolados os fungos L.
theobromae e Pestalotiopsis sp. Testes de patogenicidade revelaram que somente L.
theobromae foi capaz de reproduzir os sintomas quando inoculado sob a forma de micélio na
extremidade do ramo da muda de cajueiro. Pestalotiopsis sp. quando inoculado em mudas de
cajueiro, nao reproduziu os sintomas. Estudos eletroforéticos destes isolados revelam

diferencas genéticas entre esses isolados e o fungo L. theobromae (CARDOSO et al., 2000).

O controle das doencas causadas por L. theobromae torna-se dificil em razdo da

gama de hospedeiros apresentada pelo fungo. O controle quimico, ndo oferece protecao nem
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controle curativo ao fungo, sendo entdo indicada a ado¢do de uma série de medidas adicionais

como o manejo cultural e o controle biolégico (TAVARES, 1995).

2.4 Técnicas moleculares para detec¢ao do fungo

2.4.1 Reacdo da polimerase em cadeia - PCR

A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi concebida por Kary
Mullis em meados da década de 80. Desde sua concepgdo, esta tecnologia causou uma
verdadeira revolucdo na biologia, tanto na pesquisa, visando o entendimento de processos
biolégicos fundamentais, como nas dreas aplicadas, envolvendo diagnésticos e melhoramento

genético de plantas e animais domésticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Esta técnica passou a ser usada por ser uma ferramenta poderosa, que envolve a
sintese enzimética in vitro de milhdes de cdpias de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase. A reacdo de PCR se baseia no anelamento e extensao
enzimdtica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples)
utilizados como iniciadores (primers), que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo
da amplificacdo. Estes oligonucleotideos s@o sintetizados artificialmente de maneira que suas
sequéncias de nucleotideos sejam complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a

regido alvo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Permite amplificar um segmento especifico de uma molécula de DNA usando dois
primers ou iniciadores (sequéncias curtas de nucleotideos) complementares as extremidades
do segmento que se quer amplificar e uma DNA polimerase. Na reac@o, a molécula de DNA ¢
inicialmente desnaturada pelo aumento de temperatura: as fitas se separam. A temperatura é
entdo abaixada, permitindo que cada oligonucleotideo pareie ou hibridize com sua sequéncia
complementar presente nas extremidades do segmento a ser copiado. Em seguida, a DNA
polimerase sintetiza o trecho de fita complementar a cada uma das fitas originais a partir do
par de oligonucleotideos. O ciclo de desnaturagdo, hibridizagdo e extensdo, se repete muitas
vezes, resultando em milhares de cépias do segmento desejado. E importante observar que o
conjunto de oligonucleotideos escolhido € o responsavel pela defini¢do do segmento de DNA
que vai ser amplificado. Outros fatores influenciam a especificidade da reag¢do, como a
temperatura de pareamento, a concentracdo de magnésio, o conteido de bases C e G do

primer, etc (SILVA; ANDRADE, 2001).
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Estudos usando técnicas de biologia molecular com L. theobromae resultaram no
desenvolvimento e caracterizacdo de 16cus contendo 28 seqiiéncias simples repetidas de bases
(SSR ou microssatélites). Esses estudos permitiram o desenho de iniciadores especificos para
amplificacio de fragmentos contendo essas seqiiéncias de bases do referido fungo

(BURGESS et al., 2003; CARDOSO; WILKINSON, 2008).

As tecnologias de deteccdo de patdgenos em tecidos vegetais visando a execugdo
de medidas de exclusio devem considerar, fundamentalmente, o custo, a rapidez, a
sensibilidade, a reprodutibilidade (confiabilidade) e a viabilidade em avaliar ndmero
significativo de amostras. Técnicas moleculares baseadas na amplificagdo de fragmentos
especificos de DNA da amostra via PCR t€ém sido usadas extensivamente na deteccdo de
fungos patogénicos em tecidos de plantas e amostras de solo com sucesso (CAO et al., 2007,
FAGGIAN et al., 1999) face a maior rapidez, alta especificidade e sensibilidade, quando

comparado com métodos tradicionais de isolamento e cultivo em meio de cultura.

Collozzi Filho e Cardoso (2000), estudando a ocorréncia de fungos micorriticos
arbusculares (FMAs) no solo e nas raizes de cafeeiro e crotaldria, por meio de técnicas
moleculares, usando primers da regido ITS, foi possivel caracterizar FMAs na rizosfera e nas
raizes colonizadas do cafeeiro. Fato que levou a conclusdo de que as técnicas moleculares

podem auxiliar no estudo da dindmica populacional de FMAs no campo.

Outro exemplo do uso da PCR na detecgdo de patégenos causadores de doengas é
descrito para Colletotrichum acutatum (Screenivasaprasad, 1996), onde este fungo, causador
da antracnose em morango, sendo bastante severo. Assim, o Reino Unido exige que toda
planta de morango proveniente de outros paises, seja testada quanto a presenca do patdégeno
As plantas a serem introduzidas, permanecem estocadas em camara fria, de forma segura, até
que se tenha o resultado do teste de sanidade. Como o tempo necessdrio para a obtengdo dos
resultados pelo método tradicional (isolamento e identificagc@o) € longo, levando-se a perda de
vigor de muitas plantas, inviabilizando o seu comércio. Logo, a necessidade de reduzir o
tempo de estocagem das plantas em andlise, levou os pesquisadores a desenvolverem primers
para amplificacdo de regides ITS, especificas para C. acutatum a partir de plantas de

morango. Tornando vidvel a detec¢do deste patdgeno, com resultados rapidos e precisos.
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2.4.2 Marcadores moleculares

Até meados da década de 60, a diferenciacdo de gendtipos nos estudos de genética
estava associada as caracteristicas morfofenoldgicas. Porém, este método de anélise tem como
limitagdes as influéncias ambientais sobre o fendtipo, além do gasto excessivo de tempo e
dinheiro (SANSAVINI, 1998), e muitas vezes, a identificacio baseada somente no fendtipo

deixa muitas dividas quanto a verdadeira identidade dos genétipos (PANCALDI et al., 1999).

Antes do inicio da utilizacdo de técnicas moleculares para a deteccdo de
variabilidade genética com base na sequéncia de DNA, os marcadores morfoldgicos eram
muito utilizados para estudos genéticos, tais como ligacdo g€nica e, também, para a
construcdo de mapas genéticos. No entanto, a probabilidade de associa¢des significativas
entre marcadores morfolégicos e caracteres agronomicamente importantes era reduzida,
devido ao pequeno nimero desses marcadores em uma mesma linhagem, tornando seu uso

limitado (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Atualmente, diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a
deteccdo de polimorfismo genético em varias espécies de plantas, o que ndo ocorria com o0s
marcadores morfoldgicos, que se restringiam a poucas espécies de plantas utilizadas como
sistemas modelo para estudos genéticos, tais como milho, tomate e ervilha, nas quais a

disponibilidade de informagdes genéticas eram maiores (BROGIN, 2005).

Buscando superar este fator limitante, novos métodos de andlises foram sendo
introduzidos em auxilio a caracterizagdo genética. Inicialmente, a andlise isoenzimatica foi
empregada (PANCALDI; BATTISTINI, 1991). Entretanto, esta técnica ndo fornece
polimorfismo suficiente para uma caracterizacdo detalhada de gendtipos de baixa
variabilidade, ndo permitindo a individualizagcdo, mas somente a separagdo em grupos (LIMA,

2001).

Porém, quando se utilizam marcadores moleculares, a possibilidade de
identificacdo de gendtipos aumenta consideravelmente (MULCAHY et al., 1993), pois a
combinagdo de poucos marcadores é suficiente para diferencid-las, produzindo um tipo de
impressdo digital molecular (“fingerprinting”) a qual é obtida a partir da andlise do DNA

(SANSAVINI 1998).
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Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagdo ou amplificagcdo de
DNA. Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”) e Minissatélites ou locos VNTR (“Variable Number of
Tandem Repeats™). J4 aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores do tipo:
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”); SCAR (“Sequence Characterized
Amplified Regions”) ou ASA (Amplified Specific Amplicon); Microssatélite (ou SSR -
“Simple Sequence Repeats”); e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(MILACH, 1998).

A técnica de RFLP é laboriosa; mais demorada que as outras técnicas para
obtencdo de resultados, possui custo relativamente alto e tem revelado um grau de
polimorfismo de intermedidrio a baixo, conforme a espécie. Mesmo assim, os RFLPs tém sido
utilizados em um grande nimero de estudos de caracterizacdo de cultivares (GEBHARDT et
al., 1989; O’'DONOUGHUE et al., 1994; AUTRIQUE et al., 1996). Isso tem sido devido
principalmente a sua alta consisténcia e repetibilidade na obten¢do dos resultados (MILACH,

1998).

Os minissatélites ou locos VTNR s@o seqii€ncias repetitivas de DNA, adjacentes e
em ndmero varidvel (JEFFREYS er al., 1985). Essa técnica é similar a de RFLP, variando
basicamente o tipo de sonda utilizado, e apresentando as vantagens e desvantagens ja
demonstradas para a técnica anterior. Uma vantagem adicional dos minissatélites € o alto grau
de polimorfismo apresentado, decorrente da variacdo na distribuicdo dos sitios de restrigdo,
das sondas utilizadas, e do nimero e tipos das seqiiéncias repetitivas. De fato, utilizando
apenas uma sonda de minissatélite, Nybom et al. (1990) caracterizaram quatro cultivares de

Malus sp., quatro de Prunus serotina e oito de Rubus sp.

A técnica de RAPD, dentre as apresentadas, € a de menor custo, de menor niimero
de etapas, e de tempo para obter os resultados. Contudo, tem a desvantagem de possuir
repetibilidade baixa e ser pouco consistente, o que dificulta a comparacdo de dados obtidos
em diferentes locais. Assim, cuidados devem ser tomados na padronizacdo da técnica para a
caracterizacdo de cultivares. O nivel de polimorfismo obtido com RAPDs varia grandemente
com a espécie estudada, e tem sido utilizada com sucesso na caracterizacdo de variedades de
plantas, como a cevada (TINKER et al., 1993; PENNER er al., 1998), o arroz (MACKILL,
1995), entre outras (MILACH, 1998).
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Marcadores SCAR s@o amplificados com primers especificos, desenvolvidos com
base em seqii€ncias ja mapeadas ou caracterizadas (PARAN; MICHELMORE, 1993). Muitos
desses primers sdo obtidos da conversido de marcadores RAPD em SCAR. Essa conversao,
em geral, resulta na diminui¢do do nivel de polimorfismo obtido por SCAR. Contudo, isso
pode ser amenizado com a digestdo com enzimas de restricdo dos produtos amplificados e
com o sequenciamento das bandas monomorficas e subsequente desenvolvimento de primers
que amplificam seqiiéncias mais varidveis entre os gendtipos. A técnica de SCAR € muito
semelhante a técnica RAPD, com a vantagem de ser mais consistente e desvantagem de

envolver o desenvolvimento de primers, o que eleva o custo (MILACH, 1998).

A técnica de AFLP possui grande capacidade para deteccdo de variabilidade
genética e uso em caracterizacdo de cultivares. De fato, tem sido utilizado com sucesso em
girassol para essa finalidade. Entre as vantagens do uso, estdo o alto grau de polimorfismo e o
mais alto nimero de marcadores obtidos por gel analisado. AFLP é a mais elaborada das
técnicas de PCR, necessita de gel de poliacrilamida para resolugdo dos fragmentos e ¢

protegida por patente (MILACH, 1998).

Os Microssatélites envolvem o desenvolvimento de primers especificos, que € um
processo elaborado e caro. Mas, uma vez que estes estejam disponiveis, o custo da técnica
assemelha-se a de RAPD, com excecdo de que os géis para a resolucdo dos fragmentos de
DNA devem ser de poliacrilamida e esses sdo de custo mais elevado. A maior vantagem dessa
técnica € o elevado polimorfismo revelado, o que a torna uma das melhores opgdes para uso
na caracterizacdo de cultivares, especialmente em germoplasma aparentado e de baixa

variabilidade (MILACH, 1998).

Os marcadores moleculares tém sido utilizados para andlise de divergéncia
genética (CATTANEOQO, 2001); identificacdo de cultivares (BAUM et al., 2000), mapeamento
genético (RAFALSKI, 2002; BRESSAN-SMITH, 1998), filogenia (GEHRIG et al., 1997);
melhoramento genético visando resisténcia a doencas (SANTOS, 2000) e sexagem
(URASAKI et al., 2002). Todos estes estudos buscam identificar variacdes em seqiiéncias
genOmicas que possam estar relacionadas com um fendtipo especifico. Assim, a anédlise da
variagdo das seqiiéncias é da maior importincia nos estudos genéticos e os marcadores

moleculares sdo uma ferramenta util para determinar e analisar essas variacoes.
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2.4.3 Marcadores microssatélites

Uma das técnicas mais indicadas para estudar polimorfismos entre sequéncias de
DNA ¢ a sequéncias simples repetidas, SSR ou ainda microssatélites (LITT; LUTY, 1989).
Esta técnica baseia-se no uso de pares de primers na reacdo de PCR para detectar variacdes
em locos de sequéncias repetitivas. Estas sdo constituidas de 2 a 6 nucleotideos que se
repetem lado a lado no genoma de eucariotos. A técnica de SSR revela polimorfismo em um
loco devido a diferencas no nimero de vezes (n) em que, por exemplo, um dinucleotideo
(AG), se repete naquele loco. Essas variacdes no numero de repeticdes de sequéncias se
constituem, em ultima andlise, em variacdes no comprimento do segmento detectado pela
reacdo de polimerase em cadeia e na separacdo de fragmentos amplificados em gel de

eletroforese (BUSO et al., 2003).

Os marcadores microssatélites tornaram-se rapidamente os mais utilizados pelos
geneticistas de humanos para o desenvolvimento de mapas de ligacdo e para identificacdo de
individuos. Em plantas, os microssatélites sdo muito freqiientes e distribuidos ao acaso ao
longo do genoma, também sendo amplamente utilizados nos estudos de diversidade genética,
caracterizacdo de germoplasma, construgdo de mapas genéticos e mapeamento de genes e de

QTL’s (BROGIN, 2005).

Segundo Buso er al. (2003), os marcadores SSR caracterizam-se por serem
codominantes, baseados em PCR, abundantes, aparentemente distribuidos por todo o genoma,
multialélicos e dependentes de pequena quantidade de DNA dos individuos analisados. O
conteido genético informativo de um loco SSR € bastante alto, por se tratarem de sequéncias
de alta taxa evolutiva. Mesmo em comparacdes de germoplasma com estreita base genética,
geralmente detecta-se um alto niimero de alelos em um loco SSR. A grande limitagdo do uso
em larga escala de marcadores SSR € a obten¢do dos oligonucleotideos que serdo usados na

PCR para amplificar alelos em cada loco.

Diversas técnicas moleculares tém sido empregadas na detecc¢éo e caracterizagdo
de fungos patogénicos. Arruda (2005), realizou a caracterizagdo molecular e morfofisioldgica
de 28 isolados de Metarhizium ssp. por andlises de seqiiéncias do espacador transcrito interno
(ITS1 e ITS2), confirmando a identidade taxondmica dos isolados avaliados como M.

anisopliae var. anisopliae ou M. anisopliae var. majus e mostrou que dois isolados (CG291 e
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CG423), previamente classificados como Metarhizium flavoviride, sdo pertencentes a M.

anisopliae var. anisopliae.

Gouveia (2004), trabalhando com 49 isolados de Phytophthora spp. associados
com a doenga da tinta do castanheiro, sendo identificados por PCR-RFLP da regido ITS-
rDNA amplificada pelos “primers” universais ITS6 e ITS4. A restri¢do enzimdtica do
fragmento amplificado foi realizada com as enzimas Alu I, Msp I e Taq I cujo perfil de
restricdo permite a identificacdo ao nivel da espécie no género Phytophthora. A
caracterizacdo RAPD permitiu a separacio das espécies de Phytophthora associadas a doenga
da tinta embora os “primers” “10-mer” utilizados nao tivessem possibilitado a caracterizagio
dos isolados de P. cinnamomi. O estudo RAPD, porém, permitiu identificar um fragmento de
amplificacdo caracteristico de P. cinnamomi. O fragmento foi purificado clonado e
sequénciado (SCAR) e desenharam-se primers especificos (Cinl, Cin2 e Cin3) para a

detecc¢do e identificacdo de P. cinnamomi por PCR.

Burgess (2003) estudando isolados de L. theobromae de diferentes localidades e
hospedeiros, desenhou 13 pares de “primers” SSR especificos para esta espécie. J4 Cardoso e
Wilkinson (2008), trabalhando com isolados de L. theobromae coletados no Brasil,
objetivaram desenhar “primers” especificos para este fungo. Foram obtidos dez marcadores
microssatélites, que podem ser usados para determinar a diversidade genética deste patégeno,

podendo ainda, serem usados para testes de diagndsticos para distinguir ecotipos deste fungo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao molecular dos isolados

3.1.1 Obtenciao dos isolados

Os isolados de L. theobromae provenientes de cajueiros empregados neste estudo
estdo relacionados na Tabela 1, sendo coletados das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
do pais. A colecdo de 48 isolados pertence ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Agroindistria Tropical. A identificagcdo dos isolados provém de dados do proprio Laboratdrio,
onde nem todos os isolados foram possiveis de serem recuperados, devido a este fato,

somente alguns isolados foram utilizados para os diferentes testes realizados neste estudo.

3.1.2 Recuperacio dos isolados

Todos os isolados de L. theobromae descritos na Tabela 1 foram repicados em
meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), visando o crescimento micelial do fungo. Para
isso, um disco de micélio de 5 mm de didmetro foi retirado do tubo de ensaio onde o fungo
estava preservado, transferindo-o em seguida, para uma placa de Petri com 9 cm de didmetro

contendo BDA e incubado por sete dias a uma temperatura de 25°C, com 12 horas de luz.

3.1.3 Obtencao do fungo para extracao de DNA

Para proceder a extracdo de DNA, os fungos cujo micélio se desenvolveu bem em
BDA foram repicados para erlenmeyers contendo meio liquido de batata dextrose (BD).
Repicaram-se cinco discos de micélio de cada isolado do fungo crescido em BDA para os
erlenmeyers, contendo 100 mL de meio de cultura BD. A incubac¢ao dos isolados em cultura,
ocorreu nas mesmas condi¢des descritas anteriormente e apds 10 dias, a manta micelial do
fungo foi seca em papel de filtro dentro da cAmara de fluxo laminar por 24h, tendo o cuidado
de deixar o fluxo de ar ligado, evitando assim a contaminacdo da manta, e em seguida,

procedeu-se a extracdo de DNA.

Vinte e dois dos 48 isolados de L. theobromae foram recuperados da populacdo

original (Tabela 1) e foram utilizados neste estudo, como pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 1 — Origem, tipo de cajueiro hospedeiro e de sintoma nos tecidos dos isolados de

Lasiodiplodia theobromae objeto desse estudo e mantidos no Laboratério de Fitopatologia da

Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza, CE. 2009.

N° | ORIGEM | TIPO DE CAJUEIRO | SINTOMAS
1 BR 230 - Oeiras-PI Cajueiro Ando Sem sintomas
2 Faz. Vareda da Raposa - Floriano-PI Cajueiro Comum Resinose

3 Faz. Vareda da Raposa - Floriano-PI CCP 76 Resinose

4 Faz. Luiziania - Sao Raimundo Nonato-PI CCP 76 Resinose

6 Serra Vermelha - Sdo Raimundo Nonato - PI CCP 76 Morte descendente
7 Faz. Gaia - Canto do Buriti - PI CCP 76 Resinose

8 Projeto Barreiras Norte - Barreiras - BA CCP 09 PPH

9 Projeto Barreiras Norte - Barreiras - BA CCP 76 PPH

10 BR 122 - Senhor do Bonfim - BA Cajueiro Comum Cancro

11 BR 122 - Km 50 - Petrolina - PE Cajueiro Ando Resinose

12 Faz. Jacaju - Beberibe - CE Cajueiro Comum Resinose

13 Campo de Heterose - Pacajis - CE Cajueiro Comum Resinose

14  Barreiras - BA CCP 09 PPH

15  Terra Nova do Norte - MT Ando pé franco PPH

16  Trairi - CE Anio pé franco Sem sintomas
17  Alto Santo - CE Cajueiro Comum Cancro

18  Alto Santo - CE Cajueiro Comum Cancro

19  Severiano Melo - RN Cajueiro Comum Cancro

20 Cajazeiras - PB Cajueiro Comum Cancro

21 Quixeré - CE Cajueiro Comum Cancro

22 Jenaro - Crato - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
23 Milagres - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
24  Palmécia - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
25 Iguatu- CE Cajueiro Comum Sem sintomas
26  Serrado Mel - RN Cajueiro Comum Cancro

27  Trairi - CE Cajueiro Comum PPH

28  Trairi - CE Cajueiro Comum Cancro

29  Itapipoca - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
30 Marco-CE Cajueiro Comum Sem sintomas
31 Estrada Cruz - Jijoca - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
32  Lagoa das Pedras - Jijoca - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
33  Camocim - CE Cajueiro Ando Sem sintomas
35 Ilha Grande - Santa Isabel - Parnaiba -PI Cajueiro Comum Sem sintomas
36  Estrada Cocal - Vicosa - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
37  Sr. Braulio - Guaraciaba do Norte - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
38  Sitio Minas - Ipu - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
39  Faz. Alto Alegre - Hidrolandia - CE Cajueiro Ando Sem sintomas
40  Faz. Alto Alegre - Hidrolandia - CE Cajueiro Ando Cancro

41  Faz. Alto Alegre - Hidrolandia - CE Cajueiro Ando Cancro

42  Faz. Mata do Sossego - Itaquarucu - TO Cajueiro Ando PPH

43 Faz. Exp. Secretaria de Agricultra - Palmas - TO Cajueiro Ando PPH

45 Limoeiro do Norte - CE Cajueiro Comum Resinose

46  Jodo Teixeira - Quixeré - CE Cajueiro Comum Resinose

47  Saco Virgem Picos - PI Cajueiro Comum Resinose

48  Campo de heterose - Pacajis - CE Cajueiro Comum Resinose

49 Pio-IX Cajueiro Comum PPH

50 Pio-IX Cajueiro Comum Resinose

51 Areia-PB Cajueiro Comum Resinose




Tabela 2 — Isolados de L. theobromae utilizados nas reagcdes de PCR, Fortaleza-CE, 2009.

N° | ORIGEM | TIPO DE CAJUEIRO | SINTOMAS
2 Faz. Vareda da Raposa - Floriano-PI Cajueiro Comum Resinose

3 Faz. Vareda da Raposa - Floriano-PI CCP 76 Resinose

4 Faz. Luiziania - Sao Raimundo Nonato-PI CCP 76 Resinose

6  Serra Vermelha - Sao Raimundo Nonato - PI CCP 76 Morte descendente
8  Projeto Barreiras Norte - Barreiras - BA CCP 09 PPH

9  Projeto Barreiras Norte - Barreiras - BA CCP 76 PPH

13 Campo de Heterose - Pacajus - CE Cajueiro Comum Resinose

14 Barreiras - BA CCP 09 PPH

20 Cajazeiras - PB Cajueiro Comum Cancro

24 Palmicia - CE Cajueiro Comum Sem sintomas
25 Iguatu- CE Cajueiro Comum Sem sintomas
26 Serra do Mel - RN Cajueiro Comum Cancro

30 Marco - CE Cajueiro Comum Sem sintomas

33

31 Estrada Cruz - Jijoca - CE Sem sintomas
32 Lagoa das Pedras - Jijoca - CE
33 Camocim - CE

39 Faz. Alto Alegre - Hidrolandia - CE

Cajueiro Comum
Cajueiro Comum
Cajueiro Ando
Cajueiro Ando

Sem sintomas
Sem sintomas
Sem sintomas

40 Faz. Alto Alegre - Hidrolandia - CE Cajueiro Ando Cancro
41 Faz. Alto Alegre - Hidrolandia - CE Cajueiro Ando Cancro
42 Faz. Mata do Sossego - Itaquarugu - TO Cajueiro Ando PPH

43 Faz. Exp. Secret. Agric. - Palmas - TO Cajueiro Ando PPH

51 Areia-PB Cajueiro Comum Resinose

3.1.4 Extracao de DNA

Foram realizados vdrios testes para a extracdo de DNA, utilizando protocolos
diferentes, como o descrito por Doyle e Doyle (1987), Cavalcanti (2004), Zolan e Pukkila
(1986), Raeder e Broda (1985) e Alves et al. (2004). Porém, o método que apresentou 0s
melhores resultados foi o descrito por Cavalcanti (2004), com modifica¢des, sendo este

utilizado na extragcdo do material avaliado.

O DNA dos isolados foi extraido a partir de 220 mg de micélio. O micélio,
previamente seco, foi triturado em almofariz em nitrogénio liquido. Posteriormente,
adicionaram-se 700 puL de tampdao CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammoniun bromide)
+ PVP (polyvinylpyrrolidone) a 2% cada, previamente aquecido a 65°C, em cada microtubo,
os quais foram homogeneizados no vortex. Os microtubos foram levados ao banho-maria a
65°C por 5 min. Seguindo-se a homogeneiza¢do manual e adicdo de 700 pL de cloroférmio:
isoamil (24:1), sob capela de exaustio. Procedeu-se a agitacdo dos tubos, de forma cuidadosa

para nao quebrar o DNA, e centrifugacio das amostras a 13.000 rpm por 10 minutos.
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A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, adicionando 450uL de
isopropanol a -20°C para precipitar o DNA. As amostras foram agitadas por suaves inversdes
e novamente centrifugadas na mesma condi¢do anteriormente descrita. Os sobrenadantes
foram descartados, e o precipitado, lavado com etanol 70%, a -20°C, invertendo os tubos
cuidadosamente, e sendo mais uma vez levados para a centrifuga. Terminada esta fase, o

etanol foi descartado, e o precipitado de DNA foi deixado para secar a temperatura ambiente.

O precipitado foi ressuspendido com 50uL de tampao de extracdo (10 mL de Tris-
HC1 1 M pH 8,0, 0,2 g de EDTA 0,5 M, pH 8,0, completando o volume para 1000 mL com
dgua deionizada), e em cada microtubo adicionou-se 1 pL. de RNAse (lpg/luL). Os
microtubos foram colocados em banho-maria a 37° C por 1 hora para digestdo dos 4cidos

ribonucléicos (RNA).

Tamanho Concentracio
(pb) (ng)
—10000 100
— 8000 80
— 6000 60
— 5000 50
— 4000 40
— 3000 30

— 2500 25
— 2000 20

— 1500 15

— 1000 | 100
— 800 80

— 600 6O

— 400 40

Figura 3 - Andlise de DNA de L. theobromae por eletroforese em gel de agarose. M = marcador
Hiperladder 1 kb, os nimeros 02, 03, 04, 08,13, 25, 41, 42 correspondem aos isolados
utilizados.

3.1.5 Reacio da polimerase em cadeia

Os isolados de L. theobromae obtidos de cajueiro (Tabela 2) foram submetidos a
reacdo de PCR, com 15 iniciadores especificos (Tabela 3), previamente descritos para o fungo

(BURGESS et al., 2003; CARDOSO; WILKINSON, 2008).
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A reac@o de amplificac@o foi realizada para um volume final de 20 pl, contendo
2uLl. de DNA gendmico, 1,0ulL de cada primer, 0,4uL de dNTPs, 0,6uL. MgCl2, 2,0ul de
Tampdo 10x “buffer”, 0,2uL de Platinum Taq DNA polimerase e 12,8uL de dgua ultra pura
para completar o volume final. A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condi¢des: um
ciclo a 94°C/1 min., 35 ciclos, sendo cada um a 94°C/30 seg., 52°C por 30 seg. e 72°C/2 min.,

e um ciclo final de extensdo de 72 °C/7 min.

Os produtos de amplificacdo foram separados em géis de agarose a 2,0%, onde
aliquotas de Syl de cada amostra era adicionada a 1uL da solucdo de carregamento,
homogeneizadas e distribuidas no gel, sendo submetidas a eletroforese em cuba de acrilico, a
90 volts durante 40 min em gel de agarose, TBE (1X) e 3 ul de brometo de etidio e

visualizado sob luz UV.

3.1.6 Analise dos dados e obtencio de dendrograma

Ap6s os procedimentos de extragdo, cada amostra de DNA obtida foi diluida 100
vezes em agua Milli-Q (20 uL de solucdio de DNA para 1980 uL de 4gua), tendo sua
concentracdo e pureza determinadas através da leitura de absorbancia em 260 nm (UV -
Concentracdo do DNA em mg/ml = Absx100x50 ig/ml) e em 280 nm (quantificagdo de
proteinas) no espectrofotometro. A razao entre as leituras em 260 nm e 280 nm foi indicativa

do grau de pureza do DNA obtido.

A eletroforese para verificacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada em gel
de agarose 1,0%. A esse gel foi aplicada uma amostra de cada um dos microtubos, com 5 pl
da amostra de DNA e 1pL da solucio de carregamento (230 mg de azul de bromofenol, 12
mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0, 40 g de sacarose, completar o volume para 100 mL com &4gua

deionizada).

Em seguida, aliquotas de, foram submetidos a eletroforese em cubas de acrilico
Max Fill (15 x 25cm) a 90 volts durante 40 min em gel agarose (1%), imerso em TBE (1X)
(10,8 g de tris, 5,5 g de acido bérico, 4 ml de EDTA 0,5M pH 8,0, completando o volume
para 100ml com 4gua deionizada) e 3 pL de brometo de etidio e visualizado sob luz UV

(Figura 3).
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A presenca e auséncia de bandas nas reacdes de PCR, submetidas a eletroforese,
foram tabuladas em uma planilha do Excel, anotando-se valores de O e 1, respectivamente.
Utilizou-se o pacote estatistico MVSP (Multi-Variate Statistical Package v.3.13p) (Kovach
Computing Services, Anglesey, Wales - http://www.kovcomp.com/mvsp/mvspwbro.html) na
geracdo do dendrograma usando a andlise de mdxima verossimilhanca pelo método de
agrupamento ndo balanceado baseado na média aritmética, UPGMA (‘“‘unweighted pair-group
method with arithmetic mean”). As similaridades genéticas foram calculadas pelo coeficiente

de Nei e Li (1979).

A concentragdo de DNA foi estimada pela comparacdo da intensidade de
fluorescéncia das amostras de DNA em brometo de etidio, com a intensidade de uma fracio
conhecida do DNA marcador “Hyperladder I' (Bioline®), usando um sistema de imagem
transiluminator de ultravioleta (Vilber Lourmat). Assim, constatando-se a quantidade de DNA

nas amostras.
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Tabela 3 — Lista de iniciadores utilizados nas reacdes de polimerase em cadeia para a determinagéo da

variabilidade genética de isolados de L. theobromae de cajueiro. Fortaleza-CE, 2009.

e " P Temp. de Tamanho do Padrao da
Pares de "primers' SSR Sequéncia 5 anelamento (°C) | fragmento(ph) SSR banda
GAGGGTTTTGTGCTCCATGT e
LT1 for LT1 rev GGAAAACGGTGGTCAAAGAA 52-62 202 (CA)¢ Polimérfico
ATTGGAAAGGAGGGAAAGGA e
LT2 for LT2 rev GCGCGCTTCTTCCAGAAA 55-60 102 (CA)g Polimoérfico
GTAGATGTGGTCGCGGAGTT .
LT3 for LT3 rev TCCCCCATGTATACCAGGTC 55-62 234 (GGT); Monomorfico
GTTGCTCCTCATCTGCACCT e
LT 4 for LT4 rev GTAGATGTGGTCGCGGAGTT 54-62 255 (CCA), Polimoérfico
CTCGTTAGGAAGGAAAGCAT e
LTS8 for LT8 rev GAACTATCCCCGCATCTACT 54 188 (GGT), Polimoérfico
GGGAAAATAAAATGGTCTGG e
LT9 for LT9 rev GAAACCCTTGTTCCATGC 55-57 143 (GA)y Polimoérfico
CAAGGATACGATGTGGACTG e
LT10 for LT10 rev AAGATGGAAAGGAGAACGAG 52-61 156 (GTC)y Polimérfico
LT3/4 for LT3/4 rev GACTCATTCACGGTCTCATGG 58 361 (CT)s Polimoérfico
GTGGAGCGGAACTGTCTGCT
GAGTTGTTAGTGCGGGCGCC e
LT13/14 for LT13/14 rev GCAGCCCCACAATTCACCAG 58 317 (GA)3 Polimérfico
GCCAGATCCGTGCCCACTG . .
LT15/16 for LT15/1 17 T Polimoérf;
5/16 for 5/16 rev CATGCAGAGGTCGCAAAGTG 58 3 (CT)s olimoérfico
LT17/18 for LT17/18 rev GATCTTCCAGCTCTTCGGCC 58 254 (A), Polimérfico
GACACTGCAGTAGGTTAGCGG
LT21/22 for LT21/22 rev GGAAGATGATGGGATGGTTGC 58 387 (CA)s Polimoérfico
GTACAAGAACGAACTCCGGGT
LT27/28 for LT27/28 rev CGAACAGGGTTTCGTGACGT 58 462 (CQG), Polimérfico
CTCATATCTCGCCGGTTGCC
GACGAGGTCAAGGGCGACA e
LT29/30 for LT29/30 rev CCTCCATGTCGGATTCCTTG 58 191 (CAA),; Polimoérfico
LT35/36 for LT35/36 rev ~ OOCATCACAACGACCAACCC 58 379 (CCTT),y  Polimérfico

GCGAGAGTCGCAAGTACAGC
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3.2 Teste de Patogenicidade

Visando detectar o potencial patogénico dos isolados procedeu-se a inoculacdo de
mudas de cajueiro com os isolados que apresentaram maiores variabilidades morfoldgicas

entre 0s mesmos.

3.2.1 Obtencao do material vegetal

Utilizaram-se mudas de cajueiro ando precoce do clone CCP 76, enxertado sobre
plantulas obtidas de sementes de polinizacdo aberta de plantas do clone CCP 09. As mudas
foram fornecidas pela Embrapa Agroindustria Tropical, sendo produzidas no Campo

Experimental situado em Pacajuis - CE. Todas as mudas tinham em torno de 45 dias de idade.

3.2.2 Producio do inéculo

O indculo usado no teste de patogenicidade consistiu de oito diferentes isolados de
L. theobromae (Tabela 4). Discos de micélio de 2 mm do fungo foram cultivados em placas
de Petri, contendo meio de cultura batata-cenoura-agar (BCA) e incubados por 10 dias sob

25° C com 12 horas de luz.

Tabela 4 — Isolados de L. theobromae utilizados no teste de patogenicidade, Fortaleza-CE,
20009.

N° | ORIGEM | TIPO DE CAJUEIRO |SINTOMAS
8 Projeto Barreiras Norte - Barreiras - BA CCP 09 PPH

13 Campo de Heterose - Pacajts - CE Cajueiro comum Resinose

26  Serrado Mel - RN Cajueiro comum Cancro

47  Saco Virgem Picos - PI Cajueiro comum Resinose

48  Campo de heterose - Pacajiis - CE Cajueiro comum Resinose

49 Pio-IX-PI Cajueiro comum PPH

50 Pio-IX-PI Cajueiro comum Resinose

51 Areia-PB Cajueiro comum Resinose
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3.2.3 Inoculacao de L. theobromae

O fungo foi inoculado em mudas do clone CCP 76 em condicdes de casa de
vegetacdo, a mais ou menos 2 cm acima do ponto de enxertia. Cada isolado do fungo
consistiu de um tratamento. A inoculagéo foi realizada perfurando-se o caule com auxilio de
uma broca de 2 mm de didmetro a uma profundidade de cerca de 0,5 mm. Em cada orificio
aberto foi colocado um disco de meio de cultura (BCA) com estruturas do fungo, de 2 mm de
diametro, retirado da periferia de culturas em placas de Petri, com 10 dias de cultivo, ficando
o inéculo em contato com a estrutura vascular da planta. Apds a inoculagdo, utilizou-se
vaselina s6lida para evitar entrada de umidade, e o local foi envolvido com fitas de parafilm.
Nas testemunhas, foram colocados discos de meio de cultura que ndo continham estruturas do
fungo. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo, com temperatura em
torno de 30° C, e umidade relativa em torno de 70%. O ensaio foi conduzido em delineamento

inteiramente casualisado (DIC) com trés repeticdes por tratamento.

3.2.4 Avaliacao das lesoes

A avaliacdo da infec¢do foi realizada 15 dias apds a inoculagdo do fungo,
medindo-se o comprimento das lesdes internas observadas nas plantas., mediante corte
longitudinal do caule das mudas. Os dados submetidos a andlise de variancia, utilizando o
programa estatistico Sisvar, sendo as médias submetidas ao teste de comparagdo de médias

pelo teste de Tukey (p=0,05).

3.3 Ensaio para deteccio de L. theobromae em mudas de cajueiro
3.3.1 Inoculaciao do fungo

Este ensaio teve como objetivo desenvolver uma metodologia de deteccdo de L.
theobromae em mudas de cajueiro usando técnicas moleculares. Mudas do clone CCP 76
obtidas do Campo Experimental de Pacajis - CE foram inoculadas com o isolado 26 (Tabela
4), por este apresentar maior velocidade de crescimento micelial, podendo este ser mais
agressivo que os demais. Os tratamentos, em nimero de 10, consistiram do tempo em dias da

inoculacdo a avaliagdo da infec¢do, efetuada de dois em dois dias, durante 20 dias. Assim, em
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T1 (tratamento 1), as plantas s@o avaliadas dois dias apds a inoculacio e em T10, a infecgéo é
avaliada apdés 20 dias. Foram utilizadas 16 plantas por tratamento, onde cada planta foi

considerada uma repeticao.

A inoculagdo foi realizada conforme a metodologia descrita no item anterior, e nas
plantas utilizadas como testemunha, consistiu da introdug¢do de discos de dgar ndo colonizados
pelo fungo. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo, sob as mesmas
condicdes citadas anteriormente. O ensaio foi conduzido em um delineamento inteiramente

casualisado.
3.3.2 Extraciao de DNA

Amostras do tecido do caule infectado foram coletadas e submetidas a extragdo de
DNA do isolado 26 do L. theobromae. Dois protocolos diferentes foram testados, sendo um
deles o mesmo utilizado nos testes anteriores para este fungo (CAVALCANTI, 2004) e o

outro, o kit de extragdo Qiagen (DNeasy® Plant Mini Kit).

O protocolo de extragdo de DNA desenvolvido por Cavalcanti (2004), seguiu os

mesmo procedimentos descrito anteriormente.

Os passos utilizados na extragdo com o kit Qiagen foram os recomendados pelo
fabricante. Inicialmente, cerca de 100 mg de tecido fresco (caule da muda inoculada com o
fungo) foi macerado com auxilio de pistilo e almofariz, em seguida, adicionou-se 400 uL do
Buffer AP1 (reagentes que acompanham o kit) e 4 uL. de RNAse A, onde em seguida o
material foi levado ao vértex e incubado por 10 min a 65° C, invertendo-se os tubos de duas a

trés vezes.

O préximo passo foi adicionar 130 puL de buffer AP2, com posterior inversao dos
tubos, visando a homogeneizagéo, e em seguida, incubou-se por 5 min no gelo. Centrifugou-
se o material por 5 min a 13000 rpm. Logo apds este passo, o material foi pipetado para uma
coluna “QIA shedder” de 2 mL, com posterior centrifugacdo por 2 min a 13000 rpm. E,
seguida, transferiu-se o sobrenadante em um novo microtubo, e adicionou-se 1,5 volumes do
buffer AP3/E, misturando com auxilio de uma pipeta. Novamente transferiu-se o material
resultante desta mistura, para a coluna “DNeasy mini spin”, centrifugando-se por 1 min a

8000 rpm, descartando o sobrenadante.
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Transferiu-se a coluna “DNeasy mini spin” para um novo microtubo de 2 mL e
adicionou-se 500 pL de buffer AW, centrifugando por 1 min a 8000 rpm, descartando o

sobrenadante, repetindo este processo.

Por fim, transferiu-se a coluna “DNeasy mini spin” para um novo microtubo de
1,5 mL e adicionou-se 100 uL de buffer AE para dilui¢do do DNA, incubando-se por 5 min a

temperatura ambiente.

3.3.3 Reacio da polimerase em cadeia

O DNA obtido por meio dos métodos de extracdo descritos das amostras de tecido
do clone CCP 76 de todas as plantas inoculadas com o isolado 26 do L. theobromae foram
submetidas a reacdo de PCR, com os 15 pares de iniciadores (Tabela 3), de acordo com a

mesma metodologia descrita anteriormente, da mesma forma que a tabulagdo dos dados.

3.3.4 Avaliacao dos dados

A cada dois dias ap6s a inoculag@o avaliou-se os sintomas da doenca, medindo-se
o comprimento das lesdes internas do caule ao longo do sitio de inoculag@o. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia pelo programa estatistico Sisvar, e as médias foram
submetidas ao teste de Tukey (p=0,05). Apds a medi¢do do comprimento das lesdes, foi feito
o reisolamento do fungo a partir das lesdes avaliadas, visando comprovar a presenga do

mesmo nos tecidos infectados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao molecular dos isolados

De acordo com os resultados, o protocolo descrito por Cavalcanti (2004) foi o que
apresentou os melhores resultados. A quantidade de DNA foi compativel com a amplificacdo
por PCR, com quantidades em torno de 10 ng de DNA. Em relacdo a qualidade, nio houve
diferenca entre os protocolos, todos apresentaram DNA puro, sem sujeiras ou contaminacoes,

sendo suficientes para as reagdes de PCR.

Os resultados das PCR das amostras de DNA avaliadas com os 15 iniciadores
(Tabela 3) podem ser observados sob a forma de dendrograma (Figura 7), que leva em

consideragdo, a amplificacdo ou ndo do DNA dos isolados, combinados com os iniciadores.

Observa-se a disposicdo dos isolados de L. theobromae em diversos grupos,
independente do local de origem. Os resultados indicam a grande variabilidade genética da
populacdo avaliada, representada por diversos grupos de similaridade variando de 22,2% a
100%. Os isolados 8 e 9, origindrios de Barreira, BA e o isolado 25 proveniente do Iguatu,
Sertdo Central do Ceard, revelaram-se monomorficos em relagdo aos 15 marcadores testados,
a visualizacdo da amplificagdo da PCR pode ser observado (figura 4A e 4B). Porém, foi
observado que diferiam morfologicamente entre si. O isolado 8 apresentou coloragdo escura,
micélio denso e algodonoso, enquanto que o isolado 9 mostrou com um crescimento mais
lento, coloracdo branca e micélio menos denso, aspecto muito parecido com o apresentado

pelo isolado 25.
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Figura 4 — Anilise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose do isolado 08 com os 15 pares
de oligonucleotideos. M = marcador Hiperladder 1 kb, nimeros de 01 — 15 primers utilizados.
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Observa-se que ha alguns pogos ndo amplificados, significando que ndo hé aquela
regido especifica determinada pelo oligonucleotideo, naquele referido isolado. A partir destas
comparagdes de amplificagdes de determinados isolados com os “primers”, torna-se possivel
realizar um grupamento genético, avaliando o quanto um isolado € préximo a outro, sob o

ponto de vista genético.

Comparando-se os isolados um a um, ndo ha nenhuma relagio entre o local onde o
material foi coletado e os sintomas, que explique a aproximagdo genética. Visto que, como ja
citado, as maiores similaridades apresentadas por trés isolados (8, 9 e 25) s@o oriundos de
localidades diferentes, apresentando sintomas de infec¢do ou assintomaticos. Esses dados
confirmam os estudos realizados por Burgess et al. (2003), com nove isolados de L.
theobromae de Pinus sp. e Eucaliptus spp. indicando que os hospedeiros sdo mais importantes
do que a localizacdo geogrifica na determinacdo da variabilidade entre isolados de L.
theobromae. Cardoso e Wilkinson (2008) demonstraram uma grande variabilidade entre
isolados de L. theobromae de diferentes hospedeiros corroborando aquela observagdo feita

por Burgess et al. (2003).

Os isolados que apresentaram sintomas de PPH (isolados 8, 9, 14, 42, 43), foram
0s que se mostraram mais similares, variando de 88 a 100%. Ja os isolados que apresentaram
os sintomas tipicos de resinose (isolados 2, 3, 4, 13, 51), mostraram-se menos similares com
valores entre 22 e 60%. Demonstrando a grande variabilidade do fungo causador destas
doencas. Em relacdo ao local de coleta, o mesmo foi observado, mostrando uma intensa

variabilidade da espécie do fungo estudada.
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LPGMA,

Nei & Li's Coefficient

Figura 5 — Dendrograma de 22 isolados de L. theobromae obtido a partir de andlises, empregando 15 marcadores
microssatélites. A andlise de Cluster (UPGMA) foi baseada no coeficiente de Nei e Li (1979), por meio do
programa MVSP.

Outra observagdo importante pode ser verificada entre o isolado 2 e os isolados 3,
40 e 41, apresentaram os menores indices de similaridade. Os isolados 2 e 3 sdo originados da
mesma localidade com a mesma sintomatologia e mesmo assim observou-se apenas 22% de
similaridade. O mesmo ocorre com os isolados 40 e 41, de mesma origem e mesma
sintomatologia, mas apenas 35% de similaridade. Esta distincia genética pode ser devido ao

grande indice de polimorfismo apresentado pela espécie estudada.

A variabilidade apresentada pelo isolados de L. theobromae neste estudo, pode
representar a sua variabilidade genética, podendo esta variabilidade ser dependente do
ambiente, como uma forma de sobrevivéncia do mesmo. Ou ainda, que o agente causador
destas doencas, ndo é apenas somente uma espécie do fungo, o que explicaria a grande
variabilidade, mesmo em condi¢des ambientais similares, requerendo, todavia de maiores

investigacgoes.
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4.2 Patogenicidade dos isolados

Ap6s a inoculagdo, os sintomas tipicos da doenca podiam ser observados,
evidenciando que, sob as condicdes de temperaturas variando de 25°C a 33°C e umidade
relativa em torno de 50% e 80%, houve a infeccdo do fungo. Sintomas de escurecimento do
lenho (Figura 6A) foram observados acompanhados da presenga caracteristica de goma
(Figura 6B). Nenhuma das plantas testemunhas apresentou-se qualquer sintoma ou exsudacido

de goma (Figura 6B, 6C).

Figura 6 — A - Sintomas da infec¢do interna causada por L. theobromae em mudas de cajueiro inoculado
com o isolado 48. B e C — Comparagdo do tratamento com a testemunha. Foto: J. G. M. Melo

Todos os oito isolados (Tabela 4) testados foram igualmente patogénicos as
mudas de cajueiro, de acordo com o tamanho das lesdes apresentados pelas mudas inoculadas.
As lesdes evoluiram tanto de forma ascendente, como descendente. Embora nenhuma
diferenca estatistica tenha sido observada (Tukey, p=0,05), o isolado 51 apresentou maior
severidade em relacdo aos demais (Figura 7), por apresentar maior desenvolvimento da lesdo,
ao ser avaliado o tamanho da mesma. Por outro lado, o isolado 49 foi menos agressivo,
apresentando lesdes menores que os demais isolados. Esta evidéncia sugere que o isolado 51
terd mais condi¢des de colonizar e infectar uma planta de cajueiro, de forma mais drastica do
que o isolado 49. Podendo esta agressividade ser devido ao local de origem do isolado,

evoluindo para uma maior capacidade patogénica.
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Figura 7 — Crescimento médio das lesdes de L. theobromae inoculado em mudas de cajueiro. Dados nio
diferem significativamente na avaliacdo da patogenicidade dos isolados, pelo teste de Tukey
(p=0,05).

Todas as plantas inoculadas com cada um dos oito isolados de L. theobromae
exibiram exsudacdo de goma a partir do 4° dia apds a inoculagdo. Esses resultados sugerem
que a reacdo da planta é semelhante independentemente da variacdo de patogenicidade dos

1solados de diferentes localidades.

A variacdo de crescimento das lesdes entre isolados de L. theobromae, observada
neste trabalho e relatada por outros autores como Sousa Filho et al. (1979), Moraes et al.
(1995) Lima (1996) e Ram (1993), podem ser explicadas por fatores externos, como as
diferencas edafoclimaticas das regides de onde procederam os isolados, ou internos, em que
uma espécie difere de outra e um isolado dentro da mesma espécie difere de outro devido a
sua composicdo genética. Segundo Lilly e Barnett (1951), entre fungos a diversidade é uma
norma, enquanto a uniformidade € uma excecdo em relagdo ao comportamento entre espécies

e isolados.
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4.3 Ensaio para detecco de L. theobromae em mudas de cajueiro

Os dados referentes as médias de crescimento longitudinal da lesdo no caule ao
longo do periodo de avaliagdo da infec¢do visando o estudo de técnicas de deteccdo podem

ser visualizados na Figura 8.

Observou-se um padrdo irregular em relagdo ao tempo. Ao se avaliar os dados
referentes ao comprimento das lesdes, verifica-se que o tratamento 7 (avaliados 14 dias apds a
inoculacdo), a lesdo atingiu uma média de crescimento superior aos demais, mesmo até em
relacdo aos tratamentos 8, 9 e 10, que teoricamente deveriam crescer mais, por haver mais
tempo para o ciclo de infec¢do (Figura 8). Este fato pode ser devido a alguma reacdo da planta
sob a infec¢do do patégeno, como uma estratégia de defesa para impedir o desenvolvimento
mais acentuado da lesdo. Esta teoria pode ser visualizada ao observar os dados da taxa de
crescimento da lesdo (Figura 8), onde no inicio da infec¢do a taxa € significativamente
superior aos demais tratamentos. A partir do 12° dia de infec¢do (tratamento 6), a taxa de
crescimento da lesdo foi mais lenta do que no inicio. O pico de crescimento ocorreu no 14°

dia de infeccao (tratamento 7), tornando-se constante.

— Conprinrento das lesdes (cm) = Taxa de crescinrento (cnidia)
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Figura 8 — Crescimento médio das lesdes (cm) e taxa de crescimento (cm/dia) de L. theobromae inoculado
em mudas de cajueiro, avaliado a cada dois dias.
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Vale ressaltar que, em todos os tratamentos houve exsudacdo de goma, o que
provavelmente € uma estratégia vegetal em reacdo a um processo de infec¢do, uma vez que,
as plantas ndo inoculadas ndo apresentaram nenhuma exsudacdo. Assim, a exsudacio nesse

caso esta relacionada a infec¢éo e ndo devido a danos mecanicos.

4.4 Deteccao de L. theobromae em mudas de cajueiro

Os protocolos de extracdo de DNA dos tecidos do caule do cajueiro revelaram
diferencas em eficdcia. O protocolo descrito por Cavalcanti (2004) foi o melhor tanto em
quantidade quanto em qualidade do DNA extraido, enquanto que o kit de extracdo Qiagen
obteve-se apenas DNA em quantidade e ndo em qualidade para a manta do fungo, contendo
muitas impurezas no DNA. As grandes quantidades de compostos fendlicos contidos nos

tecidos do cajueiro podem ter contribuido para esses insucessos.

PCR com DNA de todas as amostras (10 tratamentos, tempos da inoculacdo)
foram realizadas, mesmo com quantidades de DNA insuficientes. Porém, ndo houve nenhuma
amplificacdo nas reagdes com todos os iniciadores (Figura 9). Este fato pode ser devido as
pequenas quantidades do fungo em relacdo ao DNA vegetal. Sendo assim, os iniciadores nao
se anelariam as regides de interesse, ndo havendo a amplificacdo das sequéncias de DNA.

Nenhum método de extracio de DNA mostrou-se eficaz na deteccdo do
patégeno, quando este estd presente no material vegetal. Sugere-se que métodos mais eficazes
para a extragdo de DNA ftngico, inoculado em plantas ainda devem ser mais elucidadas, para

posteriores avancos nesta area.

9 10 11 12 13 14 15 M
——

Figura 9 — Andlise dos produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose a 2,0%, do isolado 26, com os 15 pares de
iniciadores. M = marcador ‘Hyperlader’ 1 kb, 1 a 15 pares de iniciadores.



49

5 CONCLUSOES

1

O protocolo de extracdo de DNA descrito por Cavalcanti (2004) foi o mais eficiente
para o fungo L. theobromae;

A populagdo de L. theobromae avaliada por marcadores microssatélites tem alta
diversidade genética;

A diversidade genético-molecular da populagdo de L. theobromae nao se correlaciona
com o local de origem do isolado;

Isolados de L. theobromae obtidos de tecidos infectados ndo diferem geneticamente

daqueles de tecidos ndo infectados;
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