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RESUMO

Lasiodiplodia theobromae é um fungo cosmopolita, polifago e oportunista, com reduzida
especializacdo patogénica, que infecta espécies de plantas em regides tropicais e temperadas,
causando os mais variados sintomas. A crescente expansdo das doencas causadas por L.
theobromae em frutiferas tropicais vem causando inestimaveis perdas, tanto no sistema
produtivo como em poés-colheita, representando uma ameagca a fruticultura no Nordeste. Dai a
necessidade de conhecimentos basicos sobre a biologia populacional e a interacdo do
patdégeno com as plantas hospedeiras. Este estudo teve como objetivo caracterizar isolados de
L. theobromae associados a frutiferas tropicais de diferentes regides, avaliando o aspecto
cultural, morfoldgico e patogénico. Foram avaliados o crescimento micelial, coloragdo da
colénia, dimensdes dos conidios e patogenicidade dos isolados em mudas de cajazeira,
cajueiro, gravioleira e umbuzeiro. O trabalho foi realizado na Casa de Vegetagdo e no
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical. Os dados de caracterizacdo
morfocultural mostraram haver alta diversidade na populagdo do patdgeno. As inoculagdes
realizadas nas quatro diferentes espécies hospedeiras apontaram alta variabilidade patogénica
entre os isolados do fungo. Em mudas de cajueiro CCP 76 ndo foi possivel observar
especificidade patogénica, pois todos os isolados apresentaram similar nivel de agressividade,
demonstrando a suscetibilidade deste clone ao patégeno, suscetibilidade essa, também
observada em gravioleira. O umbuzeiro foi a espécie que apresentou maior resisténcia ao
fungo. Os dados mostraram que existe interacdo entre as caracteristicas morfoculturais e a
agressividade dos isolados de L. theobromae. De acordo com os resultados, a altitude dos
locais de origem dos isolados ndo influencia em suas caracteristicas morfoculturais e
patogénicas.

Palavras chave: Cajueiro. Inoculacdo. Patogenicidade. Resinose. Spondias.



ABSTRACT

Lasiodiplodia theobromae is an ubiquitous, polyphagous and opportunistic fungus with a
reduced pathogenic ability. Nevertheless, it may infect several plant species over tropical and
temperate regions, causing many different kinds of symptoms. The increasingly expansion of
diseases caused by L. theobromae in tropical fruit plants has been imposing severe losses both
at orchard level and in post-harvest at market, threaten the fruit crop industry in Northeast
Region of Brazil. Therefore there is an urgent need for research pursuing basic knowledge on
population biology of the fungus and host-pathogen interactions. This study aimed to
characterize a L. theobromae population which has been associated to tropical plant species
growing under different ecosystems in northeastern Brazil. Colony growth in culture, color
and size of conidia and ability to cause disease upon inoculation on cashew nut (Anacardium
occidentale), soursop (Annona muricata), yellow mombin (Spondias mombin) and Brazil
plum (Spondias tuberosa) were evaluated. He study was carried out at Plant Pathology Lab
and screenhouse of Embrapa Agroindustria Tropical in Fortaleza, Ceara State. Results showed
a high diversity of morphology and hyphal growth among fungus isolates. Also, a very high
variability on disease expression upon inoculation into four plant species was observed.
However, it was found a lack of specificity of isolates as to infect cashew plants, since all
isolates were able to infect cashew with similar high aggressiveness, which demonstrated a
high degree of susceptibility of cashew clone used (CCP 76). Similar results were found also
for soursop plants as host. Brazil plum showed a very high resistance to all isolates. The data
points out for the existence of morphological and pathogenic interactions within L.
theobromae population studied. According with the results, altitude and region of isolate
origin has no effect on the studied features.

Keywords: Cashew. Soursop. Yellow mombin. Brazil plum. Morphology of conidium.
Pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

O fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon e Maubl. (syn. Botryodiplodia
theobromae Pat.) era considerado um patégeno fraco (HOLLIDAY, 1980). No entanto, nos
ultimos anos vem se tornando importante para diversas culturas, encontrando-se disseminado
em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, pressupondo-se haver uma grande
variabilidade genética entre isolados desse organismo (CARDOSO et al., 1998).

L. theobromae é um fungo cosmopolita, polifago e oportunista, portanto, com
reduzida especializacdo patogénica, infectando espécies de plantas em regifes tropicais e
temperadas, causando os mais variados sintomas (PUNITHALINGAM, 1980). E geralmente
associado a processos patogénicos em plantas estressadas e submetidas a processos naturais
ou provocados por insetos, passaros, primatas nativos e pelo préprio homem, através de
praticas culturais (PUNITHALIGAM, 1976; TAVARES et al., 1994). Trata-se de um fungo
capaz de infectar, isoladamente ou em associagdo com outros patdgenos, aproximadamente
500 espécies de plantas, causando sintomas como tombamento de plantulas, podriddo
radicular, murcha, queima foliar, cancro, gomose, podriddo de frutos e de sementes, morte
descendente e envassouramento, além de outros sintomas mais especificos em determinados
hospedeiros, causando sérios prejuizos (PUNITHALINGAM, 1976). O tipo de dano e
extensdo dos prejuizos causados pelo patdgeno sdo varidveis em funcdo da espécie vegetal
parasitada (RODRIGUES, 2003).

As frutiferas tropicais mais comumente afetadas por este patdgeno sdo o cajueiro
(FREIRE, 1991), a mangueira (TAVARES, 1993), as anonaceas (PONTE, 1985), o coqueiro
(SOUZA FILHO et al., 1979), as Spondias (FREIRE; CARDOSO, 1997), a bananeira (GOOS
et al., 1961), a aceroleira e o sapotizeiro (FREIRE; CARDOSO, 2003a). Levantamentos mais
recentes, conduzidos pela Embrapa Agroindustria Tropical revelaram um aumento no nimero
de hospedeiros e na severidade do ataque desse fitopatogeno (FREIRE et al., 2004).
Levantou-se a hipdtese de que L. theobromae tenha evoluido em patogenicidade em
consequéncia das pressdes ambientais, especialmente nas regides semi-aridas, onde as
condig@es climaticas Ihes sdo muito favoraveis (TAVARES, 2002).

Nas microrregibes semi-aridas, a incidéncia epidémica de doencas foliares
provoca danos, quase sempre, abaixo dos niveis de danos econdémicos, devido as condicfes de
clima predominantemente seco e quente. Entretanto, as doengas causadas por patdégenos de

plantas submetidas a estresses hidricos sdo favorecidas por essas condi¢des (FARIAS, 2008).
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O controle das doengas causadas por L. theobromae torna-se dificil em funcéo da
grande variedade de hospedeiros (PEREIRA et al., 2006). De acordo com Tavares (1995), o
controle quimico, por si s6, ndo oferece protecdo nem controle curativo da cultura afetada,
sendo entdo, indicado uma série de medidas adicionais, como o manejo cultural.

Em estudos com L. theobromae isolado da podriddo da haste em mamoeiro
(Carica papaya L.), Menezes et al. (1997) observaram que o fungo cultivado em meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA), apresentou colbnia inicialmente branca, tornando-se
cinza-esverdeada a preta, com micélio aéreo vigoroso e de aspecto cotonoso, com extensao
micelial rdpida, cobrindo toda a superficie da placa em 48h. Pereira et al. (2006) verificaram
que a coloragdo das colonias de L. theobromae variou de branco a preto, passando pelo cinza.

A variacdo nas caracteristicas morfologicas e culturais entre isolados de L.
theobromae provenientes de diferentes hospedeiros, cultivados em diferentes regides
geogréficas é conhecida por vérios autores (PEREIRA et al., 2006). Ram (1993), ao avaliar as
caracteristicas culturais, o desenvolvimento micelial, a esporulagdo, a morfologia e a
patogenicidade de dez isolados de L. theobromae de diferentes hospedeiros, verificou que
esses isolados variaram na coloracdo da colnia e no crescimento micelial em meio de cultura
batata-dextrose-agar. De acordo com Pereira et al. (2006), hd variacdo quanto a
patogenicidade de isolados de diferentes hospedeiros e até mesmo entre isolados da mesma
cultura.

A crescente expansdo das doencas causadas por L. theobromae em frutiferas
tropicais vem causando inestimaveis perdas, tanto no sistema produtivo como em pos-
colheita, representando uma ameaga a fruticultura no Nordeste (CARDOSO et al., 2002).

A modernizacdo da atividade fruticola requer fundamentalmente a adogdo de
medidas de prevencao e erradicacdo de doencas, entre elas, as causadas por L. theobromae em
campo e em pos-colheita (FARIAS, 2008). Dai a necessidade de conhecimentos basicos sobre
a biologia populacional e a interagdo do patdégeno com as plantas hospedeiras, que servirdo de
subsidio para pesquisas que visem avangos no manejo ecoldgico e econémico dessas
enfermidades, permitindo minimizar os prejuizos causados por este patégeno em diversas
culturas.

Este estudo teve como objetivo caracterizar isolados de uma populagdo de L.
theobromae associados a frutiferas tropicais, cultivadas em diferentes regides ecogeogréaficas

do Nordeste brasileiro, avaliando-se o aspecto cultural, morfoldgico e patogénico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. e Maubl. [= Botryodiplodia theobromae
(Pat.)] representa o estado assexuado de Botryosphaeria rhodina (Berk.; Curtis) Arx.
(PUNITHALINGAM, 1976).

Existem 19 sinonimias para Lasiodiplodia theobromae (Pat.), incluindo Diplodia
gossypina Cooke e Botryodiplodia theobromae (Pat.) Griff. e Maubl. (PUNITHALINGAM,
1976). Para Sutton (1980), Lasiodiplodia € 0 nome genérico a ser adotado para este patdgeno
em substituicdo a Botryodiplodia theobromae (Pat.).

L. theobromae ¢ um membro da familia Sphaeropsidales que possui micélio
branco-acinzentado e picnidios escuros agregados, podendo chegar a 5 mm. Esses picnidios
contém esporos que podem chegar a 30 um de comprimento, com até 15 um de largura, de
coloragdo variando do hialino, quando jovens, ao marrom escuro, quando atingem a
maturidade. Os esporos hialinos, unicelulares e lisos quando jovens, a medida que
amadurecem tornam-se marrom-escuro, ganham estrias longitudinais e se tornam bicelulares
(PUNITHALINGAM, 1980). Os picnidios em folhas, ramos e frutos sdo imersos, tornando-se
mais tarde erumpentes, podendo ocorrer isoladamente ou agrupados, apresentando 2 a 4 mm
de largura, com os conidios exsudando em massas escuras. Os conidiéforos sdo hialinos,
simples, as vezes septados, cilindricos e raramente ramificados (RODRIGUES, 2003).

Os conidios sdo ovais e ndo septados, quando imaturos, ficando pardos escuros,
com um septo transversal ndo constrito, estriados quando atingem a maturidade (RIBEIRO,
2003). A presenca do septo € uma caracteristica tipica dos esporos deste fungo e, portanto, um
carater taxondmico importante (CEDENO et al., 1995).

Segundo Ribeiro (2003), em cultura pura de BDA, as col6nias de L. theobromae
sdo acinzentadas a pretas, com abundante micélio aéreo e ao reverso da placa de Petri sdo
foscas ou pretas, formando picnidios simples ou compostos, frequentemente agregados,
parede espessa e base truncada, com conidios que variam entre (18 — 30) x (10 x 15) um.
Pereira et al. (2006), em estudos com isolados de L. theobromae, observaram que as coldnias
do fungo apresentaram crescimento vigoroso, micelio aereo, coloragdo branca quando novas e
escuras quando mais velhas, cobrindo toda a superficie da placa entre 48 e 72 h, formando
picnidios entre o 7° e 9° dia de incubacéo.

Trabalhando com L. theobromae obtidos de tecidos de mangueira com sintomas

de morte descendente, Oliveira Lins et al. (2010) observaram que os isolados cresceram em
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meio de cultura com micélio inicialmente branco, tornando-se cinza esverdeado a preto de
aspecto cotonoso, cobrindo toda superficie da placa em 48 horas, com conidios ovdides,
hialinos e de parede delgada e dupla quando jovens, enquanto que os maduros sdo ovoides a
elipséides, pigmentados, apresentam um septo transversal com estrias longitudinais e paredes
espessas que mediram entre 18-26 x 11-15 um. Abdollahzadeh et al. (2010) observaram que
isolados de L. theobromae crescendo em meio de cultura com aciculas de Pinus sp., obtidos
de plantas de mangueira no Iran, apresentaram esporos que mediram entre 22,4-24,2 x 12,9-
14,3 um. Viana et al. (2002) verificaram que L. theobromae reisolado de frutos de coqueiro,
crescendo em placas com meio BDA, incubadas a 28 + 2 °C com fotoperiodo de 12 h durante
15 dias apresentou picnidios com conidios jovens hialinos, unicelulares e de parede celular
delgada dupla, que se tornaram escuros e bicelulares quando maduros, medindo cerca de 24,5
x 13 um. A temperatura Otima para o crescimento micelial de L. theobromae situa-se entre
24°C e 28°C, sendo que a temperatura de 28°C é a que proporciona 0 maximo crescimento
médio (VAZ, 2008).

No México, Urbez-Torres et al. (2008) estudando isolados de L. theobromae,
obtidos de plantas de videira, observaram que as col6nias apresentavam abundante micélio
aéreo, que se tornavam escuras com o passar dos dias, conidios escuros com estrias
longitudinais e um septo quando maduro, que mediam entre 22,1-28,8 x 10,5-14,7 um, com a
razdo comprimento/largura dos conidios variando entre 1,8 e 2,2.

Isolados de L. theobromae patogénicos em cajueiro apresentam maior méedia na
largura dos esporos que isolados de ateira. Em relagdo ao comprimento, isolados de mamoeiro
séo superiores aos isolados de cajaraneira (MELO et al., 2010).

As caracteristicas de L. theobromae em meio de cultura sdo muito variaveis e
podem apresentar diferencas na coloracdo das colénias e velocidade de crescimento micelial
de acordo com o isolado (HALFELD-VIEIRA et al., 2007). Pereira et al. (2006), trabalhando
com isolados de L. theobromae de diversos hospedeiros, coletados em diferentes municipios
do estado do Maranh&o, observaram uma grande variagdo no crescimento e na producdo de
estruturas reprodutivas. Lima et al. (2010) notaram diferengas significativas para crescimento
micelial entre isolados do fungo, patogénicos a diferentes frutiferas tropicais dos estados do
Ceara e Piaui.

De modo geral, 0s microorganismos apresentam como caracteristicas uma grande
variabilidade que pode refletir em sua morfologia, fisiologia e patogenicidade. Variagdes na
capacidade de utilizacdo de diferentes substratos, de tolerancia a determinadas faixas de

temperatura, de producdo de toxinas ou outros metabolitos, que sdo manifestacfes de
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diferengas fisioldgicas dentro de uma populacdo, resultam, as vezes, em variacfes na
patogenicidade dos bidtipos (PEREIRA et al., 2006). Segundo Cardoso e Wilkinson (2008)
existe uma grande variabilidade genética entre isolados de L. theobromae patogénicos de
plantas tropicais do Brasil. Melo (2010), estudando isolados de L. theobromae, obtidos de
plantas de cajueiro, constatou uma alta diversidade genética na populacdo do patégeno.

Rodrigues (2003) trabalhando com isolados de L. theobromae obtidos de videira e
mangueira observou que o fungo isolado de plantas de mangueira afeta plantas de videira e,
que o isolado de videiras afeta um grande nimero de hospedeiros, como o caqui, 0 péssego, a
macé, a macadamia. Os sintomas observados nestes hospedeiros foram o enegrecimento dos
tecidos do lenho, lesGes necroticas e cancros, caminhando para um baixo desenvolvimento da
planta e definhamento progressivo. Melo (2010) observou que a taxa de crescimento maxima
de comprimento de lesdo causada por L. theobromae em mudas de cajueiro foi maior apds,
aproximadamente, 15 dias de inoculacdo. L. theobromae apresenta colonizacdo localizada e
progressiva, destruindo célula por célula, produzindo vérias enzimas pécticas, além de
celulases e proteases (OLIVEIRA LINS et al., 2010). L. theobromae também é capaz de
sobreviver internamente em tecidos de cajueiro, sem causar nenhum sintoma (CARDOSO et
al., 2009a).

Em trabalhos realizados por Pereira et al. (2006), os autores notaram que
mamoeiro se comportou como altamente suscetivel a isolados de L. theobromae obtidos de
cajueiro, maracujazeiro e coqueiro. Cajueiro comportou-se como altamente suscetivel aos
isolados de maracujazeiro e suscetivel aos isolados de cajueiro, mangueira, coqueiro,
mamoeiro. Maracujazeiro mostrou-se altamente suscetivel a isolados de cajueiro,
maracujazeiro e coqueiro. O isolado de coqueiro mostrou-se altamente patogénico a
mamoeiro, mangueira e cajueiro, enquanto que para coqueiro foi pouco agressivo. Ram
(1993) verificou que um isolado de L. theobromae obtido de coqueiro foi agressivo ao
coqueiro, ndo se mostrando patogénico a outros hospedeiros, e que nenhum isolado de outras
culturas estudados por ele foi patogénico ao coqueiro.

InoculagGes cruzadas entre isolado de videira inoculado em plantas de videira e de
mangueira e isolado da mangueira inoculado em plantas de videira e mangueira mostraram
que se tratava do mesmo patdgeno, comprovando a patogenicidade de L. theobromae, que
infecta diferentes hospedeiros, podendo ser considerado como parasita ndo especializado
(RODRIGUES, 2003). Reisolamento dos materiais infectados ap6s a inoculacéo
comprovaram a presenca do patdgeno na regido lesionada. Damm et al. (2007), em trabalhos

com espécies de Botryosphaeriaceae, reisolaram os fungos com uma frequéncia de 68,75-
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100%. Em videiras inoculadas com espécies de Botryosphaeriaceae, o percentual de
reisolamento do fungo foi superior a 60% para todas as espécies, sendo que isolados de L.
theobromae apresentaram maiores indices (URBEZ-TORRES; GUBLER, 2009).

Interacdo entre caracteristicas culturais e patogénicas ja foram observadas por
alguns autores em diferentes patossistemas. Lima e Chaves (1991) observaram uma
correlacdo positiva entre a média de crescimento micelial em BDA e a media do indice de
doenca de isolados de Colletotrichum gosypii var. cephalosporioides patogénicos a
algodoeiro. Os autores observaram que os isolados que tiveram menor crescimento em BDA
foram os menos virulentos. Almeida e Coélho (2007), trabalhado com Colletotrichum de
maracuji amarelo encontraram resultados conflitantes com os de Lima e Chaves (1991). No
entanto, Bonett et al. (2010) verificaram que os isolados de Colletotrichum gloeosporioides,
agente causal da antracnose de frutos e hortalicas em pds-colheita, que apresentaram maiores
indices de crescimento micelial, apresentaram o maior indice de crescimento da lesdo em
frutos e hortalicas apds inoculados.

Os fatores do ambiente determinam a distribuicdo geografica, a incidéncia e a
severidade das doencas, sendo em muitos casos especificos para cada patossistema (LOPES,
2009). A umidade relativa do ar, por sua vez, é indispensavel para a germinacdo da maioria
dos esporos fungicos e para a penetracdo do tubo germinativo no hospedeiro, além de
aumentar a suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a incidéncia e a severidade da doenca
(AGRIOS, 2005). As condicdes Otimas para a germinacdo de conidios de L. theobromae
caracterizam-se por 100% de umidade relativa, temperatura de 30°C, ndo sendo influenciada
pela luz (RODRIGUES, 2003). No entanto, L. theobromae se desenvolve em temperaturas de
amplitude entre 27°C a 33°C, podendo, porém, causar danos dentro de uma amplitude que
varia de 9°C a 39°C (CARVALHO DIAS et al., 1998). VVaz (2008) afirma que o fungo cresce
a temperatura de 38°C, mas ndo a 5°C. A temperatura é um dos fatores ambientais que mais
afeta o desenvolvimento dos fungos, sendo o efeito destes, determinado de forma geral pelo
didmetro das lesGes desenvolvidas sobre o hospedeiro (LOPES, 2009).

Rodrigues (2003), estudando L. theobromae, causando podriddao do tronco e raiz
da videira, verificou que o patdgeno desenvolve-se rapidamente em solos argilosos ou de
subsolo impermeavel com umidade elevada.

Trabalhando com gravioleira, Cardoso et al. (2005) observaram que em solos
acidos, arenosos e de baixa fertilidade, a incidéncia e a severidade da podriddo-seca nesta
planta sdo mais expressivas, comparadas a solos argilosos e com fertilidade mais equilibrada.

As condicOes predisponentes a ocorréncia e a rapida progressao da podriddo-seca sdo citadas
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como o estresse hidrico (LEWIS; VAN ARSDEL, 1978), deficiéncia de célcio, deficiéncia de
oxigénio nas raizes e mudas infectadas e estressadas (TAVARES, 1993). Nestas condic@es, 0
fungo infecta varias culturas, causando doencas importantes, como a morte descendente do
cajueiro (FREIRE; CARDOSO, 2003b), do cacaueiro (Theobromae cacao L.), do
guaranazeiro (Paullinia cupuna Ducke), da mamoneira (Ricinus communis L.), da gravioleira
(Annona muricata L.) e da ateira (Annona squamosa L.) (PONTE, 1985). L. theobromae nao
possui capacidade de penetracdo direta no tecido vegetal, sendo necessaria uma porta de
entrada para a infeccdo do fungo (VASQUEZ-LOPEZ, 2009).

O calcio apresenta estreita relacdo com a ocorréncia de doencas em plantas. Sob
condigdes de baixo suprimento deste elemento, aumenta-se o efluxo de compostos de baixo
peso molecular do citoplasma para o apoplasto. Além disso, os poligalacturonatos de calcio
sdo requeridos na lamela média para a estabilidade da parede celular. Os fungos e bactérias
dissolvem a lamela média através da producdo de enzimas como a poligalacturonase. No
entanto, a atividade desta enzima é inibida pelo calcio. Outro papel importante do célcio seria
a lignificacdo dos tecidos. A deficiéncia de célcio reduz o percentual de lignina na madeira,
podendo diminuir a resisténcia das plantas a infec¢do por patogenos (SILVEIRA; HIGASHI,
2003).

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. e Maubl. [= Botryodiplodia theobromae
(Pat.)] forma anamorfa de Botryosphaeria rhodina (Berk.; Curtis) Arx. foi primeiramente
descrito causando podriddo dos frutos de cacaueiro (Theobroma cacao L.) no Equador
(PUNITHALINGAM, 1980). Nesta planta, o fungo pode ser encontrado causando a doenca
denominada “morte descendente”. Esta doenga se manifesta inicialmente nos ramos, pela
formacdo de manchas Umidas, de coloragdo escura, seguida de murcha e queda das folhas. Os
ramos secam e morrem, apresentando a casca mole que se desintegra e se desprende do lenho
e os tecidos internos apresentam les6es necréticas de coloracdo castanha, podendo ocasionar a
morte da planta, sendo que a severidade da doenca esta associada a fatores tais como estado
nutricional da planta, suprimento de agua e condicdes fisicas do solo (BASTOS; EVANS,
1984).

Em abacateiro (Persea americana Mill.), L. theobromae causa a doenca
denominada “morte regressiva” que se caracteriza pela necrose e seca dos tecidos afetados,
avancando progressivamente do apice até os galhos grossos e tronco, resultando em queda da
folhagem, definhamento e morte (RONDON; GUEVARA, 1984). Freire et al. (2004)
observaram em ramos de abacateiro provenientes de varios municipios cearenses, sintomas

tipicos de seca-descendente, enquanto que nos frutos, os sintomas apresentaram-se na forma
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de manchas escurecidas, deprimidas e que aprofundam na polpa, provocando seu total
apodrecimento, que muitas vezes sdo confundidas com a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. e Sacc.

Lasiodiplodia theobromae causa uma enfermidade em aceroleira (Malpighia
emarginata DC.) denominada podridao-seca, que vem assumindo consideravel importancia
econdmica, em virtude de provocar a morte de um grande nimero de plantas, tanto em
pomares caseiros como em plantios comerciais. A seca do ramo inicia-se a partir da
extremidade, avancando em direcdo ao caule. A infeccdo pode, raramente, se iniciar pelo
sistema radicular. A morte descendente de um ramo pode demorar meses para atingir o caule
e provocar a morte da planta (FREIRE; CARDOSO, 2003).

L. theobromae pode causar podriddo-seca em qualquer época do ano em plantas
de gravioleira (Annona muricata L.), afetando com mais frequéncia as partes aéreas das
plantas (CARDOSO; FREIRE, 2003). Entretanto, plantas infectadas, exibem os sintomas
mais intensamente quando sob condic6es de estresse, principalmente o hidrico (CARDOSO et
al., 2005). O fungo pode penetrar atraves de ferimentos realizados durante a poda e a capina
mecanica. Além de habitar epifitica e endofiticamente a gravioleira, o fungo também
sobrevive no solo, podendo iniciar infec¢Ges subterraneas, associado a outros fitoparasitas
(MOURA et al., 1998). L. theobromae também sobrevive endofiticamente em sementes de
gravioleira (CARDOSO et al., 2006b). A transmissdo do fungo via semente de gravioleira
pode atingir até 19% de infeccdo (CARDOSO et al., 2004). Entretanto, sementes obtidas de
frutos infectados podem apresentar percentuais de transmissdo do patdgeno variando de 50%
a100% (CARDOSO et al., 2000b; SANTOS et al., 2000).

Na ateira (Annona squamosa L.), a podriddo-seca é uma das principais doencas
(PONTE, 1985). Os sintomas tipicos dessa doenca sdo morte-descendente, gqueima ou
podriddo-seca dos ramos ou hastes terminais e cancros no tronco (CARDOSO et al., 2004). A
doenca também afeta frutos e mudas, sendo comum a morte de mudas pelo agente causal da
podriddo-seca em viveiros comerciais. Embora infec¢bes possam ocorrer em qualquer época
do ano, a penetracdo do fungo é favorecida pela presenca de umidade elevada (CARDOSO;
FREIRE, 2003).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), cultura de importancia marcante na
economia do Nordeste brasileiro, pela manutencdo dos niveis de emprego e renda no meio
rural e nos grandes centros (FARIAS, 2008), tem L. theobromae como o seu principal

patégeno em algumas regides do Semi-Arido nordestino (CARDOSO et al., 2007). Este
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fungo é responsavel por duas fitomoléstias bastante conhecidas em plantas de cajueiro: a
resinose e a podridao-preta-das-hastes (PPH).

A resinose é a principal doenca do cajueiro no Semi-Arido nordestino, sendo
observada mais comumente em plantas submetidas a estresses (CARDOSO et al., 2009b). Foi
descrita pela primeira vez no Nordeste brasileiro, no municipio de Alto Santo-CE (FREIRE,
1991). Os primeiros sintomas da resinose geralmente ocorrem apos a primeira safra comercial
do cajueiro, quando as plantas estdo com cerca de 24 a 36 meses de idade (CARDOSO;
FREIRE, 2002). Com o progresso da doenca, observam-se sintomas de deficiéncia
nutricional, murcha, queda de folhas, podriddo seca dos ramos e a formacdo de cancros nos
ramos lenhosos e no tronco, geralmente acompanhada de exsudacéo de goma e escurecimento
dos tecidos (FREIRE et al., 2002).

Os danos causados pela resinose sdo decorrentes da reducdo da producdo da
planta pelo blogueio do movimento da seiva nos primeiros estadios da infecgéo e da producgéo
do pomar pela morte de plantas em virtude da expansdo dos cancros (BEZERRA et al., 2003).

A incidéncia dessa doenca em areas isoladas e em proporcdes elevadas levanta a
hipdtese de transmissdo do patdgeno pela muda, ou seja, via sementes e/ou propagulos
infectados, sobrevivendo nos tecidos sob forma quiescente ou endofitica, sendo a infecgdo
induzida pelo estresse da planta (CARDOSO et al., 2009a). O metabolismo secundario da
planta, em resposta ao estresse, ou 0 enfraquecimento do mecanismo de defesa pela mudanca
de rotas metabdlicas favorecem a reacdo de patogenicidade (CARDOSO et al., 2005).

Estudos com microscopia eletrdnica tém mostrado o crescimento micelial de L.
theobromae em vasos do xilema de plantas de cajueiro assintomaticas (MUNIZ et al., 2011).
Mohali et al. (2005), trabalhando com L. theobromae associado a arvores tropicais, confirmou
o comportamento endofitico do fungo em espécies de Pinus, Eucalyptus e Acacia. Mullen et
al. (1991) ja haviam levantado a hipotese a respeito do comportamento endofitico de L.
theobromae em observacfes em outras espécies. A definicdo original de fungos endofiticos
como aqueles microorganismos nao agressivos que vivem dentro dos tecidos dos vegetais foi
ampliada para incluir aqueles microorganismos que, em alguma etapa de sua vida,
permanecem quiescentes dentro do hospedeiro (RONDON; GONZALEZ, 2009). De acordo
com Farias (2008), o modo endofitico de associagdo de L. theobromae com o cajueiro pode
ser interpretado como produto de coevolucdo entre o fungo e o hospedeiro, influenciado pelas
condigdes adversas do ambiente.

O rapido aumento da area cultivada com clones de cajueiro susceptiveis, como

CCP 76, tem propiciado severas epidemias em algumas regides do Nordeste do Brasil
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(CARDOSO et al., 1998; CARDOSO et al., 2003; CARDOSO et al., 2006a; FREIRE et al.,
2002). Em é&rea caracterizada pela elevada incidéncia e severidade da resinose, o clone CCP
76 destacou-se entre os demais, se mostrando suscetivel a doenca (CARDOSO et al., 2007).

A podriddo-preta-das-hastes (PPH), outra doenca causada por L. theobromae em
plantas de cajueiro, foi observada em pomares irrigados e de sequeiro, nos estados do Ceara e
Piaui (CARDOSO et al., 2000c, 2002). Os sintomas da fitomoléstia caracterizam-se pelo
escurecimento longitudinal dos tecidos da haste terminal (herbacea) do cajueiro com
eventuais exsudacGes de goma em pontos especificos. Esse sintoma progride até a necrose
total e queima descendente do ramo (CARDOSO et al., 2000c). Ainda segundo Cardoso et al.
(2000c), a doenga atingiu 30,67% das plantas nas areas experimentais. Apesar de sua restrita
incidéncia no semi-arido, a PPH vem sendo considerada a doenca mais importante do cajueiro
no ecossistema do cerrado brasileiro (CARDOSO et al., 2002).

Em plantagbes de coqueiro (Cocus nucifera L.), a podriddo-seca-das-folhas,
enfermidade que tem como agente o fungo L. theobromae, tem apresentado uma consideravel
incidéncia e severidade. O fitopatdgeno infecta a base dos foliolos, invadindo o raquis foliar e
provocando a seca completa da folha, provocando exsudacdo de resina nas areas. Em casos
mais severos o0 patdgeno pode até mesmo penetrar no estipe, causando a morte da planta. A
infeccdo de varias folhas basais pode diminuir a sustentacdo dos cachos, afetando a producéo
(FREIRE et al., 2004). A doenga ocorre durante o ano todo, sendo mais severa durante o
verdo, quando ocorrem temperaturas elevadas e a umidade relativa do ar é baixa
(WARWICK, 2003). Trabalhos realizados em casa de vegetacdo mostraram que o déficit
hidrico aumentou significativamente o tamanho das les6es na raquis foliar (WARWICK,
1993). A podridao-basal-pds-colheita de frutos de coco verde, causada pelo mesmo patdgeno,
foi reportada por Viana et al. (2002). Segundo os autores, a doenca caracteriza-se por um
escurecimento na regido basal, logo abaixo das bracteas. Com o passar dos dias, a lesdo torna-
se visivel de coloracdo escura, margeando as bracteas. Embora o inicio da colonizacdo do
fruto pelo patdgeno ndo seja visivel, o ataque pode ser revelado por uma anasarca que
antecede a necrose. Cerca de 48 h apds o aparecimento da anasarca, a area correspondente a
esta escurece, tornando-se marrom clara no inicio, e depois quase preta, podendo ocorrer
exsudacéo de albume liquido na forma de uma gota junto as bracteas. De acordo com Viana et
al. (2007), constitui-se, atualmente, na principal doenca de pds-colheita a afetar o coco verde,
representando uma séria ameaga em todas as regiGes produtoras do Brasil. Trabalhos

realizados por Viana et al. (2007) mostraram que quase 100% de frutos de coco sdo afetados
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pela podriddo-basal-p6s-colheita, em condi¢cBes ambientais, aos 12 dias de armazenamento.
Em camara fria, 47% dos frutos integros foram afetados apds 35 dias de armazenamento.

Lasiodiplodia theobromae provoca a podriddo terminal do caule no mamoeiro
(Carica papya L.), bem como a podriddao do pedinculo e dos frutos durante o periodo de
armazenamento e maturagéo (TRINDADE, 2000). Segundo Freire et al. (2004), no caule de
plantas adultas, a infec¢do se inicia, aparentemente, pelas cicatrizes deixadas apos a colheita
dos frutos e a queda das folhas, progredindo internamente e provocando o apodrecimento do
caule, levando a planta a morte, disseminando-se rapidamente dentro do plantio,
principalmente durante a estagdo chuvosa. O quadro sintomatolégico é completado com uma
severa queda foliar, permanecendo a planta com poucas folhas no topo. Em frutos, os
sintomas da doenca sdo lesbes Umidas que surgem, principalmente, na regido do pedunculo
tornando-se marrom escura circundada por areas encharcadas que resultam em podriddo dos
frutos (LOPES, 2009; PEREIRA et al., 2006). Em condicOes de umidade elevada, as lesoes
tornam-se cobertas com o micélio cinza do fungo e muitos picnidios (LOPES, 2009). L.
theobromae é um fungo de répido crescimento que geralmente provoca apodrecimento e
mumificacdo do fruto (REZENDE; FANCELLI, 1997). Na pds-colheita, a doenca € mais
severa em temperaturas na faixa de 25 a 30°C e em condic¢des de alta umidade relativa
(GUPTA; NEMA, 1979).

Em mangueira (Mangifera indica L.), a morte-descendente, a seca-de-ponteiros, a
podridd@o basal do fruto e podriddo peduncular séo nomes dados a doenca causada pelo fungo
L. theobromae. Este pode ocorrer tanto na fase de producdo, quando caule, ramos, folhas,
flores e frutos sdo afetados, como na fase pos-colheita, provocando o apodrecimento de frutos
armazenados (CUNHA et al., 2000). A morte-descendente-da-mangueira afeta plantas jovens
e adultas provocando queda de folhas e a seca progressiva dos ramos em direcdo ao caule,
chegando as vezes a atingir o tronco da planta e provocando sua morte. Em casos mais
severos, pode haver exsudacdo de goma na casca dos ramos e caules (FREIRE et al., 2004). A
podriddo peduncular se desenvolve na pos-colheita em um periodo de trés a doze dias, em
frutas armazenadas em temperatura ambiente, provenientes de arvores com morte descendente
(OLIVEIRA LINS, 2010). Os sintomas iniciam com o amolecimento da casca ao redor da
cicatriz do pedunculo, depois esta parte escurece e as manchas se juntam. Pode crescer um
micélio ao redor do pedunculo, em alguma ruptura da casca, com liberacdo de um liquido
aquoso. A doenga pode afetar outros frutos por contato com o micélio ou com o liquido que
sai da parte afetada (FILGUEIRAS, 2000). O fungo causa sérios danos aos pomares de

mangueira, reduzindo a vida util das plantas, diminuindo a producéo e desqualificando os
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frutos, tanto antes como depois da colheita, para fins de comercializagdo. Os efeitos
econdmicos da morte-descendente-da-mangueira vém se acentuando, principalmente nas
areas irrigadas do Nordeste. As plantas de pomares submetidas a estresse hidrico para inducao
floral e as desnutridas sdo as mais afetadas (CUNHA et al., 2000). L. theobromae tornou-se
patdégeno primério e generalizado nos pomares de manga, na mesma proporcao em que foi
adotada a tecnologia de induc&o floral da mangueira na regido Semi-Arida (COSTA, 2009).
Esta técnica de manejo debilita as plantas predispondo-as a infecgdo, principalmente quando
se verifica periodos longos de estresse hidrico (SANTOS FILHO, 2002).

Em plantas do género Spondias, alguns problemas fitopatoldgicos tém sido
detectados. No entanto, o mais sério e que merece atencdo especial é a resinose, causada por
L. theobromae (FREIRE; FILGUEIRAS, 2006). A resinose caracteriza-se pelo aparecimento
de cancros escuros, salientes, as vezes exibindo rachaduras, com abundante liberacdo de
goma. Mesmo infectada, a planta sobrevive por longos periodos, sem maiores problemas.
Entretanto, quando a les&o circunda todo o diametro do caule ou do ramo, aprofundando-se no
lenho, surgem os sintomas reflexos de amarelecimento, murcha e seca do ramo ou de toda a
planta, em virtude do bloqueio dos tecidos condutores (FREIRE; CARDOSO, 1997,
SACRAMENTO; SOUZA, 2009).

A cajaraneira (Spondias cytherea Sonn.) € a especie mais suscetivel a resinose
dentro do género Spondias. Souza e Costa (2010) observaram que plantas adultas de clones de
cajazeira (Spondias mombin L.) enxertados sobre cajaraneira, ap6s o sexto ano de cultivo,
foram severamente atacadas por resinose. Todas estas plantas tiveram a base dos caules
infectada pelo fungo. Em trabalhos com combinagfes de Spondias na enxertia, Lima et al.
(2006) observaram que plantas de umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda), utilizadas como
porta-enxerto, ndo foram afetadas em nenhuma combinacdo com outras espécies do género.
Segundo o autor, houve uma maior susceptibilidade quando o porta enxerto foi de cajaraneira,
0 que demonstra a suscetibilidade desta espécie a L. theobromae.

O grande numero de espécies hospedeiras e a aparente falta de especializacdo por
hospedeiro, aliado ao carater endofitico de L. theobromae certamente impde grandes
obstaculos ao controle de doencas causadas por este organismo (CARDOSO et al., 2009b).
Devido ao seu carater endofitico, hd a necessidade de um delineamento de estratégias de
manejo de doencas causadas por este patégeno, em virtude da dificuldade do uso eficiente de
medidas de exclusédo (CARDOSO et al., 2009a).

Inimeras pesquisas evidenciam a ado¢do do manejo integrado para controlar L.

theobromae, ainda que os produtores tentem minimizar os efeitos dessa enfermidade
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utilizando diversas estratégias de manejo isoladamente. Dentre elas, o controle quimico é a
mais utilizada, embora, quando empregado de forma isolada, néo ofereca total protecdo ou
controle curativo (JUNIOR et al., 2009).

Para resinose do cajueiro, desde a primeira constatacdo da doenca no Nordeste
brasileiro, a Unica recomendacdo de medidas de controle tem sido a retirada do cancro com
posterior aplicacdo de calda bordaleza. Tal préatica ndo é suficiente, pois a doenca reaparece
em outra parte do mesmo hospedeiro (CYSNE, 2009). Para esta cultura, 0 manejo da resinose
através da resisténcia tem sido empregado, em virtude da selecdo de clones resistentes e
adaptados as condic¢des de predisposicdo a doenca, como 0 BRS 226 e o Embrapa 51. O clone
CCP 06 também tem sido utilizado como porta-enxerto e contribuido para a reducdo da
severidade da fitomoléstia (CARDOSO et al., 2009c).

Em decorréncia da facilidade na transmissdo de L. theobromae com muita
eficiéncia por meio de sementes e propagacao vegetativa sem causar sintomas, Cardoso et al.
(2009c) recomendam algumas medidas utilizadas em cajueiro. Essas medidas podem ser
empregadas para outras culturas no intuito de minimizar os danos causados pelo patdgeno,
como: utilizar sementes e propagulos de planas livres de qualquer sintoma da doenca;
desinfetar utensilios utilizados na enxertia e poda com uma mistura de agua sanitaria e dgua
potavel (1:1), ou em alcool comercial a 70%; eliminacdo de ramos e plantas infectadas por
meio de podas de limpeza. No entanto, a utilizacdo de material geneticamente resistente é a
melhor forma de controle (CYSNE, 2009).

Estudos objetivando identificar e caracterizar as populacdes de L. theobromae
prevalecentes nos diferentes tecidos, hospedeiros e localizacdo geogréfica tornam-se cada vez
mais necessarios na elucidagdo dos mecanismos de interacdo com as plantas cultivadas
(CARDOSO et al., 2009a). O conhecimento dessa diversidade da populacdo do patégeno é
um importante elemento para os programas de melhoramento genético de plantas que visam
resisténcia as doencas, pois gera informacdes sobre o nivel e distribuicdo da variabilidade
genética dos isolados existentes em uma populagédo ou regido. Populac6es de fungos com alto
nivel de diversidade sdo dificeis de controlar, uma vez que podem adaptar-se mais
rapidamente a qualquer medida de controle, seja quimica ou através da introdugdo de
hospedeiro resistente (MARQUES et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao cultural e morfolégica dos isolados

Foram utilizados 32 isolados de L. theobromae, coletados de diferentes
hospedeiros pertencentes a géneros distintos, com sintomas diversos, em Varios municipios
dos estados do Ceara, Maranh&o, Piaui e Rio Grande do Norte (Anexo A). Todos os isolados
foram obtidos na micoteca do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Agroinddstria
Tropical.

No Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical foram
instalados dois experimentos: o primeiro em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), no
qual se observou crescimento micelial e coloragdo dos 32 isolados de L. theobromae (Anexo
A); e, o0 segundo, em meio constituido de 2% de aciculas de Pinus sp. autoclavadas e
misturadas ao meio Agar a 2% (Meio AP), onde foram verificados o crescimento micelial e a
morfologia dos conidios.

A partir de cultura pura em BDA, cada um dos 32 isolados foram repicados na
forma de discos de micélio de 7 mm de didmetro para placas de Petri contendo 15 ml de cada
um dos meios a serem testados, BDA e AP, em seguida, foram incubadas a 28 = 1 °C, sob
regime de alternancia luminosa com fotoperiodo de 12 h.

A avaliacdo do crescimento micelial foi constituida da medicdo do didmetro da
colénia em duas dire¢des cruzadas a cada 12 h, obtendo-se uma média para cada repeticdo. As
medicBes foram concluidas quando o crescimento da col6nia cobriu completamente o
diametro da placa em um dos tratamentos, determinando-se a velocidade média de
crescimento do fungo (cm/dia).

A caracterizacdo da coloracdo (Figura 1) foi efetuada ap6s 15 dias de incubacéo,
considerando-se 0 aspecto visual quanto a coloracdo predominante da col6nia (branco-
acinzentado = BCZ; cinza claro = CZC, cinza escuro = CZE; preto = PR).

O delineamento experimental utilizado em ambos os ensaios foi o inteiramente
casualizado com 4 repeticdes, cada placa constituindo uma unidade experimental.

As dimens@es (um) dos conidios (comprimento e largura) foram avaliadas apos 25
dias de cultivo, usando microscépio Optico associado ao programa computacional para analise
de imagens Motic Image Plus 2.0. Foi observado a relagdo comprimento/largura, como

também o tamanho dos conidios. A relagdo comprimento/largura informa a respeito da forma
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do conidio. Quanto maior o valor dessa varidvel, mais afilado (elipsoide) é a estrutura. Ao
contrario, quanto menor este valor, mais arredondado (ovoide) é o conidio. A variavel
tamanho corresponde a soma do comprimento com a largura do esporo. Foram avaliados
aproximadamente 30 esporos por isolado de L. theobromae. Nao foi possivel verificar a
morfologia de conidios para todos os isolados, parte ndo esporulou.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando o programa
estatistico Sisvar, versdo 5.3, desenvolvido na Universidade Federal de Larvas, sendo as

médias comparadas por meio do teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Figura 1 — Variacdo na coloracdo da colbnia de L. theobromae. A - Coldnia branco-
acinzentado. B - Coldnia cinza claro. C - Coldnia cinza escuro. D - Col6nia de coloragéo
preta. Foto: J. S. Lima.
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3.2 Caracterizagao patogénica dos isolados

Na Casa de Vegetacdo do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Agroindustria
Tropical, com temperatura em torno de 30° C e umidade relativa em torno de 70%, testou-se a
patogenicidade e a agressividade de 15 isolados de L. theobromae (Tabela 1) em cajazeira
(mudas de sementes com 8 meses de idade), cajueiro (mudas de CCP 76, enxertadas em CCP
06, com 6 meses de idade), gravioleira (mudas de sementes, tipo Crioula ou Nordestina, com

8 meses de idade) e Umbuzeiro (mudas de sementes com 8 meses de idade).

Tabela 1 — Populacdo de L. theobromae isolados de diversos hospedeiros em diferentes
municipios dos estados do Ceard, Maranh&o, Piaui e Rio Grande do Norte, utilizados no teste
de patogenicidade. Fortaleza-CE, 2011.

N° Isolado  Hospedeiro Sintoma*  Origem Altitude (m)
L 01 Cajaraneira RS Fortaleza-CE 21
L 06 Coqueiro PSF Varjota-CE 183
L 16 Cirigueleira MD Ipueiras-CE 231
L 23 Umbu-cajazeiro MD Maranguape-CE 80
L 42 Mangueira MD Serra do Mel-RN 215
L 54 Umbuzeiro MD Quixada-CE 189
L73 Aceroleira MD Pacajus-CE 60
L 92 Cajazeira MD Pires Ferreira-CE 237
L 153 Gravioleira MD Trairi-CE 09
L 162 Ateira MD Parambu-CE 484
L 175 Cajueiro gigante  MD Parambu-CE 484
L 183 Cajueiro gigante RS Potiretama-CE 121
L 193 Abacateiro MD Pio IX-PI 700
L 197 Cajueiro gigante  PPH Barra do Corda-MA 80
L 198 Mamoeiro PP Paraipaba-CE 31

* MD = morte-descendente; PP = podriddo-do-pedinculo; PPH = podridao-preta-das-hastes; PSF = podriddo-
seca-das-folhas; RS = resinose.

Cada espécie hospedeira representou um experimento, conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em que foram inoculados os 15 isolados, mais
um tratamento testemunha, totalizando 16 tratamentos por hospedeiro.

Para os quatro experimentos, foram utilizadas 4 repeti¢cdes por tratamento. Cada
repeticdo constituiu uma muda, inoculada 15 cm acima do colo. A inoculacédo foi realizada
perfurando-se o caule com auxilio de uma broca de 2 mm de didmetro, em furadeira elétrica
(Figura 2A), com uma profundidade de 2 mm. Em cada orificio aberto foi colocado um disco
de 2 mm de diametro com estrutura micelial do fungo, cultivado em meio de cultura BDA,

retirado da periferia da placa de Petri contendo a cultura fangica apo6s 7 dias de cultivo,
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ficando o in6culo em contato com a estrutura vascular da planta. Apos a inoculagao, utilizou-
se vaselina solida para evitar ressecamento do disco de BDA com o in6culo, sendo o local
envolvido com fita de Parafilme (Figura 2B). Nas plantas dos tratamentos controle foram
colocados discos do meio de cultura BDA esterilizado, sem a presenca do fungo (Figura 2C).
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Figura 2 — Inoculacdo de L. theobromae. A — Furadeira utilizada para produzir o ponto de
inoculagdo. B — Muda inoculada envolvida com fita Parafilme. C — Tratamento controle
recebendo meio de cultura BDA esterilizado. Foto: E. S. Alves.

A avaliacdo da agressividade dos isolados com base nos sintomas foi realizada 15
dias ap6s a inoculagdo do fungo, através da medi¢do do comprimento das lesdes internas

observadas nas plantas (cm), mediante corte longitudinal do caule das mudas (Figura 3).

Figura 3 — Lesdo causada por L. theobromae em mudas de cajueiro, cajazeira, gravioleira e
umbuzeiro, ap6s 15 dias de inoculadas, comparadas uma a uma com seu respectivo tratamento
controle (teste). Foto: J. G. M. Melo.
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Os dados coletados de cada hospedeiro foram submetidos a anélise de variancia,
utilizando o programa estatistico Sisvar, sendo transformados para (X + 0,5)°°. As médias
foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

A patogenicidade dos isolados foi avaliada através 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 lesdo visivel = altamente resistente; 1 — lesdo com até 3 cm de
comprimento = resistente; 2 — lesdo com até 6 cm de comprimento = medianamente
resistente; 3 - lesdo de comprimento superior 6 cm = suscetivel; 4 — mudas com lesdo
profunda e abundante exsudacao de resina, amarelecimento e queda de folhas, mudas mortas
= altamente suscetivel).

Apbs a medicdo do comprimento das lesdes, foi feito o reisolamento do fungo a
partir das lesdes avaliadas, visando comprovar a presenca do mesmo nos tecidos infectados.
Foram isolados em placas de Petri com &gar, dois fragmentos do tecido do caule de cada
muda (acima e abaixo do ponto de inoculacéo), totalizando oito pedagos do material lesionado
por tratamento, os quais foram avaliados, apos 3 dias, quanto ao percentual de reisolamento.
Procedimento semelhante foi realizado a partir das mudas ndo inoculadas que constituiram o
tratamento testemunha.

Também, estudou-se a correlacdo entre os dados das varidveis analisadas:
crescimento micelial; caracteristicas morfoldgicas dos conidios; agressividade dos isolados
nos 4 hospedeiros inoculados (média do comprimento das lesdes); altitude dos pontos de
origem dos isolados. Para andlise de correlacdo adotou-se 0 método de Pearson, utilizando o

programa computacional estatistico Minitab®, versao 15.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao cultural e morfolégica dos isolados

Os resultados das taxas medias de crescimento micelial para os isolados de L.
theobromae foram de 3,76 e 5,27 cm/dia, respectivamente, para 0os meios AP e BDA. Em
ambos 0s meios de cultura houve diferenca estatistica entre as médias de crescimento micelial
dos isolados, ocorrendo também variacdo na coloragdo da colénia na populagdo de fungos
estudada cultivada em meio BDA, que variou de branco-acinzentado a preto (Tabela 2).
Abdollahzadeh et al. (2010), Halfeld-Vieira et al. (2007), Oliveira et al. (2010), Oliveira Lins
et al. (2010), Pereira et al. (2006) e Rodrigues et al. (2003) também observaram variacGes
entre isolados de L. theobromae referentes a taxa de crescimento micelial e coloracdo da
colénia. Em isolados de L. theobromae de diferentes hospedeiros, coletados em regides
distintas, Pereira et al. (2006) observaram uma taxa média de crescimento micelial do fungo
em meio BDA de 3,99 cm/dia, com coloracdo da coldnia variando de branco-acinzentado a
preto, sob temperatura de 25 + 1°C. Halfeld-Vieira et al. (2007) obtiveram taxa média de
crescimento micelial de 3,62 cm/dia em isolados de L. theobromae de citros, coqueiro e
acécia, cultivados em BDA.

A taxa de crescimento micelial de L. theobromae em meio AP variou de 1,65
cm/dia (L 66 — isolado de cajueiro com sintoma tipico de PPH, oriundo do municipio de Pio
IX-PI) a 5,30 cm/dia (L 54 — isolado de umbuzeiro com sintoma de morte-descendente,
oriundo de Quixada-CE). Em meio BDA, a taxa de crescimento micelial variou de 2,6 cm/dia
(L 112 - isolado de cajueiro com sintoma de morte-descendente, oriundo de Rodolfo
Fernandes-RN) a 6,54 cm/dia (L 165 - isolado de umbuzeiro com sintoma de morte-
descendente, oriundo de Pio IX-PI), cobrindo toda a superficie da placa entre 36 e 48 h apds
incubacdo. Igualmente aos dados aqui apresentados, Lima et al. (2010) obtiveram menor
crescimento micelial para isolados de cajueiro € maior crescimento micelial para isolados de
Spondias.

Como pode ser observado, ocorreram variagdes no crescimento micelial entre e
dentro dos isolados de L. theobromae quando cultivados nos dois diferentes meios de cultura.
De acordo com Oliveira et al. (2010), as variag0es entre 0s isolados decorrem do
aproveitamento dos mesmos sobre os meios de cultura. Os valores mais altos para velocidade

média de crescimento dos isolados no meio BDA demonstraram uma adequacao do substrato
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as exigéncias fisioldgicas do fungo (PEREIRA et al., 2006). No entanto, para estudos de
diversidade, o meio de cultura AP se adéqua melhor, pois, ao utiliza-lo torna-se possivel
separar isolados de L. theobromae em um maior nimero de grupos, sendo um marcador mais

especifico.

Tabela 2 — Taxa de crescimento micelial e coloracdo da col6nia de 32 isolados de L.
theobromae. Fortaleza-CE, 2011.

Crescimento micelial em AP! Crescimento micelial em BDA?
Isolado  Crescimento (cm/dia)’  Isolado  Crescimento (cm/dia)”  Colorag4o®
L 66 1,85 A L 112 2,60 A czC
L 183 1,96 A L 175 2,85 A CZE
L 83 2,38 B L 183 3,01 A PR
L 97 243 B L 97 3,16 A CZE
L 92 2,60 C L 83 3,26 A CZE
L 69 2,65 C L 42 3,43 A BCZ
L 42 2,66 C L 92 426 B CZE
L112 2,74 C L 122 508 C CZE
L175 2,78 C L34 514 C CczC
L 03 3,13 D L 66 519 C BCZ
L 153 3,20 D L71 534 C CZE
L 01 3,63 E L 13 536 C CZE
L 193 3,69 E L 69 539 C BCZ
L 122 3,77 E L73 539 C CZE
L 06 3,78 E L 01 547 C PR
L2177 3,80 E L 89 559 C CZE
L 34 3,85 E L 198 575 C PR
L13 3,88 E L 138 576 C PR
L71 3,94 E L 03 592 D BCZ
L 73 413 E L 23 592 D PR
L 23 438 F L 153 6,01 D PR
L 165 456 F L 194 6,03 D czC
L 89 458 F L 32 6,04 D CZE
L 138 465 F L 197 6,09 D CZE
L 105 4,70 F L 162 6,12 D PR
L 198 477 F L 16 6,20 D czC
L 162 4,78 F L 105 6,22 D CZE
L 32 485 F L 54 6,40 D CZE
L 194 503 G L 06 6,41 D CZE
L 197 505 G L 177 6,49 D CZE
L 16 510 G L 193 6,51 D PR
L 54 530 G L 165 6,54 D czC
CV (%) 8,76 8,47

* Médias de 4 repeticBes por tratamento. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia;

! AP = meio de cultura com 2% de aciculas de Pinus sp. autoclavadas, misturadas ao meio Agar a 2%;

2 BDA = batata-dextrose-agar;

¥BCZ = branco-acinzentado, CZC = cinza claro, CZE = cinza escuro, PR = preto.
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Houve variacdo na taxa de crescimento micelial entre isolados da mesma area,
como também entre isolados do mesmo hospedeiro coletados em regides distintas (Tabela 2).
Contudo, a taxa de crescimento micelial dos isolados de aceroleira (L73-Pacajus e L138-
Limoeiro do Norte), abacateiro (L193-Barra do Corda e L194-Pio IX), cajaraneira (LO1-
Fortaleza e L34-Palmacia), cajueiro com morte-descendente (L112-Rodolfo Fernandes e
L175-Parambu), umbuzeiro (L54-Quixada e L165-Pio IX) e umbu-cajazeiro (L23-
Maranguape e L177-Potengi), ndo diferiram significativamente entre si no meio BDA, quando
comparados dentro do mesmo hospedeiro, mesmo sendo de regides distintas.

Os isolados coletados em Pacajus-CE (L71-cajazeira e L73- aceroleira) e Barra do
Corda-MA (L194-abacateiro e L197-cajueiro com PPH), ndo diferiram entre si quanto a taxa
média de crescimento micelial nos meios AP e BDA, quando comparados dentro do mesmo
local de origem, apesar de terem sido isolados de hospedeiros diferentes.

Os isolados patogénicos ao cajueiro, causando resinose (L69-Pio IX, L105-
Mauriti e L183-Potiretama), mostraram-se completamente distintos entre si, apresentando-se
em grupos diferentes tanto para crescimento micelial em AP como também em meio BDA,
além de apresentarem variacdo na coloracao da coldnia. Os isolados foram obtidos de plantas
de cajueiro gigante propagados via semente, as quais possuem caracteristicas genéticas
distintas, em regides com caracteristicas de clima e solo diferenciadas. L. theobromae pode ter
se adaptado a viver em condicGes diversas, refletindo em suas caracteristicas
morfofisioldgicas. Situacdo semelhante ocorreu entre os isolados de cajazeira (L71-Pacajus e
L92-Pires Ferreira), cirigueleira (L16-Ipueiras e L87-Guaraciaba do Norte) e mangueira (L42-
Serra do Mel e L89-Varjota). Pereira et al. (2006) também observaram varia¢do na taxa média
de crescimento micelial de isolados de L. theobromae patogénico a plantas de maracujazeiro
oriundos da mesma area. Da mesma forma, Oliveira et al. (2010) verificaram variacdo no
crescimento micelial de 13 isolados do fungo, todos patogénicos a mangueira oriundos de
diferentes areas.

Observou-se uma grande variabilidade nos isolados com relagdo a coloracdo da
coldnia, mas cinza-escuro foi a coloragdo predominante entre as col6nias dos 32 isolados de
L. theobromae (Tabela 2). Esses dados corroboram os de Halfeld-Vieira et al. (2007). No
entanto, Pereira et al (2006) e Rodrigues et al. (2003) observaram que a maioria dos isolados
estudados formaram colénia de coloracéo branco-acinzentado.

Nos isolados de cajueiro prevaleceu a coloragdo cinza-escuro, nos isolados de
anonaceas predominou a coloragdo preta. Os isolados de coqueiro apresentaram coloragéo

cinza-escuro, o isolado de mamoeiro apresentou coloracdo preta, enquanto L. theobromae
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isolados de abacateiro, aceroleira, mangueira e Spondias apresentaram maior variabilidade na
coloracdo. Pereira et al (2006) notaram que isolados de hospedeiros da mesma espécie
oriundos da mesma regido apresentaram variacdo na coloracao da coldnia. Como visto neste
estudo, os autores supracitados também observaram que isolados de plantas de coqueiro e
cajueiro apresentavam suas colonias em tons de cinza, enquanto que o isolado de mamoeiro
apresentou coloragcdo preta. No entanto, essa caracteristica ndo pode ser determinante na
caracterizacdo de isolados de L. theobromae. O fato da coloracdo preta na coldnia ter
aparecido oito vezes na populacdo estudada, sendo que os oito isolados com este atributo
foram oriundos de diferentes hospedeiros, de oito areas distintas justifica esta afirmacéo.

Os isolados de L. theobromae apresentaram esporos com dimensdo média de
22,82 x 12,75 um, variando entre (18,10-30,94) x (10,64-15,86) pum. A relacéo
comprimento/largura variou entre 1,52 e 2,26, com tamanho entre 29,54 e 46,80 um (Tabela
3). Houve diferenca estatistica entre os dados dos isolados para comprimento, largura, relacdo
comprimento/largura e tamanho de conidios. Ribeiro (2003) relata a variacdo dos conidios L.
theobromae entre (18 — 30) x (10 x 15) um, cultivados em cultura pura de BDA. Urbez-Torres
et al. (2008) observaram que conidios de L. theobromae obtidos de plantas de videira mediam
entre 22,1-28,8 x 10,5-14,7 um, com a razdo comprimento/largura dos conidios variando entre
18e2.2.

Isolados de umbu-cajazeiro (L177) e cajaraneira (LO1) apresentaram o0 menor
comprimento. O isolado L92 (cajazeira) foi 0 que apresentou maior comprimento, diferindo
estatisticamente dos demais e ficando em grupo a parte. O isolado de ateira (L162) teve a
menor largura de conidios e o isolado de cajazeira (L92) o maior valor. Conforme analisado
por Melo et al. (2010), o isolado de L. theobromae patogénico em cajueiro (L32) apresentou
maior média na largura dos esporos que isolados de ateira (L162). O comprimento do isolado
de mamoeiro (L198) foi superior ao isolado de cajaraneira (L01).

O isolado L122 (podriddo-basal-poés-colheita) mediu 22,55 x 12,25 um, valores
proximos dos encontrados por Viana et al. (2002) trabalhando com o mesmo patossistema,
que foi de 24,5 x 13 um. No entanto, diferente do presente estudo, os autores cultivaram o
fungo em meio BDA, meio nutritivo que influenciou para aumento nas dimensdes do
patogeno. Ja o isolado LO6, patogénico ao mesmo hospedeiro, sendo em tecido diferente
(podridao-seca-das-fohas), apresentou dimensdes estatisticamente inferiores. O que reforca a
idéia de variagdo do patdgeno em tecidos diferentes no mesmo hospedeiro, embora de regides

distintas.
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O isolado L89 (mangueira) mediu 25,36 x 14, 07 um. Valores dentro da faixa
relatada por Oliveira Lins et al. (2010), em estudos com L. theobromae obtidos de tecidos de
mangueira com sintomas de morte descendente de uma mesma regido, com dimensdes de 18-

26 x 11-15 um. Segundo este autor, a variacdo ocorreu uniformemente em todos os isolados.

Tabela 3 — Caracteristicas dos conidios de 13 isolados de L. theobromae. Fortaleza-CE, 2011.

Comprimento _ Largura Relacdo C/L* Tamanho®
Isolado Meédia Isolado Media Isolado  Média~ Isolado Média
(jum) (jum) (jum)
L2177 18,10 A L 162 10,64 A L 06 152 A L177 29,54 A
L 01 19,05 A L2177 11,43 B L177 158 A LO1 30,59 A
L 06 20,19 B L 01 11,53 B L 165 159 A LO06 33,48 B
L 165 22,05 C L 122 11,67 B LO01 1,65 A L122 34,22 B
L 122 22,55 C L 97 12,25 C L 16 1,73 B L 162 34,76 B
L 193 22,96 C L 193 12,88 D L 193 1,78 B L 193 35,84 C
L 162 24,12 D L 06 13,28 D L 198 1,80 B L 165 35,92 C
L 97 24,19 D L 165 13,87 E L 32 1,81 B L97 36,45 C
L 16 24,37 D L 198 1391 E L 89 1,82 B L16 38,45 D
L 198 25,05 E L 89 13,94 E L122 1,94 C L 198 38,96 D
L 89 25,36 E L 32 14,07 E L 92 195 C L32 39,63 D
L 32 25,56 E L 16 14,08 E L 97 197 C L8389 39,31 D
L 92 30,94 F L 92 15,86 F L 162 226 D L92 46,80 E
CV (%) 7,36 5,65 9,39 5,09

* Médias de 30 repeticdes por tratamento. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia;

1 C/L = relagdo comprimento/largura;

2 Tamanho = somado comprimento com a largura de cada conidio.

Os isolados L0O6 (coqueiro), L177 (umbu-cajazeiro), L165 (umbuzeiro) e LO1
(cajaraneira) apresentaram 0s menores valores para a relacdo comprimento/largura, nédo
diferindo entre si, mostrando que os conidios destes isolados tém formato mais ovdide. Na
populacdo estudada, o isolado L162 (ateira) foi o que mostrou maior relacdo
comprimento/largura, diferindo estatisticamente dos demais, possuindo 0s esporos mais
elipséides (Tabela 3).

Os esporos que apresentaram menor tamanho (soma do comprimento do esporo
com a largura) foram os dos isolados de umbu-cajazeiro (L177) e cajaraneira (L01). Enquanto
L92, isolado de cajazeira, teve os maiores esporos (Tabela 3). Os isolados de cirigueleira,
mamoeiro, cajueiro e mangueira também apresentaram esporos maiores.

Observou-se correlacdo positiva entre comprimento médio dos conidios de L.

theobromae e as variaveis: largura de conidios, relagdo comprimento/largura e tamanho dos
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esporos. Assim, foram 0,69**, 0,56* e 0,97** os coeficientes de correlagéo, respectivamente
para comprimento-largura, comprimento-relagio comprimento/largura e comprimento-
tamanho. Estudos de correlacdo também detectaram relacdo positiva entre largura e tamanho
de conidios (0,84**).

4.2 Caracterizacao patogénica dos isolados
Todos os quinze isolados de L. theobromae foram capazes de colonizar os quatro

hospedeiros testados, de acordo com as lesbes apresentadas pelas mudas apo6s quinze dias de
inoculadas (Figuras 5, 6, 7 e 8). Foram observados sintomas de escurecimento do lenho,

presenca de goma e até morte (Figura 4).

L
Figura 4 — Sintomas do ataque de L. theobromae em mudas de cajueiro ap6s inoculagéo:
escurecimento dos vasos, exsudacao de resina e morte das plantas. Foto: J. S. Lima.

Em mudas de cajazeira inoculadas com o fungo, o comprimento das lesdes variou
entre 2,3 e 10,1 cm (Figura 5). Os isolados L175 (cajueiro-MD), L42 (mangueira), L73
(aceroleira) e L23 (umbu-cajazeiro) foram 0s menos agressivos, apresentando menor
comprimento de lesdo, ndo diferindo entre si. Os demais isolados mostraram-se igualmente
mais agressivos que 0s quatro anteriormente citados. Entretanto, o isolado L198 (mamoeiro)
foi o que apresentou maior agressividade, causando lesdo de maior comprimento em mudas
de cajazeira. Esses dados se adéquam aos observados por Pereira et al. (2006) o qual observou
gue o isolado de mangueira foi pouco agressivo, enquanto que o isolado de mamoeiro
mostrou-se virulento quando inoculados em varios hospedeiros. No presente estudo foi



36

possivel separar os isolados em dois grupos de agressividade, que diferiram estatisticamente
qguanto ao comprimento de lesdo do tratamento controle, quando inoculados em mudas de

cajazeira.
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Figura 5 — Crescimento médio das lesbes em mudas de cajazeira (Spondias mombin L.)
inoculadas com os isolados de L. theobromae. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. CV (%) = 15,67.

Em mudas de cajueiro inoculadas com o fungo, o comprimento médio das lesdes
variou entre 6,0 e 11,8 cm, L73 (aceroleira) e LO6 (coqueiro-PSF), respectivamente (Figura
6). Ndo houve diferenga estatistica entre as médias de comprimento de lesdes nas mudas de A.
occidentale inoculadas com L. theobromae, diferindo apenas do tratamento controle,
levantando a hipotese de ndo haver especificidade patogénica do fungo ao clone de cajueiro
CCP 76. Resultados semelhantes foram obtidos por Melo (2010), pesquisando a
patogenicidade de L. theobromae em mudas de cajueiro CCP 76. O autor inoculou isolados do
fungo oriundos de plantas de cajueiro com sintomas distintos, coletados em diferentes estados
do Nordeste brasileiro e ndo observou variagcdo na severidade de L. theobromae, visto que a
média de comprimento de lesdo ndo diferiu entre os isolados. Esses resultados enfatizam a
suscetibilidade do clone citado ao fungo, ja referida por Cardoso et al. (2007), o qual relata a

elevada incidéncia e severidade da resinose em clones de CCP 76.
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Foi notado que mesmo no tratamento controle (mudas n&o inoculadas)
apresentaram les@es, sugerindo a presenca endofitica do fungo, confirmando as observacGes
de Cardoso et al. (2009a), Farias (2008) e Mohali et al. (2005). O ferimento nas mudas feito
com broca ocasionou uma condicdo de estresse a muda fazendo com que esta viesse a exibir
sintomas. Segundo Cardoso et al. (2005), plantas infectadas por L. theobromae exibem seus
sintomas mais intensamente quando sob condi¢des de estresse. O carater endofitico de L.
theobromae transforma mudas em verdadeiras fontes de inoculo ainda no viveiro ou quando
ja estiverem no campo (FREIRE et al., 2009). Em mudas de cajueiro, a disseminagéo primaria
deste patdgeno ocorre através de sementes, propagulos vegetativos e portas-enxerto,
geralmente sem sintomas de infeccdo (CARDOSO et al., 1998; CARDOSO; WILKINSON,
2008).
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Figura 6 — Crescimento médio das lesdes em mudas de cajueiro (Anacardium occidentale L.)
inoculadas com os isolados de L. theobromae. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significAncia. CV (%) = 19,94.

O comprimento médio das lesdes causadas por L. theobromae em gravioleira
diferiu estatisticamente, sendo possivel observar cinco grupos de agressividades entre 0s
isolados (Figura 7). O comprimento das lesbes variou entre 4,8 e 38,5 cm, L175 (cajueiro-
MD) e L23 (umbu-cajazeiro), respectivamente. O isolado L153, mesmo sendo isolado de

gravioleira, apresentou-se em um grupo intermediario de agressividade, diferindo de isolados
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mais agressivos, como L54 (umbuzeiro) e L23 (umbu-cajazeiro). Situacdo semelhante foi
observada por Pereira et al. (2006), quando um isolado de coqueiro mostrou-se mais
agressivo a mamoeiro, mangueira e cajueiro, enquanto que para coqueiro foi pouco agressivo.
Ram (1993) também verificou que um isolado de L. theobromae obtido de coqueiro foi pouco
agressivo quando inoculado em coqueiro.

As mudas de gravioleira foram as que apresentam maior média no comprimento

das lesbes (17,04 cm), apontando maior agressividade dos isolados a este hospedeiro.

40 - t

L -2 -2 s
)] o )] e}
1 1 1 1

[47]

—
th 2
1
=
=

Comprimento médio das lesoes (cm)

&
>

O

Tratamentos

Figura 7 — Crescimento médio das lesdes em mudas de gravioleira (Annona muricata L.)
inoculadas com os isolados de L. theobromae. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. CV (%) = 12,25.

O comprimento médio das lesdes causadas por L. theobromae em umbuzeiro
diferiu estatisticamente, sendo possivel observar dois grupos de agressividades entre 0s
isolados (Figura 8). Os isolados L183 (cajueiro-RS), L92 (cajazeira), L175 (cajueiro-MD), e
L42 (mangueira) foram 0s menos agressivos, apresentando menor comprimento de lesdo, néo
diferindo entre si. Os demais isolados mostraram-se igualmente mais agressivos que 0s quatro
anteriormente citados. Entretanto, como aconteceu em mudas de cajueiro, o isolado L06
(coqueiro-PSF) foi o que apresentou maior agressividade, causando lesdo de maior
comprimento em mudas de umbuzeiro.
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O isolado L92, obtido de cajazeira, quando inoculado em mudas de umbuzeiro
mostrou-se pouco agressivo, mesmo que oriundo de uma planta do mesmo género. Rodrigues
(2003), também observou que L. theobromae isolado de mangueira, quando inoculado em
outra variedade mostrou-se pouco agressivo, sugerindo varia¢do na agressividade do isolado

em funcéo da mudanca da variedade inoculada.
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Figura 8 — Crescimento médio das lesGes em mudas de umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arruda) inoculadas com os isolados de L. theobromae. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. CV (%) = 18,91.

Os quinze isolados de L. theobromae estudados, oriundos de diferentes espécies e
regibes distintas, mostraram-se patogénicos quando inoculados em mudas de cajazeira,
cajueiro, gravioleira e umbuzeiro, 0s quais variaram quanto a suscetibilidade ao fungo (Tabela
4), ratificando relatos de Cardoso et al. (1998) ao afirmar que L. theobromae se trata de um
fungo cosmopolita, polifago e oportunista, com pouca especializacdo patogénica. Como no
presente estudo, Mohali et al. (2005) trabalhando com espécies de arvores tropicais, ndo
evidenciaram especificidade hospedeira de L. theobromae. Urbez-Torres e Gubler (2009) em
estudos com espécies de Botryophaeriaceae mostraram que L. theobromae foi a mais virulenta
dentre as espécies inoculadas em mudas de videira.

Os isolados L06 (coqueiro-PSF), L153 (gravioleira), L197 (cajueiro-PPH) e L198
(mamoeiro), foram os mais patogénicos, apresentando as maiores notas de severidade nas
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quatro espécies inoculadas, ambos de é&reas de coleta diferentes, enquanto que L42
(mangueira) foi o isolado menos patogénico (Tabela 4). Pereira et al. (2006) também
observou que L. theobromae isolado de coqueiro mostrou-se altamente patogénico quando
inoculados em mamoeiro, maracujazeiro, mangueira e cajueiro. Como no presente estudo, o
autor verificou que o isolado de mangueira foi 0 menos patogénico, quando comparado com
mais sete isolados de diferentes frutiferas tropicais, inoculado em cajueiro, coqueiro,
mamoeiro, mangueira e maracujazeiro.

Dois isolados de cajueiro (L175-morte-descendente e L183-resinose), embora
coletados em 4&reas distintas, apresentaram niveis de patogenicidade semelhantes nos
hospedeiros inoculados (Tabela 4), concordando com os estudos preliminares de Burgess et
al. (2003), com nove isolados de Pinus sp. e Eucaliptus spp., que indicaram que 0s
hospedeiros sdo mais importantes do que a localizacdo geografica na determinacdo da
variabilidade entre isolados de L. theobromae. No entanto, Oliveira et al. (2008), Pereira et al.
(2006) e Ram (1993), afirmam que variagbes na agressividade entre isolados podem ser
explicadas tanto por fatores externos, como diferencas edafocliméaticas das regides de
procedéncia, como também por fatores internos, sendo as diferencas entre espécies ou
isolados da mesma espécie resultado de suas caracteristicas genéticas.

Farias (2008), em estudos genéticos com o fungo, também observou similaridade
entre materiais isolados de cajueiro com sintomas distintos de diferentes areas de coleta.
Entretanto, diferente do observado no presente estudo, Farias (2008) observou similaridade
entre isolados de cajueiro com resinose e PPH (podriddo-preta-das-hastes).

Os isolados L162 (ateira-MD) e L175 (cajueiro-MD), mesmo oriundos da mesma
area, apresentaram niveis de patogenicidade diferentes entre os quatro hospedeiros inoculados
(Tabela 4). Pereira et al. (2006) observaram variabilidade na patogenicidade entre trés
isolados de L. theobromae ambos isolados de plantas de maracujazeiro, todos da mesma area
de origem, e relatam que a razdo da variabilidade entre isolados de L. theobromae nédo é
conhecida. Melo (2010) também observou baixos indices de similaridade entre isolados
causadores da mesma sintomatologia procedentes da mesma localidade.

Mathews e Dodds (1986) apud Pereira et al. (2006) relataram um relacionamento
negativo entre viruléncia e a ocorréncia de uma fita dupla de RNA em muitos isolados deste
fitopatdgeno provenientes de videira. Melo (2010) afirma que a variabilidade apresentada por
isolados de L. theobromae pode representar sua variabilidade genética, podendo esta
variabilidade ser dependente do ambiente, no qual o fungo se adapta como forma de

sobrevivéncia do mesmo. O autor supracitado tambem levanta a hipotese de que o L.
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theobromae, patogénico de plantas de cajueiro, ndo se trata apenas de uma unica espécie do
fungo, o que explicaria a grande variabilidade, mesmo em condi¢Ges ambientais similares,
requerendo, portanto, maiores investigacfes. Farias (2008), em estudos genéticos de L.
theobromae patogénicos a frutiferas tropicais, relata a possibilidade da existéncia de espécies
bioldgicas morfologicamente semelhantes. Segundo Lilly e Barnett (1951) apud Pereira et al.
(2006), entre fungos a diversidade é uma norma, enquanto a uniformidade é uma excecdo em
relacdo ao comportamento entre espécies e isolados.

Umbuzeiro foi o hospedeiro inoculado que apresentou a maior resisténcia,
obtendo nota 1 para quatro isolados e ndo recebendo nenhuma nota 4. Cajazeira também se
mostrou resistente obtendo nota 1 para trés isolados (Tabela 4). Estes resultados corroboram
os dados dos trabalhos de Lima et al. (2006), utilizando combinacgdes de espécies de Spondias
na enxertia, nos quais os autores observaram que plantas de umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arr.) utilizadas como porta-enxerto ndo foram afetadas por L. theobromae em nenhuma
combinacdo com outras espécies do género, demonstrando a resisténcia desta espécie a
resinose. Os autores também notaram baixa incidéncia de resinose em plantas de cajazeira
(Spondias mombin L.), demonstrando a resisténcia da espécie ao fitopatdgeno.

Mudas de gravioleira inoculadas receberam nota 4 para dez isolados, enquanto
mudas de cajueiro CCP 76 receberam nota 4 para nove isolados (Tabela 4). Nenhum dos dois
hospedeiros obtiveram nota 1, demonstrando a suscetibilidade das duas espécies a L.
theobromae. Gravioleira recebeu nota 2 apenas para dois isolados e cajueiro recebeu nota 2
somente para um isolado. Para todos os demais isolados, ambos os hospedeiro receberam
notas 3 e 4, mostrando que as duas espécies sdo suscetiveis ou altamente suscetiveis a maioria
dos isolados de L. theobromae inoculados.

Os resultados obtidos para gravioleira, indicando a alta suscetibilidade das mudas
inoculadas ao fitopatogeno, ratifica a informacéo de Cardoso et al. (2006b) relativa ao rapido
e precoce declinio dos pomares comerciais na regido Nordeste se deverem aos danos
ocasionados por epidemias, principalmente pela podriddo-seca, causada por Lasiodiplodia
theobromae, que vive endofiticamente em tecidos de gravioleira, podendo ser transmitido via
semente obtidas de frutos infectados, que podem apresentar percentuais de transmissao do
patogeno variando de 50% a 100% (CARDOSO et al., 2000b). Entretanto, no presente estudo,
ndo foi detectada a presenca do fitopatogeno em mudas ndo inoculadas com o fungo
(tratamento controle), pois ndo houveram sintomas visuais, cOmo nao ocorreu crescimento
micelial caracteristico em meio de cultura com o plagueamento do tecido das mudas do

tratamento testemunha.
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A suscetibilidade do clone de cajueiro CCP 76, notada neste estudo, reafirmam as
observacgodes feitas em trabalhos realizados com plantios comerciais de cajueiro, onde foram
detectadas a vulnerabilidade deste clone a resinose. Cardoso et al. (2007) afirmaram que em
area caracterizada pela elevada incidéncia e severidade da resinose, o clone CCP 76 se
mostrou o mais suscetivel. Cardoso et al. (2009c) reafirmam a suscetibilidade do clone CCP
76 a resinose.

Tabela 4 — Patogenicidade de 15 isolados de L. theobromae a 4 espécies hospedeiras.
Fortaleza-CE, 2011.

Nota"
Isolado® Origemdoisolado  Altitude? (m)  Hospedeiros

Cz Cj Gr Uz
L 01 (Cajaraneira) - RS Fortaleza-CE 21 3 4 4 2
L 06 (Coqueiro) - PSF Varjota-CE 183 4 4 4 3
L 16 (Cirigueleira) - MD Ipueiras-CE 231 3 4 4 3
L 23 (Umbu-cajazeiro) - MD Maranguape-CE 80 2 4 4 2
L 42 (Mangueira) - MD Serra do Mel-RN 215 1 3 3 1
L 54 (Umbuzeiro) - MD Quixada-CE 189 2 3 4 2
L 73 (Aceroleira) - MD Pacajus-CE 60 1 2 4 3
L 92 (Cajazeira) - MD Pires Ferreira-CE 237 4 3 3 1
L 153 (Gravioleira) - MD Trairi-CE 09 4 4 4 3
L 162 (Ateira) - MD Parambu-CE 484 3 3 4 2
L 175 (Cajueiro gigante) - MD Parambu-CE 484 1 4 2 1
L 183 (Cajueiro gigante) - RS Potiretama-CE 121 2 4 2 1
L 193 (Abacateiro) - MD Pio IX-PI 700 3 3 3 3
L 197 (Cajueiro gigante) - PPH Barra do Corda-MA 80 4 4 4 3
L 198 (Mamoeiro) - PP Paraipaba-CE 31 4 4 4 3

* Patogenicidade dos isolados (1 — muda apresentando lesdo com até 3 cm de comprimento = resistente; 2 —
lesdo com até 6 cm de comprimento = medianamente resistente; 3 - lesdo de comprimento superior 6 cm =
suscetivel; 4 — mudas com leséo profunda e abundante exsudagdo de resina, amarelecimento e queda de folhas,
mudas mortas = altamente suscetivel);

** Mudas hospedeiras inoculadas (Cz = cajazeira; Cj = cajueiro; Gr = gravioleira; Uz = umbuzeiro);

! Isolados de diversos hospedeiros com diferentes sintomas (MD = morte-descendente; PP = podrid&o-do-
pedinculo; PPH = podriddo-preta-das-hastes; PSF = podriddo-seca-das-folhas; RS = resinose);

2 Altitude dos pontos em que os isolados de L. theobromae foram coletados.

O reisolamento dos materiais infectados apds inoculagcdo comprovou a presenca
do patogeno na regido lesionada. O percentual de reisolamento de fungos inoculados nos
quatro hospedeiros variou entre 12,5 e 100% (Tabela 5), comprovando a patogenicidade de L.
theobromae, que infecta diferentes hospedeiros, podendo ser considerado como parasita nao
especializado (RODRIGUES, 2003). Damm et al. (2007) e Urbez-Torres e Gubler (2009),
reisolaram o fungo inoculado em varias espécies com frequéncia superior a 60%, confirmando

a presenca do patdgeno.
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Os isolados que se mostraram mais patogénicos (Tabela 4) apresentaram maior
percentual de reisolamento, como pode ser observado para os isolados L06, L197 e L198
(Tabela 5). Em isolamentos de microorganismos, o crescimento destes pode ser suprimido, no
meio de cultura, pela presenca de outros organismos também presentes no hospedeiro. O
microrganismo também pode apresentar baixa capacidade adaptativa quando fora do
hospedeiro. Com isso, pode-se afirmar que os isolados que apresentam niveis maiores de
reisolamento, possuem maior capacidade competitiva.

Entre os hospedeiros, o maior percentual de reisolamento ocorreu para umbuzeiro
e cajazeira. O percentual de reisolamento das inoculagbes em cajueiro e gravioleira
apresentaram menores valores. O que pode ter motivado 0s menores percentuais para cajueiro
e gravioleira é o fato desses dois hospedeiros terem sido mais atacados e a ocorréncias de
lesbes necrdticas possibilitou a aparecimento de outros organismos oportunistas que
competiram com L. theobromae em meio de cultura ap6s isolamento, dificultando o
crescimento do mesmo.

Observou-se crescimento micelial de L. theobromae em isolamentos a partir de
mudas de cajueiro ndo inoculadas com o fungo (controle), com um percentual de reisolamento
de 50% (Tabela 5). Esse resultado confirma a caracteristica endofitica do fungo, relatada por
varios autores como Cardoso et al. (2000b), Cardoso et al. (2006b), Cardoso et al. (2009a),
Cardoso et al., (2009b), Farias (2008), Mohali et al. (2005), Mullen et al. (1991), Rondén e
Gonzalez (2009) e Santos et al. (2000).

Diferente dos outros trés hospedeiros inoculados, os quais foram propagados via
semente, as mudas de cajueiro foram obtidas via enxertia. A propagacao vegetativa das mudas
de cajueiro pode ter facilitado a transmissdo do patégeno. Cardoso et al. (1998) e Cardoso e
Wilkinson (2008) observaram que a disseminacdo priméaria de L. theobromae pode ocorrer
através propagulos vegetativos, geralmente sem sintomas de infec¢éo.

Embora Cardoso et al. (2006b) relatem a sobrevivéncia endofitica de L.
theobromae em sementes de gravioleira, ndo foi observado a presenca do fungo apos
plagueamento do material proveniente das mudas de gravioleira ndo inoculadas (tratamento
teste). Como a transmissdo do fungo via semente ndo é muito alta (CARDOSO et al., 2004),
ocorrendo mais eficientemente a partir de sementes de frutos infectados (CARDOSO et al.,
2000b; SANTOS et al., 2000), as mudas utilizadas no teste de patogenicidade poderiam néo
estar infectadas com o patdégenos. Também ndo foi observada a presenca do fungo apos
plagueamento do material proveniente de mudas de cajazeira e umbuzeiro ndo inoculadas

com L. theobromae. No entanto, estudos com um maior nimero de mudas hospedeiras se
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fazem necessario, no intuito de se verificar a presenca do fitopatdgeno, visto que os

tratamentos controle possuiam apenas quatro repeticdes.

Tabela 5 — Percentual médio de reisolamento de L. theobromae depois de inoculado em 4
espeécies hospedeiras. Fortaleza-CE, 2011.

Reisolamento (%)

Isolado” Hospedeiros
Cajazeira  Cajueiro  Gravioleira  Umbuzeiro

Controle 0 50 0 0

L 01 (Cajaraneira) - RS 100 87,5 50 100
L 06 (Coqueiro) - PSF 100 100 100 100
L 16 (Cirigueleira) - MD 100 87,5 75 100
L 23 (Umbu-caja) - MD 100 100 75 100
L 42 (Mangueira) - MD 87,5 62,5 12,5 50

L 54 (Umbu) - MD 100 87,5 87,5 100
L 73 (Aceroleira) - MD 100 87,5 87,5 100
L 92 (Cajazeira) - MD 62,5 37,5 50 62,5
L 153 (Gravioleira) - MD 100 25 75 87,5
L 162 (Ateira) - MD 100 87,5 75 100
L 175 (Cajueiro Gigante) - MD 100 37,5 37,5 75

L 183 (Cajueiro Gigante) - RS 75 25 12,5 100
L 193 (Abacateiro) - MD 100 100 12,5 87,5
L 197 (Cajueiro Gigante) - PPH 100 100 100 87,5
L 198 (Mamoeiro) - PP 100 100 62,5 100

* |solados de diversos hospedeiros com diferentes sintomas (MD = morte-descendente; PP = podriddo-do-
pedinculo; PPH = podriddo-preta-das-hastes; PSF = podriddo-seca-das-folhas; RS = resinose).

Houve correlacdo positiva entre crescimento micelial em meio AP e crescimento
micelial em meio BDA para os isolados de L. theobromae (Tabela 6), mostrando que o
comportamento dos isolados do fungo variou uniformemente nos dois meios de cultura
testados. Como observado (Tabela 6), houve correlacdo positiva entre a taxa média de
crescimento micelial dos isolados e a média do comprimento de lesdo em cajazeira,
gravioleira e umbuzeiro. Destaque maior se faz a interacdo entre crescimento micelial, seja
em BDA ou em AP, e o comprimento médio da lesdio em umbuzeiro, a qual mostrou
correlagéo altamente significativa. Esses resultados evidenciam a possibilidade de se estimar a
variabilidade na agressividade de isolados de L. theobromae, baseado no crescimento micelial
em meio de cultura. Resultados parecidos em outro patossistema foram obtidos por Lima e
Chaves (1991) ao observarem uma correlacdo positiva entre a media de crescimento micelial
em BDA e a média do indice de doenca de isolados de Colletotrichum gosypii var.

cephalosporioides patogénicos ao algodoeiro. Bonett et al. (2010) também verificaram que os
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isolados de Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose de frutos e hortalicas
em pos-colheita, que apresentaram maiores indices de crescimento micelial apresentaram o
maior indice de crescimento da lesdo em frutos e hortalicas apds inoculados.

Verificou-se correlagdo positiva entre comprimento de lesdo em umbuzeiro e
comprimento de lesdo em cajazeira (Tabela 6). O fato de ambos os hospedeiros pertencerem
ao mesmo género e apresentarem niveis de resisténcia similares para os diferentes isolados
poderia explicar estes resultados, mostrando que o0s isolados apresentam niveis de
patogenicidade semelhantes para os dois hospedeiros. Fundamentado nisto, pode-se presumir
a variabilidade na agressividade de isolados de L. theobromae nas duas espécies estudando a
interacdo do fungo com apenas um dos hospedeiros.

N&o ocorreu correlacdo entre a taxa média de crescimento micelial do fungo e o
comprimento médio das lesGes em mudas de cajueiro. A uniformidade do nivel de
agressividade dos isolados em cajueiro, com base no comprimento médio das lesdes (Figura
6), mostrando ndo haver variabilidade patogénica para esse hospedeiro, pode ter motivado a
auséncia de interacdo. Entretanto houve correlacdo entre comprimento médio das lesGes em
mudas de cajueiro e caracteristicas morfoldgicas dos conidios, como comprimento e tamanho
do esporo (Tabela 6).

Entre comprimento médio das lesdes em mudas de cajueiro e comprimento dos
conidios houve correlacdo negativa, mostrando que isolados de L. theobromae que
apresentam comprimentos menores apresentam maior agressividade em cajueiro. Da mesma
maneira, também se observou correlacdo negativa entre as varidveis, tamanho médio de
conidio e comprimento médio das lesbes em mudas de cajueiro, demonstrando que isolados
que possuem conidios menores sdo mais agressivos quando inoculados em mudas de cajueiro.

N&o foi possivel verificar correlacdo significativa entre a altitude dos pontos de
coleta dos isolados de L. theobromae e as outras variaveis estudadas (Tabela 6), mostrando
ndo haver influéncia desta na taxa de crescimento micelial do fungo, nas caracteristicas
morfologicas dos conidios e no comprimento médio das lesdes para os quatro hospedeiros.

A menor interagdo ocorreu entre comprimento médio das lesdes em gravioleira e
comprimento médio das lesGes em cajueiro, indicando que o0s isolados possuem

comportamento distinto quando presente nestas espécies hospedeiras.
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Tabela 6 — Coeficiente de correlacdo de Pearson para os valores médios das variaveis
morfoculturais, patogénicas e geogréficas dos isolados de L. theobromae estudados.
Fortaleza-CE, 2011.

Coeficiente de correlagio de Pearson

Lesdo!

BDA® Cajazeira Cajueiro Gravioleira Umbuzeiro Altitude®

Cajazeira 0,625* - - - - -
"9 | Cajueiro 0423 0241 ; - ; ;
§ Gravioleira 0,631* 0,351 0,007 - - -

Umbuzeiro 0,837**  0,520* 0,473 0,286 - -

Altitude’ -0,155 -0,101 0,242 -0,312 -0,038 -
~, | Comprimento  -0,453 0,412 -0,845* 0,326 -0,575 -0,091
% Largura -0,091 0,510 -0,408 0,058 -0,062 -0,274
CE, Relacéo C/L -0,460 -0,044 -0,646 0,404 -0,652 0,182
O | Tamanho -0,367 0,475 -0,762* 0,261 -0,447 -0,156

AP? 0,731** 0,372 0,043 0,602* 0,661**  -0,311

(*, **) Significativo ao nivel de 5% e 1%, respectivamente, pelo teste t;

! Comprimento médio das lesdes em mudas de 4 hospedeiros inoculadas com L. theobromae;

2 Caracteristicas morfoldgicas de conidios de L. theobromae (Relagdo C/L = relacdo carbono/nitrogénio;
Tamanho = soma do comprimento com a largura do conidio);

3 Crescimento micelial de L. theobromae em meios de cultura (AP = agar-acicula; BDA = batata-dextrose-agar);
* Altitude dos pontos em que os isolados de L. theobromae foram coletados.
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5 CONCLUSAO

A populacéo de L. theobromae avaliada possui alta variabilidade;

A coloragéo da col6nia ndo é um marcador eficiente para estudos de diversidade;

Isolados de L. theobromae tém alta variabilidade patogénica;

Né&o ha especificidade patogénica de L. theobromae ao clone de cajueiro CCP76;

Spondias tuberosa é menos suscetivel a L. theobromae;

Existe correlacdo entre caracteristicas morfoculturais e a agressividade de isolados
de L. theobromae;

A altitude das regides de origem dos isolados de L. theobromae néo influencia nas

caracteristicas morfoculturais e patogénicas do fitopatégeno.
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Anexo A — Populagdo de L. theobromae isolados de diversos hospedeiros em diferentes
municipios dos estados do Ceara, Maranhdo, Piaui e Rio Grande do Norte, utilizados no
estudo de diversidade cultural e morfoldgica. Fortaleza-CE, 2011.

N° Isolado  Hospedeiro Sintoma* Origem Altitude (m)
L 01 Cajaraneira RS Fortaleza-CE 21
L 03 Ateira MD Pacajus-CE 60
L 06 Coqueiro PSF Varjota-CE 183
L 13 Cajueiro gigante MD Palhano-CE 14
L 16 Cirigueleira MD Ipueiras-CE 231
L 23 Umbu-cajazeiro MD Maranguape-CE 80
L 32 Cajueiro gigante MD Palmécia-CE 450
L 34 Cajaraneira RS Palmacia-CE 425
L 42 Mangueira MD Serra do Mel-RN 215
L 54 Umbuzeiro MD Quixada-CE 189
L 66 Cajueiro CCP 1001 PPH Pio IX-PI 650
L 69 Cajueiro gigante RS Pio IX-PI 650
L71 Cajazeira MD Pacajus-CE 60
L 73 Aceroleira MD Pacajus-CE 60
L 83 Cajueiro gigante PPH Vicosa do Ceard-CE 737
L 89 Mangueira MD Varjota-CE 196
L 92 Cajazeira MD Pires Ferreira-CE 237
L 97 Cirigueleira MD Guaraciaba do Norte-CE 899
L 105 Cajueiro gigante RS Mauriti-CE 524
L 112 Cajueiro gigante MD Rodolfo Fernandes-RN 216
L 122 Coqueiro PBPC - -
L 138 Aceroleira MD Limoeiro do Norte-CE 70
L 153 Gravioleira MD Trairi-CE 09
L 162 Ateira MD Parambu-CE 484
L 165 Umbuzeiro MD Pio IX-PI 691
L 175 Cajueiro gigante MD Parambu-CE 484
L 177 Umbu-cajazeiro MD Potengi-CE 583
L 183 Cajueiro gigante RS Potiretama-CE 121
L 193 Abacateiro MD Pio IX-PI 700
L 194 Abacateiro MD Barra do Corda-MA 80
L 197 Cajueiro gigante PPH Barra do Corda-MA 80
L 198 Mamoeiro PP Paraipaba-CE 31

* MD = morte-descendente; PBPC = podriddo-basal-pds-colheita; PP = podridao-do-pedinculo; PPH

podriddo-preta-das-hastes; PSF = podriddo-seca-das-folhas; RS = resinose.



