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RESUMO GERAL

A morte descendente e a podriddo peduncular sdo doengas causadas por espécies de
Botryosphaeriaceae e vém causando sérios prejuizos a cultura da mangueira no Nordeste do
Brasil e do mundo. Tendo em vista a importancia crescente dessas doencas e as descobertas
recentes de novas espécies de Botryosphaeriaceae, o presente trabalho teve como objetivos:
(i) identificar espécies de Botryosphaeriaceae associadas a morte descendente e podridao
peduncular na cultura da mangueira no Nordeste do Brasil e (ii) comparar as espécies em
relacdo ao crescimento micelial, patogenicidade e viruléncia. Um total de 235 isolados de
Botryosphaeriaceae foram identificados a partir de caracteristicas morfolégicas e dados de
sequéncias de DNA (ITS, BT e EFl-a), sendo encontradas as seguintes espécies:
Botryosphaeria dothidea, B. mamane, Lasiodiplodia crassispora, L. egyptiacae, L.
hormozganensis, L. iraniensis, L. pseudotheobromae, Lasiodiplodia sp., L. theobromae,
Fusicoccum fabicercianum, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum sp., Neoscytalidium
dimidiatum e Pseudofusicoccum stromaticum. Somente L. theobromae, N. parvum, B.
dothidea e P. stromaticum tinham sido relatadas em mangueira no Brasil, enquanto as outras
espécies representam o primeiro relato associadas a esta cultura no pais. L. theobromae, B.
dothidea e P. stromaticum foram as espécies prevalentes. Houve diferencas significativas na
taxa de crescimento micelial entre as espécies de Botryosphaeriaceae e também em relacdo a
temperatura étima para o crescimento. A temperatura 6tima e a taxa de crescimento micelial
para as espécies de Lasiodiplodia variaram de 28,2 a 31,1 °C e de 36,4 a 49,1 mm/dia,
respectivamente. Nas demais espécies, a variacdo foi de 25,4 a 30,8 °C e de 19,7 a 41,2
mm/dia. Todas as espécies foram patogéncias em manga. Houve diferencas significativas na
viruléncia entre as especies. Em relacdo as espécies de Lasiodiplodia, L. hormozganensis e
Lasiodiplodia sp. foram as mais virulentas. Nas demais espécies dentro da familia
Botryosphaeriaceae, N. dimidiatum e N. parvum foram as espécies mais virulentas. B.
mamane e L. crassispora representam o primeiro relato dessas espécies na cultura da

mangueira no mundo.

Palavras-chave: Morte descendente, podriddo peduncular, Filogenia, ITS, EF1-a, viruléncia.
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GENERAL ABSTRACT

Dieback and stem-end rot are diseases caused by species of Botryosphaeriaceae have been
associated with serious yield losses to mango culture in northeastern Brazil and worldwide.
Considering the increasing importance of these diseases and recent discovery of several
species of Botryosphaeriaceae, the objective of this study was (i) to identify species of
Botryosphaeriaceae associated with dieback and stem-end rot of mango in the semi-arid
region of northeastern Brazil and (ii) compare the species in relation to mycelial growth,
pathogenicity and virulence. A total of 235 isolates of Botryosphaeriaceae were identified
using morphological and DNA sequence data (ITS and EF1-a). The following species were
found: Botryosphaeria dothidea, B. mamane, Lasiodiplodia crassispora, L. egyptiacae, L.
hormozganensis, L. iraniensis, L. pseudotheobromae, Lasiodiplodia sp., L. theobromae,
Fusicoccum fabicercianum, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum sp., Neoscytalidium
dimidiatum e Pseudofusicoccum stromaticum. Only B. dothidea, L. theobromae, N. parvum
and P. stromaticum had been previously reported, while the other species represent the first
report associated with the mango diseases in this country. L. theobromae, B. dothidea and P.
stromaticum were the most frequently isolated species. There were significant differences in
mycelial growth rates among the Botryosphaeriaceae species and also in the optimum
temperature for growth. The optimum temperature and mycelial growth rates for species
Lasiodiplodia vary from 28.2 to 31.1 °C and from 36.4 a 49.1 mm/day, respectively. While in
the other species, the variation was from 25.4 to 30.8 °C and 19.7 to 41.2 mm/day. All species
were pathogenic in mango fruit. There were significant differences in virulence among the
species. L. hormozganensis and Lasiodiplodia sp. were the most virulent. For the other
species within the Botryosphaeriaceae family, N. dimidiatum and N. parvum were the most
virulent species, B. mamane, L. crassispora e L. viticola are reported for the first time

associated with mango diseases worldwide.

Keywords: dieback, stem-end rot, phylogeny, ITS, EF1-a, virulence.



IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ESPECIES DE
BOTRYOSPHAERIACEAE NA CULTURA DA MANGUEIRA NO NORDESTE DO
BRASIL

INTRODUCAO GERAL

A CULTURA DA MANGUEIRA

A mangueira (Mangifera indica L.) € considerada uma das principais espécies tropicais
cultivadas no mundo. Originaria do Sul da Asia, essa cultura dispersou-se por todos os
continentes, sendo cultivada, atualmente, em todos os paises de clima tropical e subtropical.
Os principais produtores mundiais sio a India, China, Tailandia, Indonésia, Paquisto,
Meéxico e Brasil (SILVA et al., 2002; FAO, 2013).

Na América, o precursor de seu cultivo foi o Brasil, pela introducdo das primeiras
plantas no Rio de Janeiro, de onde se disseminaram para o resto do pais. Atualmente, a cultura
da mangueira é uma das atividades agricolas com forte participagdo no mercado nacional de
frutas, sendo a nona colocada em termos de producdo comercial e a terceira fruta em volume
exportado (IBRAF, 2011). Em 2011, a cultura da manga gerou a maior receita por volume
total de fruta exportada no pais. A exportacdo de manga passou de 124,7 mil toneladas e US$
119,9 milhdes, em 2010, para 126,4 mil t e US$ 140,9 milhdes, sendo os seus principais
compradores a Europa e Estados Unidos (AGRIANUAL, 2012).

Na safra de 2011, a producéo nacional foi 1,19 milh&o de t distribuidas em uma area
de 75,1 mil hectares, com produtividade de 15,8 t/ha. As principais regides produtoras de
manga do Brasil estdo localizadas nas regides Nordeste e Sudeste do pais. No Nordeste,
destacam-se 0 Vale do Submédio Sdo Francisco, abrangendo os estados da Bahia e
Pernambuco, sendo responsavel por cerca de 80% das exportacfes nacionais de manga
(IBRAF, 2011), contribuindo de forma decisiva para a manutencdo do pais na terceira posi¢ao
no ranking das exportacdes dessa fruta no mundo (FAO, 2013). A regido semi-arida destaca-
se no cendrio nacional ndo apenas pela expansdo da area cultivada e do volume de produgéo,
mas, principalmente, pelos altos rendimentos alcancados e qualidade da manga produzida
(SILVA; CORREA, 2004).

Por outro lado, a mangueira é uma frutifera suscetivel a uma grande diversidade de
doencas causadas por fungos, bactérias e outros organismos que podem néo so6 limitar a sua

producdo, como também comprometer a qualidade das frutas, o que é particularmente
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importante quando se destinam a exportacdo. O incremento do cultivo da mangueira ocorrido
nas Ultimas décadas foi essencialmente realizado a base da introducdo de novas variedades,
oriundas de outros paises produtores e que, na maioria dos casos, apresentam frutas de grande
aceitacdo no mercado, porém, altamente suscetiveis ao ataque de doencas e pragas (SILVA et
al., 2002). Com a expansdo da area cultivada e a intensificacdo das técnicas de manejo, a
ocorréncia de doencas tem sido favorecida nesta cultura, interferindo na producdo e
resultando na reducéo da produtividade e da qualidade das frutas (SILVA; CORREA, 2013).
Dentre as doencas de maior importancia da cultura destacam-se: a mancha angular
(Xanthomonas campestris pv. mangiferae indicae (Patel, Moniz & Kulkarni) Robbs, Ribeiro
& Kimura), a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.), a seca da mangueira
(Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted), o oidio (Oidium mangiferae Bert), a malformacéo
floral e vegetativa (Fusarium subglutinans Wollenweb & Reinking), a verrugose (Elsinoe
mangiferae Bit & Jenkins), a mancha de alternaria (Alternaria spp.) e a morte descendente
(Botryosphaeriaceae spp.) (TAVARES, 2002; RIBEIRO, 2005). Na poés-colheita destaca-se
antracnose, podridao por aspergillus (Aspergillus niger Van Tieghem), podridao por alternaria
e podriddo peduncular (Botryosphaeriaceae spp.) (NIETO-ANGEL et al., 2006). A severidade
da doenca depende da cultivar afetada, das condi¢Ges de manejo da cultura, da agressividade

do patogeno e das condi¢bes ambientais.

DOENCAS CAUSADAS POR ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE

Morte descendente e podriddo peduncular da mangueira sdo doencas causadas por
especies de Botryosphaeriaceae e sdo relatadas em diversos paises como Australia
(JOHNSON et al., 1994; RAY et al., 2010; SAKALIDIS et al., 2011; SLIPPERS et al., 2005),
Brasil (COSTA et al., 2010; MARQUES et al., 2012; NOGUEIRA; FERRARI; LOUZEIRO,
2001; TAVARES; MENEZES; CHOUDHURY, 1991), Estados Unidos (RAMOS et al.,
1991; PLOETZ et al., 1996), Oman (AL ADAWI et al., 2003), Paquistio (KHANZADA;
LODHI; SHAHZAD, 2004), Taiwan (NI et al., 2010; 2012), Iran (ABDOLLAHZADEH et
al., 2010; 2013) Egito (ISMAIL et al., 2012) e Peru (JAVIER-ALVA et al., 2009).

Estas doencas vém se constituindo em um sério problema para as regides agricolas do
Brasil e do mundo, ocasionando diversos danos aos pomares de manga, uma vez que reduz a
vida util, diminui a producéo, desqualifica as frutas para fins de comercializagdo e aumenta os
custos de cultivo, sendo seu controle ainda um desafio (CUNHA; SANTOS FILHO;
NASCIMENTO, 2000; TAVARES, 2002).
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A ocorréncia dessas doencas no Brasil surgiu inicialmente na década de 90, em pomares
de Petrolina- PE e Juazeiro- BA. Essas doencas surgiram a medida que foi adotado o uso da
tecnologia de inducdo floral da mangueira na referida regido semi-arida. Essas doengas vém
se acentuando, principalmente nas areas irrigadas do Nordeste do Brasil, devido a
intensificacdo de areas cultivadas, intensificacdo também dos processos tecnologicos
fitotécnicos de inducdo para duas producbes ou colheitas anuais, o desequilibrio de alguns
macro e micronutrientes e as condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento desses
patdgenos (TAVARES, 2003)

A morte descendente é uma doenca, cujo patdgeno, pode infectar a planta em qualquer
estadio de desenvolvimento. O fungo torna-se mais agressivo em plantas sob estresse hidrico
(falta ou excesso de agua) e com nutricdo desbalanceada. O fungo penetra a planta por meio
de aberturas naturais, ferimentos resultantes de injarias mecénicas e podas, rachaduras na
casca do tronco e ramos, onde a infeccdo tem inicio, principalmente, na auséncia de protecédo
quimica. O patdgeno sobrevive em plantas infectadas e restos de cultura que permanecem na
area de cultivo. O fungo é disseminado por meio de respingos de chuva, vento, insetos, mudas
infectadas e tesouras de poda. A sintomatologia pode iniciar nos ponteiros da copa,
principalmente na panicula da frutificacdo anterior, progredindo para os ramos, atingindo as
gemas vegetativas, que reagem com a producdo de exsudados gomosos de coloracdo clara a
escura. Observa-se, também, morte de ramos com folhas de coloracdo palha e com peciolo
necrosado. A penetracdo nas folhas também pode ocorrer através das bordas, causando
necrose de cor palha com halo escuro. Nos ramos podados e sem protecdo, a podriddo
acontece iniciando pelo ferimento, avanca de forma progressiva e continua, podendo,
também, se observar necrose e abortamento de flores e de frutos. Nos ramos mais grossos e
no tronco, a infecgdo acontece de fora para dentro do lenho, iniciando nas rachaduras naturais
do tronco e das bifurcagdes e sob o cortex, onde sdo observadas lesdes escuras, que progridem
para o interior do lenho, causando anelamento do érgéo afetado (RIBEIRO, 2005).

Entre os prejuizos causados pela doenca, destaca-se 0 aumento dos custos de producéo,
a reducdo da vida util do pomar, a reducdo na produtividade, além da perda de frutas devido
as infeccdes quiescentes (RIBEIRO, 2005)

Condicges de chuva e altas temperaturas na época da colheita da manga favorecem as
podriddes que afetam o pedunculo e a por¢do basal da fruta. Essas podriddes causam sérios
prejuizos no transporte, armazenamento e exportacdo da manga, pois 0s tratamentos poés-

colheita ndo tém sido eficientes para controla-las (RIBEIRO, 2005).
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A podridao peduncular € uma doenca que pode ser causada por um complexo de fungos
pertencentes a diversos géneros como: Botryodiplodia, Dothiorella, Diplodia Phomopsis,
Aspergillus, Cytosphaera, Pestalotiopsis, etc. Os fungos que causam podridao peduncular
ocorrem como enddfitos em tecidos maduros da planta, colonizando a inflorescéncia e
atingindo de forma descendente até o pedunculo onde, posteriormente, penetram a fruta
(LINS et al, 2010), onde permanecem quiescentes até o amadurecimento da fruta (POETZ et
al., 1994). Os prejuizos causados pela infeccdo podem ser significativos quando as frutos sdo
armazenadas a baixas temperaturas por longos periodos ou quando amadurecem em
temperaturas superiores a 28 °C. Frutas infectadas apresentam éareas difusas de tecido
encharcado, inicialmente na regido do pedunculo, projetando-se em direcdo a por¢do mediana
da fruta. A necrose permanece abaixo da cuticula e pode afetar toda a polpa da fruta, em torno
de sete dias, podendo romper a casca da fruta por onde é liberado um fluido decorrente da
destruicdo celular. Em estadio avancado é comum observar o crescimento micelial com

posterior producdo de picnidios ao redor da lesdo (ANGEL et al., 2006).

ASPECTOS TAXONOMICOS DA FAMILIA BOTRYOPSHAERIACEAE

A familia Botryosphaeriaceae pertence a ordem Botryosphaeriales, a classe
Dothideomycetes, ao filo Ascomycota e por fim ao Reino Fungi. Historicamente, mais de
2000 nomes ja foram associados a esta familia, incluindo estados teleomorfo e anamorfo, os
quais Diplodia, Botryosphaeria, Fusicoccum, Dothiorella, Lasiodiplodia e Sphaeropsis
representam a maioria das espécies (SLIPPERS et al., 2007). Recentemente, Liu et al. (2012)
relatou 29 géneros e cerca de 1485 espécies associadas a esta familia. No entanto, suspeita-se
gue existem numerosas espécies ainda ndo descritas.

O género Botryosphaeria Ces & De Not. foi descrito por Cesati e De Notaris em 1863,
revisado por Saccardo em 1877 (PHILLIPS et al., 2005), posteriormente, por Crous et al.
(2006) e mais recentemente por Liu et al. (2012). Trata-se de um Loculoascomycetes com
ascos bitunicados, produzidos num tecido estromatico denominado pseudotécio. Os
ascosporos sdo hialinos, unicelulares e variam de fusdide, elipsoéide a ovéide, tornando-se, em
algumas especies, marrom e com 1 a 2-septos com a idade.

A identificacdo destes fungos ao nivel de espécie € complicada por varios aspectos. A
diversidade morfoldgica entre os teleomorfos €, muitas vezes, insuficiente para permitir clara
identificacdo das espécies. Por esta razdo, as espécies sdo identificadas por caracteres

morfologicos do anamorfo, que é a forma mais comum encontrada na natureza (DENMAN et
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al., 2000; JACOBS et al., 1998). Esses caracteres incluem: tamanho, forma, cor, septacéo,
espessura da parede e textura dos conidios, bem como detalhes da conidiogénese. No entanto,
os tamanhos dos conidios de diferentes espécies de Botryosphaeria se sobrepdem, enquanto
idade e estado de maturidade afetam a pigmentacdo e septacdo dos conidios (SLIPPERS;
WINGFIELD, 2007).

Aspectos culturais, tais como a morfologia da coldnia e uso de diferentes temperatura
na taxa de crescimento micelial também sdo usados para o reconhecimento de espécies.
Porém, os caracteres culturais podem variar muito entre isolados de qualquer espécie, e,
portanto, sdo de valor limitado na determinacdo de espécies (ABDOLLAHZADEH et al.,
2010). Um conceito de espécie ecoldgica, centrada na especializacdo do hospedeiro, também
tem sido utilizado para identificar espécies de Botryosphaeriaceae, no entanto, uma Unica
espécie é capaz de colonizar uma ampla gama de hospedeiros e varias espécies podem ocorrer
no mesmo hospedeiro, ndo sendo um critério confiavel para determinacdo de espécies
(SLIPPERS et al., 2007). Apesar das caracteristicas morfoldgicas e culturais terem sido
amplamente utilizadas para identificagdo dessas espécies, 0 uso apenas desses marcadores,
torna-se uma tarefa dificil e ndo confiavel, necessitando, assim, ferramentas que possam
fornecer identificacfes mais precisas e reprodutiveis. Com isso, a aplicacdo de métodos de
biologia molecular, principalmente técnicas baseadas em PCR, tem fornecido importantes
contribuicdes nesta area (ALVES et al., 2007; PHILLIPS et al., 2008).

ASPECTOS FILOGENETICOS DA FAMILIA BOTRYOPSHAERIACEAE

Estudos utilizando sequéncias de nucleotideos da regido ITS (espaco interno transcrito)
tém sido largamente usado para elucidar a taxonomia dessa familia, e juntamente com
caracteres morfoldgicos dos anamorfos tem se tornado uma ferramenta poderosa na separagao
de espécies e em reavaliar a colocacdo dos seus anamorfos. Jacobs e Rehner (1998) foram os
primeiros a usar as sequéncias de rDNA em analises filogenéticas de Botryosphaeria e
mostrar que havia alguma congruéncia entre caracteres morfoldgicos, culturais e as
sequéncias de ITS, pelo menos para alguns taxons.

Apesar do impacto que os dados de sequéncia de nucleotideos da regido ITS
apresentaram sobre a taxonomia e filogenia de espécies de Botryosphaeria, 0 uso apenas
desse gene pode subestimar a verdadeira diversidade especialmente entre espécies
estreitamente relacionadas ou cripticas (TAYLOR et al.,, 2000). Portanto os dados de

sequéncia de nucleotideos do gene ITS associados a outros genes como EF1-a, B — tubulina,
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entre outros, tém sido aplicados com sucesso para discriminar especies cripticas e elucidar as
relacdes filogenéticas em Botryosphaeriaceae e anamorfos associados como verificado em
inimeros trabalhos (DE WET et al., 2003; DE WET et al., 2008; INDERBITZIN et al., 2010;
PHILLIPS et al., 2008; SLIPPERS et al., 2004; URBEZ-TORRES et al.,, 2012; VAN
NIEKERK et al. 2004).

Apesar dos inimeros trabalhos existentes, a taxonomia e a homenclatura dos fungos
pertencentes a familia Botryosphaeriaceae permanece confusa e a compreensdo filogenética
dos principais grupos dentro do género Botryosphaeria continua problematica. I1sso pode ser
explicado, em parte, pelo uso limitado de espécies, ndo representando a ampla diversidade de
anamorfos associados a Botryosphaeria (CROUS et al., 2006).

Denman et al. (2000) revisando os géneros anamorfos associados a Botryosphaeria,
verificaram na base da sua filogenia que as espécies estudadas separavam-se em dois clados
principais, que correspondiam aos géneros anamorfos Fusicoccum e Diplodia. Assim,
espécies de Fusicoccum apresentavam conidios hialinos com paredes finas, enquanto espécies
de Diplodia apresentavam conidios pigmentados com paredes grossas. Phillips et al. (2002) e
Zhou e Stanosz (2001) também apoiaram essa idéia. Porém, a separacdo em apenas dois
géneros anamorfos apresentou-se muito simplista, quando um ndmero maior de espécies com
maior diversidade do género foi analisado, mostrando que espécies de Botryosphaeria
residem em outros géneros anamorfos além de Diplodia e Fusicoccum (VAN NIEKERK et
al., 2004).

Em um amplo estudo filogenético, Crous et al. (2006) avaliaram dados de sequéncia da
regido 28S do rDNA de 113 isolados, representando as principais variagdes morfologicas
reconhecidas em Botryosphaeriaceae. As analises revelaram 10 linhagens em
Botryosphaeriaceae e, neste estudo, os géneros Neofusicoccum, Pseudofusicoccum Mohali,
Slippers & M.J. Wingf., Neoscytalidium Crous & Slippers e Dothiorella foram descritas.
Posteriromente, Damm et al. (2007b) acrescentaram um género adicional, Aplosporella. O
género Botryosphaeria, atualmente, apresenta-se restrito a B. dothidea e B. corticis (Demaree
& Wilcox) Arx & E. Mill. Apesar do trabalho de Crous et al. (2006) ter trazido varios
esclarecimentos para a taxonomia de Botryosphaeriaceae, problemas taxondmicos referente
aos géneros Diplodia e Lasiodiplodia ndo conseguiram ser totalmente resolvidos. No entanto,
em uma abordagem multigénica, Phillips et al. (2008) separou este clado em seis géneros,
incluindo Diplodia, Lasiodiplodia, Neodeightonia, Barriopsis, Phaeobotryon e
Phaeobotryosphaeria, suportados com caracterisitcas morfolégicas e apoiados pelo seus

estados teleomorfos. Géneros assexuados da familia Botryosphaeriaceae foram listados em
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Hyde et al. (2011), sendo eles: Aplosporella, Bahusutrabeeja, Barriopsis, Dichomera,
Diplodia, Dothichiza, Dothiorella, Fusicoccum, Lasiodiplodia, = Macrophomina,
Microdiplodia, Neofusicoccum, Neoscytalidium, Phaeobotryon, Phyllosticta,
Pseudofusicoccum e Sphaeropsis. Recentemente, dois novos géneros, Botryobambusa e
Cophinforma foram descritos em Botryosphaeriaceae (LIU et al., 2012).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos foram realizados e novas espécies de
Botryosphaeriaceae associados a diversos hospedeiros foram publicadas. Pavlic et al. (2008)
identificaram sete novas espécies em vegetacdo nativa da Australia utilizando dados da regido
ITS e EF-10. Baseado em genealogias de genes, trés novas espécies de Neofusicoccum foram
identificadas por Pavlic et al. (2009) dentro do complexo N. parvum/N. ribis na Africa do sul.
Em 2010, N. batangarum e Lasiodiplodia mahajangana foram descritas em Terminalia
catappa (BEGOUDE et al., 2010). Recentemente, Fusicoccum ramosum (PAVLIC et al.,
2008), F. atrovirens (MEHL et al., 2011) F. fabicercianum (CHEN et al., 2011) e B. schariffi
(ABDOLLAHZADEH et al., 2013) foram descritas em Botryosphaeriaceae. Considerando o
género Lasiodiplodia, 15 novas espécies foram relatadas desde 2004. (ABDOLLAHZADEH
et al., 2010; ALVES et al., 2008; BEGOUDE et al., 2010; BURGESS et al., 2006; DAMM et
al., 2007a; ISMAIL et al., 2012; PAVLIC et al., 2004; 2008; URBEZ-TORRES et al., 2012).

O recente aumento no numero de espécies € reconhecido em grande parte devido a
utilizacdo de dados filogenéticos, mas é também devido a amostragem em regides
relativamente pouco exploradas, incluindo Venezuela (BURGESS et al., 2006), Austrélia
(PAVLIC et al., 2008) Irda (ABDOLLAHZADEH et al., 2010) e Brasil (COSTA et al., 2010;
MARQUES et al., 2012)

A prevaléncia de espécies de Botryopshaeriaceae e suas distribuicfes
demonstram ser influenciadas por fatores climéaticos, como demonstrado em traballhos
realizados nos EUA, Australia e México (PITT et al., 2010; URBEZ-TORRES et al., 2006,
2008). Informacdes sobre incidéncia, distribuicdo e patogenicidade de cada espécie sdo
fundamentais para o desenvolvimento de medidas de controle adequadas. Padrdes de
associacdo de hospedeiro em Botryosphaeriaceae sdo largamente inexplorados, devido,
parcialmente, a problemas taxondmicos associados essa familia (De WET et al., 2008)

No Brasil, ndo ha estudos sobre a diversidade genética de espéecies de
Botryopshaeriaceae. Portanto, ha a necessidade de desenvolver estudos de identificacéo,
prevaléncia e distribuicdo de espécies de Botryosphaeriaceae nas diversas regides produtoras
de frutas tropicais, sendo de extrema importancia para a prevencdo e controle das doencas, ja
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que as medidas de controle sdo especificas para cada patogeno (URBEZ-TORRES et al.,
2006).

ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE ASSOCIADAS A CULTURA DA
MANGUEIRA

No mundo, diversas espécies de Botryosphaeriaceae tém sido associadas a doencas da
mangueira, sendo as mais prevalentes N. parvum, N. mangiferae, B. dothidea and L.
theobromae (COSTA et al., 2010; J. JAVIER-ALVA et al., 2009; Ni et al., 2012; SLIPPERS
et al., 2005). Atualmente, com a ampla utilizacdo de métodos moleculares e maior
amostragem em regides pouco exploradas, novas espécies foram associadas a esse hospedeiro.
No Ird, quatro novas espécies de Lasiodiplodia (L. citricola, L. gilanensis, L. hormozganensis
e L. iraniensis) e posteriormente B. schariffi e N. mediterraneum foram associadas a essa
cultura (ABDOLLAHZADEH et al, 2010, 2013). Na Australia, Neoscytalidium
novaehollandiae, Ne. dimidiatum, Pseudofusicoccum adansoniae, P. ardesiacum, P.
kimberleyense, L. iraniensis e L. pseudotheobromae foram relatados na cultura da mangueira
(RAY et al., 2010; SAKALIDIS et al., 2011; ). Recentemente, a nova espécie L. egyptiacae,
L. theobromae e L. pseudotheobromae foram relatadas no Egito (ISMAIL et al., 2012).

No Brasil, por muito tempo, a morte descendente e a podriddo peduncular foram
atribuidas exclusivamente a L. theobromae. Posteriormente foi relatado B. dothidea, N.
parvum e P. stromaticum associadas a essas doenc¢as (COSTA et al., 2010; MARQUES et al.,
2012).

Considerando o grande nimero de espécies de Botryosphaeriaceae descritas nos ultimos
anos e associadas a cultura da mangueira, especula-se que possivelmente existam outras
espécies envolvidas com esse hospedeiro no Nordeste do Brasil.

Diante disso, o0 objetivo do trabalho foi identificar e caracterizar espécies de
Botryosphaeriaceae associadas a morte descendente e podriddo peduncular na cultura da
mangueira no Nordeste do Brasil, através de dados morfologicos e moleculares, assim como
avaliar a patogenicidade e viruléncia dessas espécies, buscando o conhecimento sobre a
etiologia e epidemiologia da doenca, fundamentais para desenvolver estratégias de acgédo
especificas aos agentes causais, contribuindo para diminuir as perdas de producdo e
consequentemente aumentar a competitividade do agronegdécio da mangicultura no Nordeste

do Brasil.
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CAPITULO 1

Espécies de Lasiodiplodia associadas a cultura da
mangueira no Nordeste do Brasil
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Resumo

A mangueira (Mangifera indica) é uma das principais espécies de frutas tropicais cultivadas
no Brasil. O objetivo deste estudo foi identificar espécies de Lasiodiplodia associadas a morte
descendente e podridao peduncular na cultura da mangueira na regido semi-arida do Nordeste
do Brasil e comparar as espécies em relacdo ao crescimento micelial, patogenicidade e
viruléncia. Um total de 120 isolados de Lasiodiplodia foram analisados e identificagfes foram
feitas usando uma combinacdo de morfologia e analise filogenética da sequéncia parcial do
gene fator de elongacdo (EF1-a) e da regido 1TS1-5.8S-1TS2 do rDNA. Foram identificadas
as seguintes espécies: Lasiodiplodia crassispora, L. egyptiacae, L. hormozganensis, L.
iraniensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e Lasiodiplodia sp.. Lasiodiplodia
theobromae foi a espécie mais frequentemente isolada, representando 41% de todos os
isolados. Somente esta espécie tinha sido relatada em mangueira no Brasil, enquanto as outras
especies representam o primeiro relato associadas a esta cultura no pais. L. crassispora é
relatadas pela primeira vez causando doengas em mangueira no mundo. Houve diferencas
significativas na taxa de crescimento micelial entre as espécies de Lasiodiplodia e também em
relacdo a temperatura 6tima para o crescimento. Todas as espécies de Lasiodiplodia foram
patogénicos em manga. Houve diferencas significativas na viruléncia entre as espécies, onde
Lasiodiplodia sp. e L. hormozganensis foram as mais virulentas, enquanto as menos

virulentas foram L. iraniensis, L. pseudotheobromae, L. crassispora e L. egyptiacae.

Palavras-chave: Botryosphaeriaceae, Mangifera indica, ITS, EF1-a, filogenia, viruléncia

Introducéo

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma das principais espécies de frutas tropicais
cultivadas no Brasil. Em 2010, a producdo brasileira atingiu 1.197.694 toneladas de frutos em
uma area de aproximadamente 75.416 hectares, gerando cerca de 334 milhdes de ddlares.
Considerando tanto a renda quanto o volume exportado, a manga ocupou o terceiro lugar no
segmento de frutas frescas, com faturamento de 119.929 milhGes de ddlares e 124.694
toneladas de frutas, respectivamente (Agrianual 2012). A maior parte da manga exportada é
produzida na regido semi-arida do Nordeste, principalmente no Vale do Sdo Francisco e Vale
do Assu (Costa et al. 2010). Esta cultura desempenha um importante papel social, gerando

mais de 25.000 empregos diretos e 75.000 indiretos no Vale do Séo Franscico (Souza et al.
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2002). Entre a vasta gama de doencas que causam impacto na producdo de manga no Brasil, a
morte descendente e a podriddo peduncular tornam-se cada vez mais importante (Costa et al.
2010).

Morte descendente e podriddo peduncular da mangueira sdo doencas causadas por um
complexo de fungos, mas os membros de Botryosphaeriaceae sdo considerados 0s mais
importantes (Johnson, 1992; Al Adawi et al. 2003; Slippers et al. 2005; Javier-Alva et al.
2009; Costa et al. 2010; Ismail et al. 2012). Botryosphaeriaceae é uma familia constituida de
inimeros géneros em Dothideomycetes, compreendendo numerosas espécies e com uma
distribuicdo cosmopolita (Crous et al. 2006; Phillips et al. 2008). Espécies de
Botryosphaeriaceae estdo associadas a diversos hospedeiros, e podem atuar como patégenos,
endofiticos ou saprdfitas (Denman et al. 2000; Crous et al. 2006). Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griff. & Maubl, um membro de Botryosphaeriaceae, ocorre principalmente em regides
tropicais e subtropicais, causando danos em cerca de 500 plantas hospedeiras (Punithalingam
1980; Burgess et al. 2006). Este fungo tem sido relatado como patégeno de manga no mundo
todo e associado a inimeros sintomas, incluindo morte descendente, podriddo peduncular,
declinio, gomose e cancro (Ploetz et al. 1996; Jacobs 2002; Khanzada et al. 2004;
Abdollahzadeh et al. 2010; Costa et al. 2010; Sakalidis et al. 2011a; Ismail et al. 2012). Além
de manga, diversas outras culturas de importancia econdmica sdo afetadas por L. theobromae
no Brasil, especialmente abacate (Persea americana Mill.), banana (Musa spp.), acerola
(Malpighia glabra L.), caju (Anacardium occidentale L.), citros (Citrus spp.), coqueiro
(Cocos nucifera L.), pinha (Annona squamosa L.) videira (Vitis sp.), goiaba (Psidium guajava
L.), meldo (Cucumis melo L.), mamao (Carica papaya L.), maracuja (Passiflora edulis
Sims.), graviola (Annona muricata L.) e melancia (Citrullus lanatus Thunb.) (Tavares 2002;
Freire et al. 2003).

De acordo com Sutton (1980) e Phillips et al. (2008), as principais caracteristicas que
distinguem Lasiodiplodia de outros géneros estreitamente relacionados sdo a presenca de
parafises e estrias longitudinais em conidios maduros. Estudos recentes baseados em dados de
sequéncia do ITS e EF-1a, levaram a identificagdo de espécies cripticas dentro do complexo
de espécie L. theobromae (Pavlic et al. 2004; Burgess et al. 2006; Damm et al. 2007; Alves et
al. 2008; Pavlic et al. 2008; Abdollahzadeh et al. 2010; Begoude et al. 2010; Urbez-Torres et
al. 2012; Ismail et al. 2012). Atualmente, 16 espécies sdo reconhecidas em Lasiodiplodia.

Mundialmente, diversas espécies de Lasiodiplodia tém sido associadas a doencas na
mangueira. Lasiodiplodia theobromae foi relatada na Australia (Slippers et al. 2005), Brasil
(Costa et al. 2010), Egito (Ismail et al. 2012), Ird (Abdollahzadeh et al. 2010), Africa do Sul
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(Jacobs 2002) e EUA (Ploetz et al. 1996). Recentemente, quatro novas especies de
Lasiodiplodia (L. citricola Abdollahzadeh, Zare & Phillips AJL, L. gilanensis Abdollahzadeh,
Javadi & Phillips AJL, L. hormozganensis Abdollahzadeh, Zare & Phillips AJL, L. iraniensis
Abdollahzadeh, Zare & Phillips AJL) e L . pseudotheobromae AJL Phillips, A. Alves &
Crous foram associados com este hospedeiro no Ird (Abdollahzadeh et al. 2010). Na
Australia, L. iraniensis e L. pseudotheobromae foram isoladas a partir de sintomas de cancros
e morte descendente da mangueira (Sakalidis et al. 2011a). Em 2012, L. pseudotheobromae,
L. theobromae e L. egyptiacae (AM Ismail, L. Lombard & Crous) foram relatadas no Egito
associadas a essa cultura (Ismail et al. 2012).

No Brasil, por muito tempo, a morte descendente e a podriddo peduncular da mangueira
foram atribuidas exclusivamente a L. theobromae, mas estudos recentes baseados em métodos
moleculares revelaram a presenca de outras espécies de Botryosphaeriaceae, tais como
Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers e AJL Phillips, Fusicoccum
aesculi (Corda) Crous, Slippers e AJL Phillips e Pseudofusicoccum stromaticum (Mohali,
Slippers e MJ Wingf.) Mohali, Slippers e MJ Wingf. associadas a estas doencas (Costa et al.
2010; Marques et al. 2012).

A importancia econdmica crescente de doencas de plantas causadas por Lasiodiplodia e
a recente descoberta de novas especies de fungos associadas a plantas tropicais nos leva a
especular que mais do que uma espécie de Lasiodiplodia pode estar associada a doencas de
manga no Nordeste do Brasil. A etiologia da doenca é crucial para estudos epidemioldgicos e
para uma melhor compreensdo da distribuicdo e da importancia das espécies individuais, bem
como para encontrar estratégias eficazes de controle para cada patdgeno. Portanto, o objetivo
deste estudo foi identificar espécies de Lasiodiplodia a partir de um grande ndmero de
isolados associados a morte descendente e podriddo peduncular da mangueira no Nordeste do
Brasil.

Materiais e Métodos
Coleta e isolamento de fungos

Entre os meses de Janeiro a Fevereiro de 2010, ramos e frutos com sintomas de morte
descendente e podridao peduncular foram coletados de 14 pomares de manga (25 amostras

por pomar) localizados no Vale do S&o Francisco e Vale do Assu, regido Nordeste do Brasil.

Amostras foram coletadas de cultivares: Tommy Atkins, Keitt, Haden e Palmer. Pequenos
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fragmentos (4-5 mm) de tecido foram obtidos a partir da margem entre o tecido necrotico e
aparentemente saudavel. Os tecidos foram desinfestados em etanol a 70% durante 30 s e 1%
de hipoclorito de sdédio durante 1 min. As amostras foram lavadas em &gua destilada
esterilizada durante 30 s, secas em papel toalha esterilizado e transferidos para placas de petri
contendo batata dextrose agar (BDA) (Acumedia, Lansing, EUA) modificado com 0.5 g/l de
sulfato de estreptomicina (BDAs). As placas foram incubadas a 25 °C no escuro por trés a
guatro dias e coldnias fungicas emergidas de cada fragmento com caracteristicas de espécies
de Botryosphaeriaceae, como descrito no site Botryosphaeria
(http://www.crem.fct.unl.pt/botryosphaeria_site/), foram repicadas para novas placas com
BDA e incubadas a 25 °C no escuro, com observacdes aos 3, 5 e 15 dias. Para obtencdo de
isolados monosporicos, picnidios foram obtidos em meio agar 4gua 2% - AA com aciculas de
pinheiro esterilizadas como substrato apds trés semanas de incubacao a 25 °C sob fotoperiodo
de 12 h com luz proxima a ultravioleta (Slippers et al. 2004). Um Gnico picnidio foi retirado
de cada isolado sob microscépio estereoscopico (Zeiss Stemi DV4; Carl Zeiss, Berlin,
Germany) e macerado em agua destilada esterilizada para producdo de uma suspensdo de
conidios. Uma aliquota dessa suspenséo foi distribuida em BDA e incubada a 25 °C no escuro
por 24 h. Um Unico isolado monospérico foi recuperado de cada amostra individual e
transferido para placa de petri contendo BDA. Todos os isolados foram identificados
morfologicamente como Lasiodiplodia quando caracteristicas tipicas do género estavam
presentes, tais como presenca de paréfises e estrias longitudinais em conidios maduros
(Sutton, 1980; Alves et al. 2008). Os isolados obtidos foram armazenados em tubos de BDA a

5 °C no escuro.

Extracédo de DNA, amplificagcdo e sequenciamento

Utilizando uma ponta de pipeta esterelizada de 10 ul, uma pequena quantidade de
micélio aéreo foi raspada da superficie de uma cultura de 5 dias de idade crescido em BDA a
25 °C. O DNA gendmico foi extraido utilizando o Kit AxyPrep™ Multisource Genomic DNA
Miniprep (Axygen Scientific Inc., Union City, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. A
regido ITS foi amplificada utilizando os oligonucleotideos ITS1 e ITS4 (White et al. 1990),
como descrito por Slippers et al (2004) e o gene EFl-a foi amplificado utilizando 0s
oligonucleotideos EF1-688F e EF1-1251R (Alves et al. 2008) como descrito por Phillips et al.
(2005).Uma porcdo do gene do fator de elongacdo (EF1-a) foi sequenciado para todos os

isolados de Lasiodiplodia coletados a partir de pomares de mangueira. A regido 1TS1-5.8S-
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ITS2 do rDNA foi sequenciada para confirmar a identidade dos isolados representativos
dentro de cada espécie identificada pelo EF1-a.

Cada reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 50 pl
contendo 21 ul de agua, 1 pul de DNA, 1.5 uM de cada primers e 25 pl de PCR Master Mix
(2X) (0.05 u pl™ de Tag DNA polimerase, reaction buffer, 4 mM MgCl,, 0.4 mM de cada
dNTP; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). As reacGes de PCR foram realizadas em
termociclador (Biocycler MJ 96; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os produtos de
PCR amplificados foram separados por eletroforese em géis de agarose a 1,5% em Tris-
acetato 1.0 x &cido EDTA (TAE) e foram fotografadas sob luz UV, apds coloracdo em
brometo de etidio (0.5ug/ml) durante 1 min. Os produtos de PCR foram purificados utilizando
o kit de limpeza da AxyPrep™ PCR (Axygen), seguindo as instru¢des do fabricante. As
regides ITS e EF1-a foram sequenciadas em ambas as direcOes, utilizando um ABI PRISM®
3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) na Plataforma de Sequenciamento
LABCEN / CCB na Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil).

Anaélises filogenéticas

Sequéncias foram editadas utilizando o programa Chromas v. 2.32 (Technelysium Pty Lda.,
Brisbane, Australia). As sequéncias foram alinhadas com ClustalX v. 1.83 (Thompson et al.
1997) e ajustadas manualmente, quando necessério. Informacdes filogenéticas contendo
indels (gaps) foram incorporadas nas analises filogenéticas conforme descrito por Young and
Healy (2003). O teste de homogeneidade de parti¢do determinou a possibilidade de combinar
0 conjunto de dados da regido ITS e EF1-a (Farris et al. 1995; Huelsenbeck et al. 1996).
Sequéncias nucleotidicas de espécies de Lasiodiplodia obtidas no GenBank foram incluidas
nas analises (Tabela 1). Diplodia seriata De Not. (CBS 112555) and D. mutila Fr. (CBS
112553) foram utilizadas como grupo externo.

As andlises filogenéticas foram realizadas com o programa PAUP v. 4.0b10 (Swofford
2003) para a maxima parciménia e MrBayes v. 3.0b4 (Ronquist e Huelsenbeck 2003) para
analises bayesianas.

As analises de Maxima-parcimonia foram realizadas utilizando a opc¢do de busca
heuristica com 1000 taxa de adicdo aleatoria e arvore com bisseccdo e reconexdo (TBR) com
o0 algoritmo “branch-swapping”. A robustez das &rvores mais parcimoniosas foi avaliada a
partir de 1000 replicagdes de bootstrap (Hillis and Bull 1993). Outras medidas foram obtidas

como indice de consisténcia (CI), indice de retengédo (RI) e indice de homoplasia (HI).
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As analises Bayesianas foram realizadas empregando o método de Monte Carlo via
Cadeia de Markov. O modelo evolutivo general time-reversible (Rodriguez et al. 1990),
incluindo a estimativa dos sitios invariaveis e assumindo a distribuicdo gamma discreta com
seis categorias de taxa (GTR+I+I) foi utilizado. Quatro cadeias MCMC foram realizadas
simultaneamente, iniciando a partir de arvores aleatorias por 1.000.000 de geracbes. As
arvores foram amostradas a cada 100 geracOes para um total de 10.000 arvores. As primeiras
1.000 arvores foram descartadas como a fase de burn-in de cada analise. As probabilidades
posteriores (Rannala and Yang 1996) foram determinadas a partir de uma arvore consenso da
regra da maioria gerada com as 9.000 arvores remanescentes. Esta analise foi repetida trés
vezes iniciando de arvores aleatdrias diferentes para assegurar que arvores do mesmo espago
tenham sido amostradas durante cada analise.

Arvores filogenéticas foram visualizadas com Treeview (Page 1996). Sequéncias
obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank e o alinhamento no TreeBASE (S13281).
Isolados representativos das diferentes espécies de Lasiodiplodia obtidos neste estudo foram
depositados na Colegéo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos "Prof Menezes Maria"(CMM)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Brasil).

Caracterizacdo morfologica

Os isolados identificados nas analises filogenéticas foram utilizados para os estudos de
morfologia da colénia e caracteristicas de conidios. A morfologia das colénias dos isolados
foram registradas durante 15 dias de crescimento em BDA a 25 °C no escuro. Caracteristicas
de conidios foram observadas em meio AA 2% contendo aciculas de pinheiro autoclavadas e
incubadas em condic@es proximas da luz ultravioleta, tal como descrito anteriormente.

O comprimento e a largura de 50 conidios por isolado foram mensurados usando
microscopio composto (Olympus BX41; Olympus Co., Tokyo, Japdo) com camara digital
(Samsung SDC-415; Samsung Co., Seoul, Korea) e dispositivo de imagem (Motic Image Plus
2.0; Motic Group Co., Beijing, China). A média e o desvio padrdo das medidas dos conidios,
incluindo a proporgdo comprimento e largura (C/L), foram obtidos usando o programa
STATISTIX v. 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

Os isolados também foram utilizados para determinar o efeito da temperatura sobre o
crescimento micelial para as diferentes espécies. Um disco de BDA de 3 mm de didmetro,
contendo estruturas fangicas dos isolados, foi retirado das margens da coldnia com 3 dias de

crescimento e colocado no centro de uma placa de petri (90mm de didmetro) contendo BDA.
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Quatro repeticdes de cada isolado foram incubadas a temperaturas que variam entre 5 a 35 °C
em intervalos de 5 °C no escuro. Ap6s um periodo de incubacdo de 2 dias, o didametro das
colbnias (mm) foi medido em duas direcdes perpendiculares. O experimento foi feito duas
vezes. Os valores dos diametros das col6nias versus temperatura foram ajustados para curva
de regressdo usando modelo polinomial ctibico (y = a + bx + cx* + dx®) e a temperatura 6tima
foi estimada usando modelo de regressao e o sumario numérico com o auxilio do programa
TableCurve™™ 2D v. 5.01 Software (SYSTAT Software Inc., Chicago, IL, USA). A
temperatura 6tima foi definida como a temperatura que apresentou maior crescimento radial. Os
didmetros das colbnias a 30 °C foram usados para calcular a taxa de crescimento radial
(mm/dia). Andlises de variancia de um fator (ANOVA) foram conduzidas com os dados obtidos
pela temperatura 6tima e taxa do crescimento micelial e as médias comparadas pelo teste da
diferenga minima significativa de Fisher (LSD) ao nivel de significAncia de 5%, utilizando
STATISTIX v 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, USA).

Viruléncia em frutas

Os isolados utilizados na caracterizagcdo morfoldgica foram selecionados para este teste.
Manga da cv. Tommy Atkins no estadio trés de maturacdo (Assis 2004) foram lavados em
agua de torneira, desinfestados em etanol a 70% durante 1 minuto e hipoclorito de sodio a
1.5% durante 5 minutos, em seguida, enxaguados em agua destilada esterilizada. Apos serem
secos, as mangas foram mantidos em umidade relativa proxima de 100% pela deposi¢do em
bandejas pléasticas forradas com quatro camadas de papel toalha umedecidas com &gua. Cada
manga foi colocado sobre uma tampa de placa de Petri esterilizada, para evitar o contato
direto com a agua. Cada fruta foi ferida na regido mediana com a ponta de quatro alfinetes
estéreis através da superficie da casca a uma profundidade de 3 mm. Sobre cada ferimento foi
depositado um disco de BDA de 5 mm de didmetro, contendo estruturas fungicas dos
isolados, retirado da borda da colonia com 3 dias de idade crescidos em BDA a 25 °C no
escuro. Como testemunha foram utilizadas mangas contendo discos de BDA sem crescimento
fangico depositados sobre os ferimentos. As bandejas foram colocadas em sacos de plastico e
incubada a 25 °C no escuro. Os sacos de plastico e o papéis toalha foram removidos apés 48
horas e os frutos foram mantidos a mesma temperatura. Os isolados foram considerados
patogénicos quando a area lesionada ultrapassou o didmetro da lesdo de 5 mm inicial. A
viruléncia dos isolados foi avaliada pela medicdo do comprimento da leséo apds 72 horas da

inoculacdo em duas diregcOes perpendiculares. O experimento foi conduzido em delineamento
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inteiramente casualizado, com seis repeticdes por tratamento (isolado) e um fruto por
repeticdo. Diferencas na viruléncia causada por espécies Lasiodiplodia foram determinadas
por uma analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de LSD ao nivel de
significancia de 5% utilizando STATISTIX.

Resultados

Sequenciamento e andlises filogenéticas

Um total de 120 isolados de Lasiodiplodia spp. foi obtido a partir de ramos e frutos de
mangueira. Desse total, sete espécies de Lasiodiplodia foram identificadas a partir da analise
filogenética da sequéncia parcial do gene fator de elongacdo (EF1-a): L. crassispora Burgess
& Barber, L. egyptiacae, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. pseudotheobromae , L.
theobromae e Lasiodiplodia sp.. Para confirmar a identidade desses isolados, representantes
das supostas espécies tiveram a regido 1TS1-5.8S-1TS2 do rDNA sequenciada. Os fragmentos
de PCR da regido ITS e EFl-o foram aproximadamente 580 e 450 pares de base,
respectivamente. O teste de homogeneidade de particdo ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa entre os dados das diferentes regiGes do gene, o que indica que eles podem ser
combinados em um unico conjunto de dados (P = 0.08). O conjunto de dados combinados
continha 78 taxons e 2 espécies como grupo externo, gerando 747 caracteres. Desses, 548
foram constantes, 43 variaveis e ndo informativos e 147 informativos para parcimonia. Busca
heuristica gerou trés arvores igualmente parcimoniosas (TL=327; CI=0.758; RI=0.918;
HI=0.242). As analises filogenéticas de maxima parcimoénia e método Bayesiano produziram
topologias semelhantes (arvore Bayesiana ndo apresentado). Sequéncias nucleotidicas de
varias espécies de Lasiodiplodia obtidas do GenBank foram incluidas na analise, juntamente
com as sequéncias dos isolados obtidos neste estudo (Tabela 1). A andlise filogenética
resultou em 17 clados bem suportados. Cada clado corresponde a espécies previamente
descritas. Os isolados obtidos neste estudo agruparam em sete clados. A maioria dos isolados
(17 isolados) agruparam juntamente com um grande clado contendo a espécie L. theobromae
(CBS 164.96; CBS111530). Esses isolados se subdividiram em cinco sub-clados, com baixo
suporte. O segundo grupo com sete isolados agruparam com L. viticola, com um baixo apoio
de bootstrap (64%), mas um elevado suporte Bayesiano (100%). Sete isolados agruparam
juntamente com L. iraniensis apresentando um clado bem suportado (MP / MB: 99/1.0),

subdividido em dois outros sub-clados. Seis isolados agruparam com L. hormozganensis (MP
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/ MB: 80/0.72). Quatro isolados apresentaram sequéncias quase idénticas a espécie tipo de L.
pseudotheobromae, sendo fortemente apoiados (MP / MB: 99/1.0). Dois isolados agruparam
com uma espécie recentemente descrita em manga, L. egyptiacae (MP / MB: 74/0.90) e um
isolado residiu juntamente com a espécie L. crassipora fortemente apoiada por um valor de
bootstrap de 100%.

Lasiodiplodia theobromae foi a espécie prevalente neste estudo (44%), seguido por
Lasiodiplodia sp. (18%), L. iraniensis (17%), L. pseudotheobromae (13%), L.
hormozganensis (5%), L. egyptiacae (2 %) e L. crassispora (1%). A distribuicéo das espécies
de Lasiodiplodia diferiu entre os Vales do Assu e S&o Francisco. L. theobromae foi a especie
predominante nas duas regides. L. pseudotheobromae, L. iraniensis, L. hormozganensis e
Lasiodiplodia sp. também foram encontradas em ambas as regifes, enquanto as espécies L.
egyptiacae e L. crassipora foram encontradas apenas no Vale do S&o Francisco (Fig. 2).

Caracteristicas morfoldgicas e culturais

Os isolados que foram identificados nas analises filogenéticas a partir do conjunto de
dados combinados de ITS e EF1-o também foram utilizados para estudos de morfologia da
colonia e caracteristicas dos conidios. Estruturas anamorficas formaram-se sobre aciculas de
pinheiro em agar-agua (AA) 2% dentro de 2-4 semanas. Estruturas sexuais (teleomorfo) nédo
foram observadas durante este estudo. Todas as espécies mostraram caracteristicas
morfolégicas tipicas do género, ou seja, uma lenta maturacdo de conidios com paredes
espessas e estrias longitudinais resultantes da deposicdo de melanina na superficie interna da
parede (Punithalingam 1976, 1980). Todos os isolados cresceram rapidamente em BDA,
cobrindo toda a superficie das placas de Petri dentro de 3 dias. O micélio aéreo era
inicialmente branco, convertendo-a um cinza escuro esverdeado ou acinzentado ap6s 4-5 dias
em 25 ° C no escuro. Houve diferencas nas dimensdes de conidios entre as espécies de
Lasiodiplodia (Tabela 2). Os conidios produzidos pelas espécies obtidas no presente estudo
foram semelhantes as dimensdes de conidios de espécies de Lasiodiplodia previamente
descritas na literatura, apesar de em todos 0s casos apresentarem-se ligeiramente maiores
(Tabela 2).

Houve diferencas significativas (P < 0.05) na taxa de crescimento entre as espécies de
Lasiodiplodia e diferencas na temperatura 6tima para o crescimento micelial. A temperatura
6tima para o crescimento de L. iraniensis (28.2°C) foi significativamente menor do que a de
L. hormozganensis (31.1 °C), Lasiodiplodia sp. (29.9 °C) e L. theobromae (29.9 °C). As outras
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especies (L. crassispora, L. egyptiacae e L. pseudotheobromae) apresentaram valores
intermediarios de temperatura ideal para o crescimento, sem diferir dos extremos observados.
As taxas de crescimento micelial de L. hormozganensis e Lasiodiplodia sp. (49.1 mm / dia)
foram significativamente maior do que L. crassispora, L. iraniensis, L. pseudotheobromae e
L. theobromae, as quais variaram entre 35.9 e 41.4 mm/dia. Apenas L. egyptiacae (41.9

mm/dia) nao diferiu significativamente dos extremos (Tabela 3).

viruléncia em frutas

Todos os isolados de Lasiodiplodia foram patogénicos em frutos de manga. Sintomas
observados na superficie dos frutos apresentaram lesdes castanho-escuras com forma
aproximadamente circular e de consisténcia aquosa em torno dos locais de inoculagdo. Houve
diferenga significativa (P< 0.05) na viruléncia entre as espécies, L. hormozganensis e
Lasiodilodia sp. foram as mais virulentas, causando as maiores lesdes (33.8 mm e 33.6 mm,
respectivamente). As espécies menos virulentas foram L. iraniensis, L. pseudotheobromae, L.
egyptiacae e L. crassispora, com lesdes variando de 22.51 a 17.2 mm. O tamanho da les&o

induzida por L. theobromae diferiu dos extremos e apresentou uma viruléncia intermediaria
(Fig. 3).

Discussao

Sete espécies de Lasiodiplodia associadas a morte descendente e podriddo peduncular
da mangueira no Nordeste brasileiro foram identificadas no presente estudo: L. crassispora,
L. egyptiacae, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e
Lasiodiplodia sp.. Atualmente, vérias espécies de Lasiodiplodia tém sido relatadas
mundialmente na cultura da mangueira (Jacobs 2002; Slippers et al. 2005; Abdollahzadeh et
al. 2010; Costa et al. 2010; Sakalidis et al. 2011a; Ismail et al. 2012).

Neste estudo, L. theobromae foi a espécie mais frequentemente isolada com 42% e 48%
de todos os isolados no Vale do S&o Francisco e Vale do Assu, respectivamente, indicando
que é a espécie mais comum de Lasiodiplodia no Nordeste do Brasil. Esta espécie é
conhecida por sua distribuicdo cosmopolita e sua ampla gama de hospedeiros (Punithalingam
1980; Burgess et al. 2006) e é relatada como um importante patdgeno associado a doencas de
mangueiras nas regides tropicais e subtropicais (Ploetz et al. 1996; Jacobs 2002; Khanzada et
al. 2004; Abdollahzadeh et al. 2010; Costa et al. 2010; Sakalidis et al. 2011a; Ismail et al.



35

2012). A analise filogenética do clado L. theobromae revela baixo suporte nas analises de
méaxima parcimonia e método Bayesiano, indicando uma grande diversidade intra-especifica.
Esta variacdo intraespecifica também foi observada em outros estudos com esta espécie
(Pavilic et al. 2004; Begoude et al. 2010; Ismail et al. 2012). Durante os Gltimos 150 anos,
este fungo teve muitos nomes e foi tratado como muitas espécies diferentes. Esta tendéncia
terminou com a monografia de Punithalingam (1976), que reduziu a maioria das espécies para
sinonimia de L. theobromae. No entanto, recentemente, varias espécies tém sido descritas no
complexo L. theobromae, principalmente devido a crescente aplicagcdo de dados de sequéncia
de DNA, mas também por causa do aumento das areas de amostragem relativamente
inexploradas, incluindo Venezuela (Burgess et al. 2006), Australia (Pavlic et al. 2008), Ira
(Abdollahzadeh et al. 2010), Egito (Ismail et al. 2012) e Brasil (este estudo).

Lasiodiplodia sp. foi a segunda espécie mais prevalente no Vale do S&o Francisco, com
17% e a terceira no Vale do Assu, com 19% de todos os isolados. Considerando os dados
filogenéticos, os isolados de manga que agruparam com L. viticola formaram um subgrupo,
fortemente apoiados na analise Bayesiana (1.00), mas com apoio moderado de Maxima
parcimonia (64%). Analises adicionais sdo necessarias para esclarecer este subgrupo. Tal
estudo esta em andamento e sera abordada em um artigo futuro.

As espécies L. hormozganensis e L. iraniensis foram recentemente descritas no Ira
associadas a varios hospedeiros, incluindo manga (Abdollahzadeh e al. 2010). Neste trabalho,
L. iraniensis foi a terceira espécie mais prevalente, e L. hormozganensis, juntamente com
Lasiodiplodia sp., foram as espécies mais virulentas em manga. Resultado semelhante foi
encontrado por Sakalidis et al. (2011a), cujos isolados de L. hormozganensis produziram as
maiores lesdes em ramos de mangueira.

Nesse estudo, L. crassispora foi a espécie menos abundante com apenas um isolado.
Esta espécie apresenta paredes celulares espessas nos esporos imaturos e as estrias mais largas
nos esporos maduros, diferenciando-se das demais espécies (Burgues et al. 2006).
Atualmente, a gama de hospedeiros é considerada limitada e esta espécie tem sido relatada
apenas em Santalum album L., Eucalyptus urophylla ST Blake., V. vinifera, Corymbia sp.
Hook., e Syzygium spp. Gaertn. (Sakalidis et al. 2011b; Perez et al. 2010; Burgues et al. 2006;
Urbez-Torres et al. 2010). Informacdes sobre patogenicidade desta espécie sdo escassas. L.
crassispora foi isolada como endofitica a partir de Adansonia gregorii F. Muell. e 0s ensaios
de patogenicidade demonstraram ser uma espécie patogénica (Sakalidis et al. 2011b). E
provavel que este fungo também ocorra como endéfitico em manga, mas com a capacidade de

causar doenca. Este estudo representa o primeiro relato desta espécie na cultura da mangueira
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no mundo, com comprovada patogenicidade, mas baixa viruléncia comparado com outras
especies encontradas no Nordeste do Brasil.

Lasiodiplodia pseudotheobromae difere de L. theobromae em seus conidios maiores e
mais elipséides. Esta espécie foi descrita a partir de Acacia, Citrus, Coffea, Gmelina e
especies de Rosa (Alves et al. 2008). Mundialmente, L. pseudotheobromae tem sido relatada
em diversos hospedeiros, mas no Brasil foi reportada apenas em Vitis spp. (Correia et al.
2012). O presente trabalho representa o primeiro relato desta espécie em mangueira no Brasil.
Em relacdo a patogenicidade, Sakalidis et al (2011a) destaca L. pseudotheobromae como a
especie mais virulenta em manga na Australia. Em outro trabalho, um teste de patogenicidade
em mudas de mangueira revelaram que alguns isolados de L. pseudotheobromae foram mais
virulentos do que L. theobromae (Ismail et al. 2012). Em Terminalia catappa L., esta espécie
também foi considerada como sendo a mais agressiva (Begoude et al. 2010). No entanto,
neste estudo, em comparacdo com outras espécies, L. pseudotheobromae nédo apresentou
viruléncia elevada em frutos de manga. Dados de patogenicidade em muitas culturas ainda
S30 escassos, pois por muito tempo esta espécie foi identificada como L. theobromae. No
entanto, trabalhos recentes sugerem que, como L. theobromae, L. pseudotheobromae também
apresenta distribuicdo mundial e uma ampla gama de hospedeiros (Abdollahzadeh et al. 2010;
Begoude et al. 2010; Sakalidis et al. 2011a; Ismail et al. 2012).

Outra espécie encontrada neste estudo foi L. egyptiacae, com apenas dois isolados. Esta
espécie foi descrita recentemente em mangueira no Egito. Este € o primeiro relato de L.
egyptiacae fora do Egito. Testes de patogenicidade realizados por Ismail et al. (2012)
mostraram que esta espécie € menos virulenta em manga quando comparada a outras espécies
de Lasiodiplodia. Neste estudo, L. egyptiacae também apresentou niveis baixos de viruléncia
em manga. Maior amostragem € necessario para compreender a gama de hospedeiros,
distribuicdo e variabilidade desta espécie.

Em relacdo as caracteristicas culturais, a temperatura étima para o crescimento micelial
para as espécies de Lasiodiplodia variou entre 28 e 31 °C. Além disso, todas as espécies neste
estudo cresceram a uma temperatura de 10 °C. Este crescimento a baixa temperatura
corrobora com o trabalho de Abdollahzadeh et al. (2010) e estd em contraste com outros
estudos que mostram apenas L. pseudotheobromae como capaz de crescer a esta temperatura
(Alves et al. 2008; Ismail et al. 2012). Como pode ser observado, as caracteristicas culturais
variam grandemente entre isolados de mesma espécies e sdo, portanto, de valor limitado para

a determinagdo da espécie.
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Todas as espécies encontradas no Nordeste do Brasil tém potencial de causar doencas
em mangueira, mas L. hormozganensis e Lasiodiplodia sp. foram as espécies mais virulentas.
InformacgOes sobre estas espécies sdo escassas por causa de suas recentes descri¢des. Sao
necessarios estudos sobre a epidemiologia e impacto na producdo de manga, juntamente com
as informac0es referentes a distribuicéo, ecologia e gama de hospedeiros de todas as espécies
de Lasiodiplodia encontradas neste estudo.

A correta identificagdo de fungos patogénicos de plantas é de extrema importancia para
a quarentena e medidas de controle, uma vez que as medidas de controle séo especificas para
cada patogeno. Este estudo encontrou sete espécies de Lasiodiplodia associada a morte
descendente e podriddo peduncular em mangueira. Futuras pesquisas sobre a distribuicéo e
epidemiologia sdo importantes e podem auxiliar na busca de estratégias eficazes de gestdo

desses patdgenos que representam uma ameaca para a cultura da mangueira no Brasil.
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Figura 1 Uma das 3 arvores igualmente parcimoniosas (TL=327; Cl1=0.758; RI=0.918;

HI=0.242) obtidas a partir da anélise combinada das sequéncias de dados da regido ITS e

EF1-a. Os suportes de Maxima parciménia e analise Bayesiana sao mostrados nos nos.
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Vale do Assu (n=172)

L. hormozganensis
3%

L. iraniensis
22%

L. theobromae
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L. pseudotheobromae
14%

Lasiodiplodia sp.
19%

Vale do Séo Francisco (n=48)

L. crassispora L. egyptiacae
2% 4%

L. hormozganensis
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L. iraniensis
8%

L. theobromae
48%

L. pseudotheobromae
13%

Lasiodiplodia sp.
17%

Figura 2 Frequéncia (%) de espécies de Lasiodiplodia associadas a morte descendente e
podriddo peduncular da mangueira no vale do Sao Francisco e Vale do Assu no Nordeste do
Brasil.
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Figura 3 Diametro médio da lesdo (mm) causada por espécies de Lasiodiplodia associadas a
morte descendente e podriddo peduncular da mangueira no nordeste do Brasil, 72 h apds a
inoculagdo em frutos da cultivar Tommy Atkins. Barras acima das colunas correspondem ao
erro padrdo da média. Colunas com a mesma letra ndo diferem significativamente de acordo

com o teste de Fisher (P <0,05).



Tabela 1 Isolados utilizados nas andlises filogenéticas.
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Espécie Isolado® Hospedeiro Origem Coletor Acesso GenBank
ITS EF-la
Diplodia mutila CBS 112553 Vitis vinifera Portugal AJ.L. Phillips AY259093 AY573219
D. seriata CBS 12555 Vitis vinifera Portugal A.J.L. Phillips AY259094 AY573220
Lasiodiplodia citricola CBS 124707 Citrus sp. Ird J. Abdollahzadeh & A. Javadi GU945354 GU945340
L. citricola IRAN 1521C Citrus sp. Ird A. Shekari GU945353 GU945339
L. crassispora CMW 13488 Eucalyptus urophylla  Venezuela S. Mohali DQ103552 DQ103559
L. crassispora CMW 14691 Santalum album Australia T.l1. Burgess & G. Pegg DQ103550 DQ103557
L. crassispora CMM 3982 Mangifera indica Brasil M.W. Marques JX464058 JX464015
L. egyptiacae CBS 130992 M. indica Egito AM. Ismail JN814397 JN814424
L. egyptiacae BOT 29 M. indica Egito AM. Ismail JN814401 JN814428
L. egyptiacae CMM 3981 M. indica Brasil M.W. Marques JX464072 JX464035
L. egyptiacae CMM 1485 M. indica Brasil V.S.0. Costa JX464076 JX464044
L. gilaniensis IRAN 1501C desconhecido Ird J. Abdollahzadeh & A. Javadi GU945352 GU945341
L. gilaniensis CBS 124704 desconhecido Ird J. Abdollahzadeh & A. Javadi GU945351 GU945342
L. gonubiensis CMW 14078 Syzigium cordatum Sul da Africa D. Pavlic AY639594 DQ103567
L. gonubiensis CBS 115812 S. cordatum Sul da Africa D. Pavlic DQ458892 DQ458860
L. hormozganensis CBS 124709 Olea sp. Ird J. Abdollahzadeh & A. Javadi GU945355 GU945340
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M.W. Marques

J. Carranza-Veléasquez
M.W. Marques

M.W. Marques

M.W. Marques

D. Pavlic

D. Pavlic

T.I. Burgess & G. Pegg

EU144051
EU144050
HQ288226
HQ288225
EF622084
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AY343482
EF622077
GU973874
IX464075
EF622077
IX464092
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DQ103553

EU144066
EU144065
HQ288268
HQ288267
EF622064
EF622063
EF445395
EF445396
EF622057
GU973866
IX464018
EF622057
IX464039
IX464020
IX464016

DQ103567

DQ458877

DQ103571




Continuacao

49

L. rubropurpurea

L. theobromae

L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae
L. theobromae

L. theobromae

WAC 12536

CBS 164.96

CBS 111530

CMM 1476

CMM 1481

CMM 1517

CMM 4019

CMM 4033

CMM 4039

CMM 4041

CMM 4042

CMM 4043

CMM 4046

CMM 4047

CMM 4048

CMM 4050

CMM 4052

CMM 4053

E. grandis

Fruit on coral reef

coast

desconhecido

M
M
M
M
M
M
M
M.
M
M
M
M
M
M
M

. indica

. indica

. indica

. indica

. indica

. indica

. indica

indica

. indica

. indica

. indica

. indica

. indica

. indica

. indica

Australia

Nova Guiné

desconhecido
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Brasil

T.1. Burgess & G. Pegg
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M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

M.W.

Marques
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Marques
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Marques
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Marques
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Marques
Marques
Marques
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JX464062
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Brasil

Brasil
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Brasil

Brasil

Brasil

M.W. Marques

M.W. Marques

S. Mohali

S. Mohali

K. Striegler & G.M. Leavitt
R.D. Cartwright & W.D. Gubler
V.S.0. Costa

V.S.0. Costa

M.W. Marques
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°As identificaces em negrito representam as espécies tipo
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Tabela 2 Comparacdo das dimensdes conidiais de espécies de Lasiodiplodia encontradas

neste estudo

Espécies Dimensdes conidiais (pum) Razdo C/L Referéncias
Lasiodiplodia crassispora 26.61-28.61 x 16.34-18.84 1.6 Neste estudo

27-30 x 14-17 1.8 Burgess et al. 2006
L. egyptiacae 20.69-22.96 x 10.86-13.14 1.8 Neste estudo

20-24 x 11-13 1.8 Ismail et al. 2012
L. hormozganensis 20.62-22.89 x 11.8-13.09 18 Neste estudo

19.6-23.4 x 11.7-13.3 1.7 Abdollahzadeh et al. 2010
L. iraniensis 22.51-26.09 x 12.75-14.97 1.7 Neste estudo

18.7-23.0 x 12.1-13.9 16 Abdollahzadeh et al. 2010
L. pseudotheobromae 25.07-28.23 x 13.4-15.6 1.8 Neste estudo

25.5-30.5 % 14.8-17.2 1.7 Alves et al. 2008
L. theobromae 24.49-27.49 x 13.3-14.79 1.8 Neste estudo

23.6-28.8 x 13-154 1.9 Alves et al. 2008
Lasiodiplodia sp. 25.1-27.3 x 14.1-15.0 1.8 Neste estudo

*Razdo comprimento/Largura
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Tabela 3 Temperatura ideal para o crescimento micelial e taxa de crescimento micelial a
30°C de espécies de Lasiodiplodia associadas com morte descendente e podriddo peduncular

da mangueira no Nordeste do Brasil

Espécie n Temperatura 6tima (°C) + DP Taxa de crescimento micelial
(mm/dia) = DP

Lasiodiplodia crassispora 1 29.0+1.27 ab 359+4.20b

L. egyptiacae 1 29.3+1.27ab 41.9+4.20ab

L. hormozganensis 5 31.1+057a 49.1+188a

L. iraniensis 7 28.2+0.48b 41.4+1.67hb

L. pseudotheobromae 4 29.8 +0.64 ab 36.4+230b

L. theobromae 20 29.9+0.28 a 41.3+0.96 b
Lasiodiplodia sp. 6 29.9+0.52a 49.0+1.71a

Média + Desvio padrdo (DP). Valores na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Fisher (P<0.05).
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Resumo

Os membros de Botryosphaeriaceae sdo fungos associados a morte descendente, cancro e
podriddes em inimeros hospedeiros, incluindo manga. O objetivo deste estudo foi identificar
uma grande colecdo de isolados de Botryosphaeriaceae associados a morte descendente e
podriddo peduncular da mangueira na regido semi-arida do Nordeste do Brasil e comparar as
espécies em relacdo ao crescimento micelial, patogenicidade e viruléncia. Um total de 115
isolados foram amostrados e atraves de dados de sequéncias de DNA (ITS, BT e EFl-a) ¢
caracteristicas morfoldgicas, sete espécies foram identificadas: Botryosphaeria dothidea, B.
mamane, Fusicoccum fabicercianum, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum sp.,
Neoscytalidium dimidiatum e Pseudofusicoccum stromaticum. B. dothidea e P. stromaticum
foram as espécies mais frequentemente isoladas, representando 37% e 33%, de todos 0s
isolados, respectivamente. B. mamane representa o primeiro relato causando doencas em
mangueira no mundo. Houve diferencas significativas entre as espécies de
Botryosphaeriaceae obtidas neste estudo em relacdo a temperatura Otima e taxas de
crescimento micelial. Todas as espécies foram patogénicas em frutos de manga. E houve
diferencas significativas na viruléncia entre as espécies. Ne. dimidiatum e N. parvum foram as
espécies mais virulentas, enquanto P. stromaticum apresentou as menores lesées em frutos de

manga.

Palavras-chave: Botryosphaeriaceae, morte descendente, podriddo peduncular, Mangifera
indica, patogenicidade, filogenia

Introducéo

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de frutas tropicais do mundo,
sendo a manga (Mangifera indica L.) uma das frutas mais exportadas. A maior parte da
manga cultivada para o mercado internacional € proveniente do Vale do Séo Francisco, regido
localizada na parte Nordeste do pais. Em 2010, a producdo nacional foi de 1.197 milhGes de
toneladas e a &rea plantada atingiu 75.416 hectares, gerando cerca de 334 milhdes de dodlares.
(Agrianual 2012).

A cultura da mangueira é afetada por uma variedade de pragas e patdgenos. Entre a
vasta gama de patogenos flngicos que causam impacto na producao de manga no Brasil estdo
0os membros da Botryosphaeriaceae (Costa et al. 2010). O primeiro relato dessas espécies
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associadas a cultura da mangueira no Brasil ocorreu em 1947 (Batista 1947) e, desde entéo,
tornaram-se cada vez mais importantes (Tavares 2002; Tavares et al 1991).

As espécies pertencentes a familia Botryosphaeriaceae apresentam distribuicdo mundial
e ocorrem em uma grande variedade de plantas hospedeiras, incluindo monocotiledéneas,
dicotiledbneas, gimnospermas e angiospermas, nas quais sao encontradas como saprofitas,
parasitas e fungos endofiticos (Slippers e Wingfield 2007; von Arx 1987). Estes fungos estdo
relacionados a diferentes sintomas, tais como, cancros, podrides em frutos, morte
descendente e gomose (Von Arx, 1987).

Espécies de Botryosphaeriaceae sdo geralmente identificadas pelas caracteristicas
morfologicas de seus anamorfos uma vez que os teleomorfos sdo raramente encontrados na
natureza. Os caracteres morfoldgicos dos anamorfos, considerados Uteis para sua delimitacéo
taxondmica, incluem a morfologia dos conidios como ornamentagdo, forma, tamanho, cor,
septacéo, espessura e textura da parede, entre outros (Slippers e Wingfield 2007). No entanto,
devido a sobreposicdo dessas caracteristicas morfoldgicas tém-se enfatizado a importancia da
utilizacdo de métodos moleculares para identificacao dessas espécies (De Wet et al. 2008).

A taxonomia dos anamorfos da familia Botryosphaeriaceae € complexa e mudangas
consideraveis tém ocorrido recentemente. Historicamente, mais de 18 géneros de anamorfos
foram associados a Botryosphaeria Ces. & De. Not. Em um amplo estudo usando a regido
28S do rDNA e incluindo a grande diversidade morfoldgica de Botryosphaeriaceae foi
verificado que Botryosphaeria é composto por varias linhagens distintas que correspondem a
géneros individuais. Apenas B. dothidea (Moug.: Fr) Ces. & Not De. e B. corticis (Demaree
& Wilcox MS) Arx & E. Mull. foram mantidas em Botryosphaeria, enquanto as outras
espécies de Fusicoccum Corda foram transferidos para o novo género Neofusicoccum Crous,
Slippers & A.J.L. Phillips. Os géneros Pseudofusicoccum (Mohali, Slippers & M.J. Wingf.)
Mohali, Slippers & M.J. Wingf. e Neoscytalidium Crous & Slippers também foram descritos
neste estudo (Crous et al. 2006).

O uso de ferramentas moleculares vem provocando avancgos significativos na
identificacdo de Botryosphaeriaceae e inUmeras espécies tém sido descritas nos ultimos
tempos, tanto em vegetacdo nativa, quanto em diversas culturas de importancia econémica
(Luque et al. 2005; Phillips et al. 2005; Phillips et al. 2002; Slippers et al. 2004a, b). Pavlic et
al (2008) identificaram sete novas espécies em vegetacdo nativa na Australia. Trés novas
espécies de Neofusicoccum foram identificados por Pavlic et al. (2009a, b) dentro do
complexo N. parvum / N. Ribis na Africa do Sul baseado em uma analise multigénica. Em

2010, duas novas espécies, N. batangarum Begoude, Jol. Roux, Slippers e Lasiodiplodia
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mahajangana Begoude, Jol. Roux, Slippers foram descritos em Terminalia catappa L
(Begoude et al. 2010). Recentemente, Fusicoccum ramosum Pavlic, Burgess, M.J. Wingfield
(Pavlic et al. 2008), F. atrovirens JW.M. Mehl & B. Slippers (Mehl et al. 2011), F.
fabicercianum S.F. Chen, D. Pavlic, M.J. Wingf. & X.D. Zhou (Chen et al. 2011) e B.
schariffi Abdollahzadeh, Zare, A.J.L. Phillips (Abdollahzadeh, et al. 2013) foram descritos
em Botryosphaeria. Em relacdo ao género Lasiodiplodia, 16 novas espécies foram relatadas
desde 2004. (Pavlic et al. 2004, 2008; Burgess et al, 2006; Damm et al. 2007; Alves et al.
2008; Begoude et al. 2010; Abdollahzadeh et al. 2010; Urbez-Torres et al. 2012; Ismail et al.
2012). O aumento do nimero de espécies é reconhecido ndo s6 devido a utilizacdo de dados
filogenéticos, mas também por causa de regides geograficas relativamente pouco exploradas.

Vérias espécies de Botryosphaeriaceae sdo relatadas causando doengas em mangueira
no mundo todo: N. parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, N.
mangiferae (Syd. & P. Syd.) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, B. dothidea e L. theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl s&o os patdgenos mais comuns (Slippers et al. 2005; Javier-Alva et al.
2009; Costa et al. 2010). Recentemente, quatro novas espécies de Lasiodiplodia, B. schariffi e
N. mediterraneum Crous, M.J. Wingf. & A.J.L. Phillips foram associadas a este hospedeiro
no Ird (Abdollahzadeh et al. 2010, 2013). Na Australia, Neoscytalidium novaehollandiae
Pavlic, Burgess, M.J. Wingfield, Ne. dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers, Pseudofusicoccum
adansoniae Pavlic, Burgess, M.J. Wingfield, P. ardesiacum Pavlic, Burgess, M.J. Wingfield,
P. kimberleyense Pavlic, Burgess, M.J. Wingfield, L. iraniensis Abdollahzadeh, Zare & A.J.L.
Phillips e L. pseudotheobromae A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous foram isoladas de
mangueira (Sakalidis et al. 2011; Ray et al. 2010). Em 2012, uma nova espécie L. egyptiacae
A.M. Ismail, L. Lombard & Crous, L. theobromae e L. pseudotheobromae foram descritas no
Egito a partir de sintomas de morte descendente (Ismail et al. 2012).

No Brasil, a morte descendente e a podriddo peduncular sdo doencas atribuidas
principalmente a L. theobromae. No entanto, estudos recentes utilizando métodos moleculares
revelaram a presenca de espécies como Botryosphaeria dothidea, Fusicoccum aesculi e
Pseudofusicoccum stromaticum (Mohali, Slippers & M.J. Wingf.) Mohali, Slippers & M.J.
Wingf. envolvidas com essas doengas no Nordeste do Brasil (Costa et al. 2010; Marques et al.
2012).

Considerando o numero de espécies associadas a cultura da mangueira no mundo,
parece provavel que existam outras espécies envolvidas com este hospedeiro no Brasil.
Portanto, o objetivo deste estudo foi combinar caracteres morfoldgicos e dados de sequéncias

de DNA (ITS, BT e EF1-0) para caracterizar um grande nimero de isolados e identificar as
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especies de Botryosphaeriaceae associadas a Mangifera indica no Nordeste Brasil e comparar

estas espécies em relacdo ao seu crescimento micelial, patogenicidade e viruléncia.

Materiais e Métodos

Coleta e isolamento fungico

Entre os meses de abril e junho de 2010, ramos e frutos com sintomas de morte
descendente e podriddo peduncular foram coletados de plantagdes comerciais de mangueira
no Vale do S&o Francisco, regido Nordeste do Brasil. Os tecidos de plantas foram
desinfestados em etanol a 70% durante 30 s e hipoclorito de sodio 1.5% durante 1 min. As
amostras foram lavadas em agua destilada esterilizada durante 30 s e secas em papel toalha
esterilizado. Pequenos fragmentos (4-5 mm) de tecido foram obtidos a partir da margem entre
0 tecido necrético e aparentemente saudavel e plaqueados em batata dextrose agar (BDA)
(Acumedia, Lansing, EUA) modificado com 0.5 g/l de sulfato de estreptomicina (BDAS). As
placas foram incubadas a 25 °C no escuro por 3 a 4 dias e colonias flngicas emergidas dos
fragmentos com caracteristicas de espécies de Botryosphaeriaceae como descrito no site
Botryosphaeria (http://www.crem.fct.unl.pt/botryosphaeria_site/) foram repicadas para novas
placas contendo BDA e incubadas a 25 °C no escuro, com observacfes aos 3, 5 e 15 dias.
Para obtencdo de isolados monosporicos, picnidios foram obtidos em meio agar agua 2% -
AA com aciculas de pinheiro esterilizadas como substrato apos trés semanas de incubacdo a
25 oC sob fotoperiodo de 12 h com luz proxima a ultravioleta (Slippers et al. 2004). Um
unico picnidio foi retirado de cada isolado sob microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi DV4;
Carl Zeiss, Berlin, Germany) e macerado em agua destilada esterilizada para producao de uma
suspensdo de conidios. Uma aliquota dessa suspensdo foi distribuida em BDA e incubada a
280C no escuro por 24 h. Um unico isolado monosporico foi recuperado de cada amostra
individual e transferido para uma nova placa contendo BDA. Os isolados obtidos foram

armazenados em tubos de BDA a 5 °C no escuro.
Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento
Uma porcdo do gene do fator de elongacdo (EF1-a) foi sequenciado para os 115

isolados obtidos da cultura da mangueira. A partir dai, isolados representativos de cada

especie foram selecionados, totalizando 28 isolados, os quais foram sequenciados com a
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sequéncia completa do ITS do rDNA e seis isolados de Neofusicoccum foram sequenciadas
com a sequéncia parcial da B-tubulina (Tabela 1). Os genes foram usados para esclarecer as
relagdes entre isolados obtidos neste estudo. Utilizando uma ponta de pipeta esterilizada de 10
ul, uma pequena quantidade de micélio aéreo foi raspada da superficie de uma cultura de 5
dias de idade em BDA a 25 °C e o DNA genbémico foi extraido utilizando o AxyPrep™
Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Scientific Inc. , Union City, EUA),
seguindo as instrucbes do fabricante. A regido ITS foi amplificada utilizando os
oligonucleotideos ITS1 e ITS4 (White et al. 1990), como descrito por Slipper et al (2004b) e o
gene EF1-a foi amplificado utilizando os oligonucleotideos EF1-688F e EF1-1251R (Alves et
al. 2008) como descrito por Phillips et al. (2005).

Cada reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 50 pl
contendo 21 pl de 4gua, 1 pl de DNA, 1.5 uM de cada primers e 25 pl de PCR Master Mix
(2X) (0.05 u plI-1 de Tag DNA polimerase, reaction buffer, 4 mM MgCl2, 0.4 mM de cada
dNTP; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). As reacGes de PCR foram realizadas em
termociclador (Biocycler MJ 96; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os produtos
amplificados de PCR foram separados por eletroforese em géis de agarose a 1.5% em Tris-
acetato 1.0 x acido EDTA (TAE) e foram fotografadas sob luz UV, ap6s coloracdo com
brometo de etidio (0.5ug/ml) durante 1 min. Os produtos de PCR foram purificados utilizando
o kit de limpeza da AxyPrep™ PCR (Axygen) seguindo as instrucdes do fabricante. As
regides ITS e EF1-a foram sequenciadas em ambas as diregoes, utilizando um ABI PRISM®
3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) na Plataforma de Sequenciamento
LABCEN / CCB na Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil).

Analises filogenéticas

Sequéncias foram editadas utilizando o programa Chromas v. 2.32 (Technelysium Pty
Lda., Brisbane, Australia), alinhadas com ClustalX v. 1.83 (Thompson et al. 1997) e ajustadas
manualmente quando necessario. InformacGes filogenéticas contendo indels (gaps) foram
incorporadas as analises filogenéticas conforme descrito por Young and Healy (2003). O teste
de homogeneidade de particdo determinou a possibilidade de combinar o conjunto de dados
daregido ITS e EF1-a (Farris et al. 1995; Huelsenbeck et al. 1996). Sequéncias de espécies de

Botryosphaeriaceae obtidas no GenBank foram incluidas nas analises (Tabela 1).
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As andlises filogenéticas foram realizadas com o programa PAUP v. 4.0b10 (Swofford
2003) para a maxima parciménia e MrBayes v. 3.0b4 (Ronquist e Huelsenbeck 2003) para
analises bayesianas.

As anélises de Maxima-parcimoénia foram realizadas utilizando a op¢do de busca
heuristica com 1000 taxa de adicdo aleatoria e arvore com bisseccdo e reconexdo (TBR) com
o algoritmo “branch-swapping”. A robustez das arvores mais parcimoniosas foi avaliada a
partir de 1000 replicacbes de bootstrap (Hillis and Bull 1993). Outras medidas foram
utilizadas como indice de consisténcia (ClI), indice de retengdo (RI) e indice de homoplasia
(HI).

As analises Bayesianas foram realizadas empregando o método de Monte Carlo via
Cadeia de Markov. O modelo evolutivo general time-reversible (Rodriguez et al. 1990),
incluindo a estimativa dos sitios invariaveis e assumindo a distribuicdo gamma discreta com
seis categorias de taxa (GTR+I+I) foi utilizado. Quatro cadeias MCMC foram realizadas
simultaneamente, iniciando a partir de arvores aleatorias por 1.000.000 de geracbes. As
arvores foram amostradas a cada 100 geracOes para um total de 10.000 arvores. As primeiras
1.000 arvores foram descartadas como a fase de burn-in de cada analise. As probabilidades
posteriores (Rannala and Yang 1996) foram determinadas a partir de uma arvore consenso da
regra da maioria gerada com as 9.000 arvores remanescentes. Esta analise foi repetida trés
vezes iniciando de arvores aleatdrias diferentes para assegurar que arvores do mesmo espago
de arvore tenham sido amostradas durante cada analise.

Arvores filogenéticas foram visualizadas com Treeview (Page 1996). Sequéncias
obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank e o alinhamento no TreeBASE (S13281).
Isolados representativos de diferentes espécies de Botryosphaeriaceae obtidos neste estudo
foram depositados na Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos "Prof Menezes Maria
"(CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Brasil).

Caracterizacdo morfologica

Os isolados identificados nas analises filogenéticas foram utilizados para os estudos de
morfologia de col6nia e caracteristicas de conidios. A morfologia das col6nias dos isolados
foi avaliada durante 15 dias de crescimento em BDA a 25 °C no escuro. Caracteristicas de
conidios foram observadas em meio AA 2% contendo aciculas de pinheiro autoclavadas e

incubadas em condicGes proximas da luz ultravioleta, tal como descrito anteriormente.
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O comprimento e a largura de 50 conidios por isolado foram mensurados usando
microscopio composto (Olympus BX41; Olympus Co., Tokyo, Japdo) com camara digital
(Samsung SDC-415; Samsung Co., Seoul, Korea) e dispositivo de imagem (Motic Image Plus
2.0; Motic Group Co., Beijing, China). A média e o desvio padrdo das medidas dos conidios,
incluindo a propor¢cdo comprimento e largura (C/L), foram obtidos usando o programa
STATISTIX v. 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

Os isolados também foram utilizados para determinar o efeito da temperatura sobre o
crescimento micelial das diferentes espécies. Um disco de BDA de 3 mm de diametro,
contendo estruturas fungicas dos isolados, foi retirado da borda da col6nia com 3 dias de
crescimento e colocado no centro de uma placa de petri (90mm de didmetro) contendo BDA.
Quatro repeticdes de cada isolado foram incubadas a temperaturas que variam entre 5 a 35 °C
em intervalos de 5 °C no escuro. Ap6s um periodo de incubagdo de 3 dias, o didmetro das
colbnias (mm) foi medido em duas direcdes perpendiculares. O experimento foi feito duas
vezes. Os valores dos diametros das col6nias versus temperatura foram ajustados para curva
de regressdo usando modelo polinomial cubico (y = a + bx + cx2 + dx3) e a temperatura
Otima foi estimada usando modelo de regressdo e o sumario numérico com o auxilio do
programa TableCurve™ 2D v. 5.01 Software (SYSTAT Software Inc., Chicago, IL, USA). A
temperatura 6tima foi definida como a temperatura que apresentou maior crescimento radial.

Os diametros da col6nia a 30 °C foram usadas para calcular a taxa de crescimento radial
(mm/dia). Anélises de variancia de um fator (ANOVA) foram conduzidas com os dados
obtidos pela temperatura 6tima e taxa do crescimento micelial e as médias comparadas pelo
teste da diferenca minima significativa de Fisher (LSD) ao nivel de significancia de 5%,
utilizando STATISTIX v 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, USA).

Patogenicidade e viruléncia em frutas

Os isolados utilizados na caracterizagcdo morfoldgica foram selecionados para este teste.
Manga da cultivar Tommy Atkins no estadio trés de maturacdo (Assis 2004) foram lavados
em agua de torneira, desinfestados em etanol a 70% durante 1 minuto e hipoclorito de sodio a
1.5% durante 5 min, em seguida, lavadas em agua destilada esterilizada. Apds serem secos, 0S
frutos foram mantidos em umidade relativa proxima de 100% pela deposicdo em bandejas
plasticas forradas com quatro camadas de papel toalha umedecidas com agua. Cada fruto foi
colocado sobre uma tampa de placa de Petri esterilizada, para evitar contato direto com a

agua. Cada fruto foi ferido na regido mediana, ferindo com a ponta de quatro alfinetes
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esterilizados através da superficie da casca a uma profundidade de 3 mm. Sobre cada
ferimento foi depositado um disco de BDA de 5 mm de didmetro, contendo estruturas
fangicas dos isolados, extraido da borda da colénia com 3 dias de idade crescidos em BDA a
25 °C no escuro. Como testemunha foram utilizados frutos contendo discos de BDA sem
crescimento fungico depositados sobre os ferimentos. As bandejas foram colocadas em sacos
de plastico e incubada a 25 °C no escuro. Os sacos de plastico e o papel toalha foram
removidos ap6s 48 horas e os frutos foram mantidos a mesma temperatura. Os isolados foram
considerados patogénicos quando a area lesionada ultrapassou o diametro de 5 mm inicial. A
viruléncia dos isolados foi avaliada pela medicdo do comprimento da lesdo apds 5 dias da
inoculacdo em duas direcdes perpendiculares, em cada fruto. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢cbes por tratamento (isolado) e um
fruto por repeticdo. O experimento foi realizado duas vezes. Diferengas na viruléncia
causadas por espécies de Botryosphaeriaceae foram determinadas por uma anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de LSD ao nivel de significancia de 5%
utilizando STATISTIX.

Resultados

Analises filogenéticas

Um total de 115 isolados foi obtido a partir de ramos e frutos de mangueira no Nordeste
do Brasil. Desse total, sete espécies de Botryosphaeriaceae foram identificadas a partir da
anélise filogenética da sequéncia parcial do fator de elongagdo (EF1-a): Botryosphaeria
dothidea, B. mamane, N. parvum, Fusicoccum fabicercianum, Neofusicoccum sp.,
Neoscytalidium dimidiatum e Pseudofusicoccum stromaticum. Para confirmar essas
identidades, representantes de cada espeécie, totalizando 28 isolados, foram sequenciados com
a regido do espaco interno transcrito (ITS) e seis isolados de Neofusicoccum foram
sequenciados também com a sequéncia parcial do gene B-tubulina. As reacdes de PCR foram
realizadas com sucesso para os trés pares de oligonucleotideos selecionados. O produto de
PCR da regido ITS foi de aproximadamente 580 pares de base ¢ dos genes B-tubulina e EF1-a
foram de aproximadamente 450 pares de base.

Neste estudo, trés arvores filogenéticas foram geradas. A andlise filogenética de
maxima parcimonia do conjunto de dados combinados do ITS e EF1-a de Botryosphaeria e

Neoscytalidium apresentou 827 caracteres. Desses, 543 foram constantes, 11 variaveis e nao
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informativos e 273 caracteres informativos para parcimonia (TL = 387; IC = 0.902; IR =
0.965; HI = 0.098). A busca heuristica gerou 16 arvores igualmente parcimoniosas com
semelhantes topologias, das quais uma é apresentada (Fig. 1). Nesta arvore, os isolados de
manga se agruparam em trés diferentes clados de espécies conhecidas. Os isolados
CMM3928, CMM3925, CMM3923, CMM3899 e CMM3905 agruparam com F.
fabicercianum, apoiados por um suporte de 95 e 83% para analises de Maxima Parcimonia e
Método Bayesiano, respectivamente. Os isolados CMM3937, CMM3938, CMM3940 foram
agrupados juntamente com a espécie B. dothidea. Os Isolados CMM3941 e CMM1390
agruparam dentro de B. mamane, com um elevado suporte (MP / MB: 100/1.0), enquanto
CMM3979 e CMM3980 residiram juntamente com Ne. dimidiatum.

O conjunto de dados combinados de ITS e EF1-a do genéro Neofusicoccum continha 10
isolados deste estudo e 40 sequéncias obtidas do GenBank. A analise de parcimbnia mostrou
que dos 766 caracteres, 549 foram constantes, 14 variaveis e ndo informativos e 203
informativos. (TL = 246; IC = 0.786; IR = 0.925; HI = 0.214). A busca heuristica gerou 87
arvores igualmente parcimoniosas com topologias semelhantes, das quais uma é apresentada
(Fig. 2). Neste conjunto de dados, os isolados do Brasil agruparam em dois clados. A maioria
dos isolados (CMM3945, CMM3944, CMM1271, CMM3943, CMM1291, CMM1465) se
agrupou em N. parvum (CBS 116459), apoiado por suporte de 96% na Maxima Parcimonia e
100% para 0 método bayesiano. Os isolados CMM1285, CMM1338 e CMM1269 ndo foram
claramente resolvidos. Portanto, para resolver este clado, o gene B-tubulina foi adicionado e
uma nova arvore foi gerada. O conjunto de dados concatenados de ITS, B-tubulina e EF1-a do
género Neofusicoccum apresentou 1.184 caracteres, dos quais 1087 foram constantes, 27
variaveis e ndo informativos e 70 informativos para parcimonia (TL = 109; IC = 0.908; IR =
0.93; HI = 0.092). Os Isolados CMM1285, CMM1338 e CMM1269 apresentaram um bom
suporte (MP / MB: 76/0.99), representando uma nova espécie filogenética. Os demais
isolados agruparam com N. parvum (MP / MB: 73/0.98) (Fig. 2). Os dados moleculares
combinados de ITS e EF1-oa do género Pseudofusicoccum apresentaram 864 caracteres, dos
quais 521 foram constantes, 308 variaveis e ndo informativos e 35 informativos (TL = 364
passos; IC = 0.975; IR = 0.920; HI = 0.025). A busca heuristica gerou apenas uma arvore
(Fig. 3). Neste conjunto de dados, os isolados de manga agruparam com P. stromaticum com
51% e 94% de suporte para a analise de Maxima Parcimbnia e Método Bayesiano,
respectivamente.

O resultado deste estudo demostra que B. dothidea (37%) e P. stromaticum (33%)

foram os fungos mais prevalentes isolados de mangueira no Vale do S&o Francisco, seguido



64

por N. parvum (9%), F. fabicercianum (7%), Neofusicoccum sp. (10%), Neoscytalidium
dimidiatum (2%) (Fig. 4).

Morfologia e caracteristicas culturais

Os isolados que foram utilizados nas analises filogenéticas foram utilizados para o
estudo de morfologia da col6nia e caracteristicas de conidios. Isolados de Neofusicoccum sp.
ndo produziram conidios, ndo sendo possivel descrever a nova espécie. Os conidios dos
isolados de Ne. dimidiatum foram elipsdide a ovdide, hialino, inicialmente asseptados,
tornando-se castanho-escuros com 2-septos com a maturidade, com uma célula central mais
escura do que as células da extremidade e compostas por cadeias de artroconidios. Todos 0s
outros isolados produziram estruturas anamérficas sobre aciculas de pinheiro em agar agua
(AA) dentro de 2-4 semanas. Estruturas sexuais (teleomorfo) ndo foram observadas durante
este estudo. As demais espécies produziram conidios hialinos, fusoides, alongados e de
paredes finas. Todos os isolados cresceram rapidamente em BDA, cobrindo toda a superficie
das placas de Petri em 4 dias. O micélio aéreo era inicialmente branco, convertendo-se para
cinza escuro-esverdeado ou acinzentado, ap6s 4-5 dias a 25 °C. As dimensdes dos conidios
produzidos pelas espécies obtidas neste estudo foram semelhantes as dimensdes conidiais das
especies previamente descritas na literatura (Tabela 2)

Houve diferencas significativas (P < 0,05) na taxa de crescimento entre as espécies
obtidas neste estudo e diferencas na temperatura Otima para o crescimento micelial. A
temperatura 6tima variou entre 25.4 a 30.8 °C. Ne. dimidiatum (30.8 °C) e P. stromaticum
(30.4 °C) apresentaram as maiores temperaturas, enquanto N. parvum apresentou a menor
temperatura 6tima para o crescimento micelial, diferindo significativamente das demais. A
taxa de crescimento micelial de Ne. dimidiatum (41.2 mm/dia) foi significativamente maior,
diferindo das demais especies, que variaram de 29.5 a 19.7 mm/dia. B. dothidea e F.
fabicercianum apresentaram as menores taxas de crescimento micelial 21.9 e 19.7 mm/dia,

respectivamente (Tabela 3).
Patogenicidade e viruléncia em frutos
Todas as espécies de Botryosphaeria, Neofusicoccum, Neoscytalidium e

Pseudofusicoccum coletadas neste estudo foram patogénicas em manga. InoculagGes

resultaram em lesbes de cor castanho escuros aproximadamente circulares de consisténcia



65

aquosa sobre a superficie do fruto. A analise de variancia mostrou que houve diferenca
significativa (P < 0.05) de viruléncia entre as espécies. Ne. dimidiatum, N. parvum e B.
dothidea foram as espécies mais virulentas. Os isolados de P. stromaticum produziram as
menores lesdes em frutos. O comprimento das lesdes produzidas por B. mamane, F.

fabicercianum e Neofusicoccum sp. apresentaram viruléncia intermediaria (Fig. 5).

Discussao

Neste estudo, sete diferentes espécies de Botryosphaeriaceae distribuidas em quatro
géneros foram identificadas a partir da cultura da mangueira no Nordeste do Brasil. Estas
identificacGes foram apoiadas por caracteristicas morfolégicas e dados de sequéncias de DNA
(ITS, BT e EF1-q).

No mundo, ha varios estudos que relatam espécies de Botryosphaeriaceae causando
doengas em mangueira, anteriormente as espécies mais comumente encontradas eram
Botryosphaeria dothidea, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum e N.
mangiferum. Atualmente, diversas espécies estdo associadas a este hospedeiro (Sakalidis et al.
2011; Ray et al. 2010; Abdollahzadeh et al. 2010, 2013, Ismail et al. 2012; Marques et al.
2012).

No Nordeste brasileiro, a expansdo da area cultivada e a intensificacdo das técnicas de
manejo na cultura da mangueira tém favorecido a ocorréncia de doengas tais como a podridao
peduncular e morte descendente. Estas doencgas foram associadas exclusivamente ao patogeno
L. theobromae e, posteriormente N. parvum, B. dothidea e P. stromaticum foram relatadas
(Costa et al. 2010; Marques et al. 2012). Neste estudo, mais quatro espécies foram
encontradas associadas a essas doencas, incluindo: B. mamane D.E. Gardner, Fusicoccum
fabicercianum, Neofusicoccum sp. e Neoscytalidium dimidiatum. Todas estas espécies
representam o primeiro relato na cultura da mangueira no Brasil.

As espécies B. dothidea e N. parvum sdo frequentemente associadas a doencas da
mangueira no mundo todo (Slippers et al. 2005) e geralmente sdo encontradas em regides
temperadas (Burgess et al. 2006; Pavlic et al. 2007; Sakalidis et al. 2011). Pesquisa recente
relatou B. dothidea em uma ampla distribuicao no Ird, sendo encontrada em uma variedade de
climas que vdo desde regides temperadas e Umidas para regides semi-aridas e tropicais
(Abdollahzadeh et al. 2013). No presente trabalho, B. dothidea foi a espécie mais prevalente
na regido semi-arida do Brasil, representando 37% de todos os isolados amostrados.
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Mundialmente, esta espécie esta associada a uma ampla variedade de hospedeiros. No
Brasil, ela tem sido relatada em pera, maca, videira, eucalipto e manga (Becker e leki 2002,
Costa et al. 2010, Mendes et al. 1998).

Neofusicoccum parvum é um dos patdgenos mais comuns em mangueira causando
morte descendente e podriddo peduncular (Slippers et al. 2005; Johnson 1992). Foi relatado
em mangueira no Brasil pela primeira vez em 2009 (Costa et al. 2010). Esta espécie esta
intimamente relacionada com N. ribis, mostrando sobreposicdo de caracteristicas
morfolégicas com N. parvum, levando a confuséo e erros de identificacdo, exigindo, portanto,
0 uso de métodos moleculares para distingdo dessas espécies. No entanto, a utilizagdo de
apenas um gene pode subestimar a diversidade real, principalmente entre as espécies
estritamente relacionadas ou cripticas (Taylor et al. 2000). Assim, dados de sequéncias de
nucleotideos da regido ITS, associados com o0s outros genes, como EF1-a e B-tubulina tém
sido aplicados com sucesso para discriminar espécies cripticas e elucidar as relacGes
filogenéticas de inUmeras espécies de Botryosphaeriaceae (De Wet et al. 2008; Phillips et a.
2008; Sakalidis et al. 2011; Mohali et al. 2007). Recentemente, quatro espécies: N.
batangarum, N. cordaticola Pavlic, Slippers, M.J. Wingfield, N. kwambonambiense Pavlic,
Slippers, M.J. Wingfield e N. umdonicola Pavlic, Slippers, M.J. Wingfield foram
identificadas neste complexo com base na genealogia de genes (Pavlic et al 2009a, b;
Begoude et al 2010). Outra espécie ndo descrita de Neofusicoccum foi encontrada neste
trabalho.

F. fabicercianum foi recentemente descrita em Eucalyptus sp. no Sul da China (Chen et
al. 2011). Filogeneticamente, F. fabicercianum esta intimamente relacionado com B. corticis,
B. dothidea, B. schariffi e F. ramosum. Este trabalho constitui o primeiro relato desta espécie
no Brasil e pela primeira vez na cultura da manga.

Um dado curioso desse estudo foi a identificacdo de B. mamane associada a mangueira,
uma vez que esta especie soO tinha sido relatada em vegetacdo nativa da Venezuela e Havai
(Gardner, 1997). Assim como a espécie P. stromaticum, somente relatada em Eucalyptus e
Acacia ssp na Venezuela (Mohali et al. 2006, 2007). Posteriormente, essa espécie foi relatada
em mangueira no Brasil (Marques et al. 2012). De acordo com Pavlic et al. (2008), o fato de
todas as espécies de Pseudofusicoccum ocorrerem em hospedeiros nativos em uma area
relativamente intacta da Australia ou, no caso de P. Stromaticum, em plantas australianas na
Venezuela, sugere que as espécies sdo provavelmente nativas da Australia. No entanto, neste
estudo, P. stromaticum foi a segunda espécie mais abundante, com 38% dos isolados,

indicando que este género € mais amplamente distribuido do que se acreditava anteriormente.
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A espécie Ne. dimidiatum é caracterizada por hifas pigmentadas, septadas, cadeias de
artroconidios e micélio aéreo com aspecto pulverulento. Ne. dimidiatum tem sido isolada a
partir de diferentes substratos, incluindo tecidos de plantas, solo, pele humana e unhas, além
de ser conhecido como patdgeno de planta (Punithalingam e Waterston 1970; Crous et al.
2006). Na Australia, este fungo foi isolado a partir de sintomas de morte descendente da
mangueira e produziu sintomas em manga durante os ensaios de patogenicidade (Sakalidis et
al. 2011; Ray et al. 2010). O mesmo ocorreu neste estudo: esta espécie foi isolada somente de
sintomas de morte descendente. No entanto, foi capaz de causar lesdes em manga, sendo a
espécie mais virulenta, comparada com as demais espécies obtidas neste estudo. No Brasil,
esta espécie foi relatada pela primeira vez causando podriddo radicular na planta Jatropha
curcas L. (Machado et al. 2012). Para nosso conhecimento, este é o primeiro relato desta
espécie associada a mangueira no Brasil. Estudos sobre o papel dessa espécie na
epidemiologia da doenca devem ser realizados.

Especificidade regional dentro de espécies de Botryosphaeriaceae tem sido observada
(Slippers and Wingfield 2007). Na Australia Ocidental, oito tdxons de Botryosphaeriaceae
foram identificados em mangueira, as espécies mais encontradas foram: Neo.
novaehollandiae, Neo. dimidiatum e P. adansoniae (Sakalidis et al. 2011). No leste da
Australia, as espécies identificadas foram N. parvum, N. mangiferum, B. dothidea e P.
kimberleyense (Slippers et al. 2005). No Brasil, B. dothidea, N. parvum e L. theobromae
foram encontradas nas principais regides produtoras de manga, mas a prevaléncia diferiu em
cada regido. No Vale do Séo Francisco, F. aesculi e N. parvum foram as espécies mais
prevalentes, enquanto no Vale Assu L. theobromae foi a espécie mais predominante (Costa et
al. 2010). Neste estudo, todas as espécies relatadas foram encontradas no Vale do S&o
Francisco. Essas diferencas podem ser devido a inimeros fatores, incluindo as cultivares
predominantes, as diferencas de clima e tipo de solo e as praticas de manejo (Lazziera et al.
2008).

A inoculacdo em manga foi realizada e todas as espécies apresentaram potencial em
causar danos na cultura. Neo. dimidiatum e N. parvum causaram as maiores lesdes nos frutos.
Dados semelhantes foram encontrados por Sakalidis et al. (2011). Estudos sobre a
epidemiologia e o impacto dessas espécies na cultura da manga devem ser realizados.

Este estudo encontrou sete espécies de Botryosphaeriaceae associadas a morte
descendente e podriddo peduncular da mangueira no Nordeste do Brasil. Talvez, pelas
condic@es climaticas favoraveis aos patdgenos e controle inespecifico aplicado ao hospedeiro,

essas doencas venham adquirindo importancia cada vez maior no Nordeste. Assim, futuras



68

pesquisas sobre estratégias de controle devem ser desenvolvidas para estas novas espécies

encontradas, as quais representam uma ameaca para a cultura da mangueira no Brasil.
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Figura 1 Uma das 16 arvores igualmente parcimoniosas obtidas a partir da analise combinada
das sequéncias de dados da regido ITS e EFl-o das espécies de Botryosphaeria e
Neoscytalidium (CI=0.902; RI=0.965; HI=0.098).0s suportes de Maxima Parciménia e
anélise Bayesiana sdo mostradas nos nds. A arvore foi enraizada com P. stromaticum (CMW

13434 e CMW 13435).
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Figura 2 A. Uma das 87 arvores igualmente parcimoniosas (C1=0.767; R1=0.923; HI=0,233)
obtidas a partir da analise combinada das sequéncias de dados da regido ITS and EF1-a. B.
Arvore mais parcimoniosa (C1=0.908; RI=0.931; H1=0.092) resultante da analise de maxima
parcimdnia da analise combinada das sequéncias de dados da regido ITS, BT e EF1-a para
espéecies de Neofusicoccum. Os suportes de Maxima Parciménia e analise Bayesiana sdo
mostrados nos nos.
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Figura 3 Arvore mais parcimoniosa (C1=0.987; RI=0.989; HI=0.013) obtida a partir da
analise combinada das sequéncias de dados da regido ITS e EFl-a para as espécies de
Pseudofusicoccum. Os suportes de Maxima Parciménia e analise Bayesiana sdo mostrados
nos nos. A arvore foi enraizada com B. dothidea (CAP 288 e CMW 8000).
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Vale do Sao Francisco (n = 115)

FP.stromaticum
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B.dothidea

Neofitsicoccum sp.
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B.mamane
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7]
9% Neo. dimidiatum 6%

294

Figura 4 Frequéncia (%) de espécies de Botryosphaeriaceae associadas a morte descendente e
podriddo peduncular da mangueira no vale do Séo Francisco no Nordeste do Brasil.
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Figura 5 Diametro médio da lesdo (mm) causada por espécies de Botryosphaeriaceae
associada a morte descendente e podriddo peduncular da mangueira no Nordeste do Brasil, 72
h apds a inoculagdo em frutos da cultivar Tommy Atkins. Barras acima das colunas
correspondem o erro padrdo da média. Colunas com a mesma letra ndo diferem

significativamente de acordo com o teste de Fisher (P < 0,05).



Tabela 1 Isolados de Botryosphaeriaceae utilizados nas analises filogenéticas.
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Taxon Isolado Hospedeiro Origem Coletor Acesso GenBank
ITS EF-la BT

Botryosphaeria atrovirens CMW 22682  Pterocarpus angolensis Sul da Africa J. Mehl & J. Roux FJ888476 FJ888457
B. atrovirens CMW 22674  P. angolensis Sul da Africa J. Mehl & J. Roux FJ888473  FJ8B88456
B. corticis CBS 119047  Vaccinium corymbosum  Estados Unidos  P.V. Oudemans DQ299245 EU017539
B. corticis ATCC 22927  Vaccinium sp. Estados Unidos  R.D. Millholland DQ299247 EU673291
B. dothidea CMW 8000 Prunus sp Suiga B. Slippers AY236949 AY236898
B. dothidea CAP 288 olive Italia C. Lazzizera EF638755  EF638732
B. dothidea CMM 3937 Mangifera indica Brasil M.W. Marques JX513643  JX513622
B. dothidea CMM 3938 M. indica Brasil M.W. Marques JX513645  JX513624
B. dothidea CMM 3940 M. indica Brasil M.W. Marques JX513644  JX513623
B. mamane CMW 13429  Eucalyptus hybrid Venezuela S. Mohali EF118048 GU134940
B. mamane CMW 13433  E. hybrid Venezuela S. Mohali EF118049 GU134941
B. mamane CMM 1390 M. indica Brasil M.W. Marques KC184893 JX513627
B. mamane CMM 3941 M. indica Brasil M.W. Marques KC184892 JX513626
B. scharifii CBS 124703 M. indica Ird J. Abdollahzadeh JQ772020  JQ772057
B. scharifii CBS 124702 M. indica Ird J. Abdollahzadeh & A. Javadi JQ772019  JQ772056
Fusicoccum fabicercianum CMW 24703  E. grandis hybrid China M.J. Wingfield & X.D. Zhou HQ332195 HQ332211
F. fabicercianum CMW 27094  Eucalyptus sp. China M.J. Wingfield HQ332197 HQ332213
F. fabicercianum CMM 3899 M. indica Brasil M.W. Marques JX513646  JX513625
F. fabicercianum CMM 3905 M. indica Brasil M.W. Marques JX513642  JX513621
F. fabicercianum CMM 3923 M. indica Brasil M.W. Marques JX513641  KC184894
F. fabicercianum CMM 3925 M. indica Brasil M.W. Marques JX513640  JX513620
F. fabicercianum CMM 3928 M. indica Brasil M.W. Marques JX513639  JX513619
F. ramosum CMW 22674  E. camaldulensis Austrélia D. Pavlic EU144055 EU144070
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JX513629
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JX464111
JX464112
JX464113
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Tabela 2 Comparacdo das dimensdes conidiais de espéecies de Botryosphaeriaceae encontradas

neste estudo e estudos anteriores

Espécies Dimendes Conidiais (um)  Razdo C/L* Referéncias
Botryosphaeria dothidea 19.54-22.8 x 3.98-4.92 4.8 Neste estudo
18-20 x 4-5 4.1 Slippers et al. 2004
B. mamane 29.39-31.43 x 7.35-8.73 4.0 Neste estudo
28-43 x 5-7 5.8 Mohali et al, 2007
Fusicoccum fabicercianum 18.07-21.19 x 4.67-6.87 37 Neste estudo
19.6-24.4 x 5.2-6.4 3.8 Chenetal. 2011
Neofusicoccum parvum 14.64-16.38 x 5.85-6.39 2.7 Neste estudo
15-19 x 4-6 3.1 Slippers et al. 2004
Neoscytalidium dimidiatum 9.07-12.31 x 3-5.3 2.8 Neste estudo
Pseudofusicoccum stromaticum 52 224 3 x 6.33-7.0 4.0 Neste estudo
20-23 x 5-6 4.0 Mohali et al, 2006

*Razéo comprimento/ largura.
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Tabela 3 Temperatura ideal para o crescimento micelial e taxa de crescimento micelial a 30

°C de espécies de Botryosphaeriaceae associadas com morte descendente e podridao

peduncular da mangueira no Nordeste do Brasil

Espécies

n

Temperatura 6tima (°C) = DP

Taxa de crescimento micelial
(mm/dia) = DP

Botryosphaeria dothidea
Botryosphaeria mamane
Fusicoccum fabicercianum
Neofusicoccum parvum
Neofusicoccum sp.
Neoscytalidium dimidiatum

Pseudofusicoccum stromaticum

6
1
6
10
2
2
8

279+0.36b
285+0.89b
27.1+£0.36Db
254+0.28¢c
27.7+0.63Db
30.8+0.63a
304+031a

21.9+1.09d
22.3+2.68 cd
19.7+1.09d
25.3+0.83¢c
295+1.89D
41.2+189a
249+0.99¢c

Média + Desvio padrdo (DP). Valores na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Fisher (P<0.05).
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Botryosphaeria dothidea, B. mamane, Lasiodiplodia crassispora, L. egyptiacae, L.
hormozganensis, L. iraniensis, L. pseudotheobromae, L. viticola, L. theobromae, Fusicoccum
fabicercianum, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum sp, Neoscytalidium dimidiatum e
Pseudofusicoccum stromaticum estdo associadas a morte descendente e podriddo peduncular

da mangueira no Nordeste do Brasil;

As espécies B. mamane, L. crassispora, L. egyptiacae, L. hormozganensis, L. iraniensis, L.
pseudotheobromae, L. viticola, F. fabicercianum, Neofusicoccum sp. e Neo. dimidiatum sao

relatadas pela primeira vez associadas a doencas da mangueira no Nordeste do Brasil,

Botryosphaeria mamane, L. crassispora e L. viticola sdo espécies relatadas pela primeira vez

na cultura da mangueira no mundo.
Todas as espécies relatadas sdo patogénicas em manga.

Lasiodiplodia viticola e L. hormozganensis sdo as espécies de Lasiodiplodia mais virulentas
em frutos de manga encontradas no Nordeste do Brasil,

Neoscytalidium dimidiatum e N. parvum sdo as espécies mais virulentas em manga quando
comparadas com as espécies de Botryosphaeria, Neofusicoccum, Neoscytalidium e
Pseudofusicoccum encontradas no Nordeste do Brasil;

Lasiodiplodia theobromae, B. dothidea e P. stromaticum sdo as espécies prevalentes
associadas a morte descendente e podriddo peduncular em mangueira no Vale do S&o

Francisco, enquanto L. theobromae prevalece no Vale do Assu;
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