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RESUMO

A morte descendente e a podriddo peduncular em arvores e frutos de mangueira vém se
constituindo em um sério problema para as regides agricolas do Brasil, sendo o seu
controle e etiologia ainda um desafio. No primeiro estudo, a diversidade de isolados de
Botryosphaeriaceae de plantas e frutos de mangueira foi avaliada na regido Semi-Arida do
Nordeste do Brasil. Caracteristicas morfoldgicas e sequéncia de DNA (5.8 S rDNA, ITS-1
e ITS-2) foram usados para identificar uma espécie ja conhecida e relatar a presenca de
duas novas espécies de Botryosphaeriaceae nesta regido. As trés espécies de
Botryosphaeriaceae foram encontradas sempre em seu estadio anamérfico: Botryosphaeria
dothidea, Neofusicoccum parvum e Lasiodiplodia theobromae. Essa é a primeira
ocorréncia de B. dothidea e N. parvum associados a morte descendente e podriddo
peduncular em mangueira no Brasil. Botryosphaeria dothidea e N. parvum foram as
especies prevalentes no Vale do Séo Francisco, enguanto L. theobromae prevaleceu no
Vale do Assu. Quando inoculadas em frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’, L.
theobromae e N. parvum mostraram maior agressividade quando comparadas com B.
dothidea. No segundo estudo, foi avaliada a influéncia da umidade (0 e 72 h de camara
umida) e temperatura (25, 30 e 35°C) na severidade da podriddo peduncular em frutos de
mangueira e a suscetibilidade de frutos de diferentes (manga, mamao, abacate e banana) as
especies de Botryosphaeriaceae associadas a esta doenca. Os frutos de mangueira foram
inoculados com 15 isolados, sendo cinco isolados de cada espécie de Botryosphaeriaceae.
A umidade e a temperatura influenciaram significativamente a severidade da podridao
peduncular em frutos de mangueira. Os frutos de mangueira inoculados com L.
theobromae desenvolveram sintomas de podriddo independente da presenca de camara

umida e os frutos de mangueira inoculados com B. dothidea e N. parvum apenas quando 0s



mesmos foram expostos a um periodo de 72 h de cdmara umida. As maiores lesbes
causadas tanto por L. theobromae como por N. parvum foram observadas nos frutos
mantidos nas temperaturas de 25 e 30 °C. N&o foi constatado o desenvolvimento de
sintomas nos frutos inoculados com B. dothidea quando eles foram mantidos nas trés
temperaturas avaliadas durante o periodo de avaliacdo. Os isolados de L. theobromae e N.
parvum foram patogénicos quando inoculados em frutos sadios de mangueira, mamoeiro,
abacateiro e bananeira. Os isolados de B. dothidea s6 ndo foram patogénicos em frutos de

bananeira.

Palavras-chave:  Filogenia, umidade, temperatura, Botryosphaeria  dothidea,

Neofusicoccum parvum, Lasiodiplodia theobromae e Mangifera indica.



ABSTRACT

Dieback and stem-end rot in trees and fruits of mango have constituted a serious problem
for the agricultural regions of Brazil, and its etiology and control is still a challenge. In the
first study, the diversity of isolates of Botryosphaeriaceae from plants and fruits of mango
was evaluated in semi-arid region of Northeast Brazil. Morphological characteristics and
DNA sequence (5.8 S rDNA, ITS-1 e ITS-2) were used to identify a species already
known and to report the presence of two new species of Botryosphaeriaceae in this region.
The three species of Botryosphaeriaceae were found always in their anamorphic stage:
Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum and Lasiodiplodia theobromae. This is
the first occurrence of B. dothidea and N. parvum associated with dieback and stem-end rot
on mango in Brazil. Botryosphaeria dothidea and N. parvum species were prevalent in the
Vale S&o Francisco, while L. theobromae prevailed in the Vale Assi. When inoculated in
mango fruits ‘Tommy Atkins’, L. theobromae and N. parvum showed to be more
aggressive if compared to B. dothidea. In the second study, it was evaluated the influence
of humidity (0 and 72 h in moist chamber) and temperature (25, 30 and 35° C) in the
severity of stem-end rot in fruits of mango and the susceptibility of fruits of species
different (mango, papaya, avocado and banana) to the species of Botryosphaeriaceae
associated with this disease. Mango fruits were inoculated with 15 isolates, five isolates of
each of the three species of Botryosphaeriaceae. The humidity and temperature
significantly influenced the severity of stem-end rot in fruits of mango. The fruits of
mango inoculated with L. theobromae developed symptoms of stem-end rot regardless of
the presence of a moist chamber and fruits of mango inoculated with B. dothidea and N.
parvum showed symptoms only when they were exposed to a period of 72 h in a moist
chamber. The greatest lesions caused by both L. theobromae and by N. parvum were

observed in fruits kept at temperatures of 25 and 30 °C. It was not observed the
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development of symptoms in the fruits inoculated with B. dothidea when they were
maintained at the three temperatures evaluated during the evaluation period. The isolates of
L. theobromae and N. parvum were pathogenic when inoculated in healthy fruit of mango,
papaya, avocado and banana. The isolates of B. dothidea were not pathogenic on fruits of

banana.

Keywords: Phylogeny, humidity, temperature, Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum

parvum, Lasiodiplodia theobromae e Mangifera indica.
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Introducédo Geral

A mangueira (Mangifera indica L.) é originaria do Sul da Asia, mais
especificamente da India e do Arquipélago Malaio (CUNHA; PINTO.; FERREIRA, 2002),
de onde foi levada para 0s outros continentes, sendo cultivada em todos os paises de clima
tropical e subtropical (KHANZADA,; LODHI; SHAHZAD, 2004). Apesar de sua origem,
0 Brasil apresenta amplas condi¢es de cultivo em todo seu territério (SOUZA et al.,
2002). Com uma producdo de 1.272.184 t numa area de 79.246 ha, a regido Nordeste
encontra-se principal produtora e exportadora de manga, contribuindo com 970.786 t,
tendo a Bahia com 65,38%, seguida por Pernambuco com 18,90%, Ceara com 4,22%, Rio
Grande do Norte com 3,86% e Sergipe com 2,85% do total produzido (IBGE, 2007). As
condicBes favoraveis de clima, solo, localizacdo, disponibilidade de agua para irrigacéo,
preco da terra e custo de mao-de-obra conferem a essa regido vantagens comparativas em
relacdo as demais e explicam a lideranga absoluta da mesma na producdo e exportacao
dessa fruta (ALMEIDA et al., 2000).

Em 2008, a manga paresenta-se dentre as exportacOes brasileiras, como a terceira
fruta fresca de maior remuneragdo, com um faturamento de US$ 89.453.169
correspondendo a 95,4 mil toneladas da fruta, sendo os Estados da Bahia e Pernambuco os
principais responsaveis pelas exportacdes desta fruta no pais (IBRAF, 2008).

A mangicultura na regido Semi-Arida destaca-se no cenario nacional, ndo apenas
pela expansdo da &rea cultivada e do volume de producdo, mas, principalmente, pela
qualidade da manga produzida e altos rendimentos alcangados. Seguindo as tendéncias de
consumo do mercado mundial de suprimento de frutas frescas, a regido inclina-se,
atualmente, para producdo de manga de acordo com as normas de controle de seguranca
nos sistemas de producdo preconizados pelas legislagdes nacional e internacional. Nesse

sentido, hd uma tendéncia para o crescimento da producdo de manga certificada, com a
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adocdo da Producdo Integrada de Frutas — PIF (SILVA; CORREIA, 2004). A principal
vantagem da PIF é a possibilidade de aumentar a abertura ao mercado internacional de
frutas frescas, em virtude de o sistema permitir uma maior credibilidade da qualidade e
rastreabilidade do produto. Além de propiciar o aumento de parcerias entre os produtores,
para que os mesmos obtenham um produto final com a qualidade desejada pelos
consumidores (LOPES et al., 2002).

Dentre os poélos de fruticultura irrigada que cultivam mangas na regido Nordeste
destacam-se 0 Vale do S&o Francisco e o Vale do Assu. O Vale do sdo Francisco que esta
assentado em terras pertencentes aos Estados da Bahia e Pernambuco, onde sdo cultivadas
as principais variedades de manga, € um dos maiores pélos de producdo e exportacdo do
Hemisfério Sul, visto que essa cultura responde por mais de 25 mil empregos diretos e 75
mil indiretos naquela zona de producdo (SOUZA et al., 2002). O Vale do Assl no Rio
Grande do Norte, devido sua localizacdo geografica privilegiada, por estar mais préximo
da linha do equador, e as 3,5 mil horas de sol por ano, tornou-se um pélo importante para a
fruticultura irrigada brasileira, no qual o cultivo da manga tipo exportagdo encontra-se em
fase de grande expansédo (PACHECO; PERES, 2008).

As variedades de manga mais indicadas séo as que aliam a alta produtividade a
qualidades como a coloracdo atraente do fruto, bom sabor, pouca ou nenhuma fibra,
resisténcia a0 manuseio e ao transporte para mercados distantes, além da regularidade de
producéo e resisténcia a doengas (COSTA; SANTQOS, 2004). As variedades de maior
producédo sdo Tommy Atkins, Haden, Keit, Kent, Van Dyke e Palmer (PINTO; COSTA,
SANTOS, 2002; COSTA; SANTOS, 2004). Atualmente, a Tommy Atkins é a variedade
mais produzida e a que possui a maior participacdo no volume comercializado no mundo,

devido principalmente a sua coloracdo intensa, producgdes elevadas e resisténcia ao
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transporte a longas distancias. Essa variedade representa 90% das exportacdes de manga
no Brasil (COSTA; SANTQS, 2004).

A cultura da mangueira é afetada por doencas, de importancia econdmica,
decorrentes do ataque de bactérias e fungos como a mancha angular (Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae (Patel, Moniz & Kulkarni) Robbs, Ribeiro & Kimura),
antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.), seca da mangueira (Ceratocystis
fimbriata Ellis & Halsted), oidio (Oidium mangiferae Bert), malformacdo floral e
vegetativa (Fusarium subglutinans Wollenweb & Reinking), verrugose (Elsinoe
mangiferae Bit & Jenkins), mancha de alternaria (Alternaria spp.) e morte descendente
(Botryosphaeriaceae spp.) (SANTOS FILHO et al., 2002; TAVARES; COSTA, 2002,
RIBEIRO, 2005). E na pés-colheita pela antracnose, podriddo por aspergillus (Aspergillus
niger Van Tieghem), podriddo por alternaria e podriddao peduncular (Botryosphaeriaceae
spp.) (Nieto-Angel et al., 2006).

A morte descendente e a podriddo peduncular vém se constituindo em um sério
problema para as regifes agricolas do Brasil, ocasionando diversos danos nos pomares de
manga, uma vez que reduz a vida util, diminui a producdo, desqualifica os frutos para fins
de comercializagcdo e aumenta os custos de cultivo, sendo seu controle ainda um desafio
(CUNHA; SANTOS FILHO; NASCIMENTO, 2000; TAVARES; COSTA, 2002; FREIRE
et al., 2004).

Essa doenca é causada por um complexo de patogenos fangicos, Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels)
Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Neofusicoccum mangiferae (Syd. & P. Syd.) Crous,
Slippers & A.J.L. Phillips, Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not.,
Neofusicoccum sp., Diplodia spp., Dothiorella spp., C. gloeosporioides, Pestalotia sp.,

Cladosporium sp., Alternaria spp., Phomopsis sp., dos quais Botryosphaeriaceae spp. sao
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dominantes (RAMOS et al., 1991; JOHNSON, 1994; RIBEIRO, 2005; SLIPPERS et al.,
2005). As especies de Botryosphaeriaceae sdo conhecidas por serem cosmopolitas, com
larga gama de hospedeiros e ampla distribuicdo geografica (TAVARES, 2002; GURE;
SLIPPERS; STENLID, 2005; SLIPPERS et al., 2005; BURGESS et al., 2006; CROUS et
al., 2006).

Diferentes autores tém relatado espécies de Botryosphaeriaceae associadas a
doencas em mangueira na Australia (JOHNSON et al., 1994; SLIPPERS et al., 2005), no
Brasil (TAVARES; MENEZES; CHOUDHURY, 1991; NOGUEIRA; FERRARI;
LOUZEIRO, 2001), na Flérida (RAMOS et al., 1991; PLOETZ et al., 1996), em Oman
(AL ADAWI et al., 2003) e na provincia de Sindh no Paquistdo (KHANZADA,; LODHI,
SHAHZAD, 2004). Essas espécies consideradas como patdgenos de arvores e frutos de
mangueira sdo mais conhecidas por seus anamorfos (SLIPPERS et al., 2005). Esses autores
reavaliando espécies de Botryosphaeriaceae de M. indica na Australia identificaram N.
parvum, N. mangiferae, B. dothidea e Neofusicoccum sp.. Lasiodiplodia theobromae
ocorre em varios paises produtores de manga como india, Paquistio, Australia, Egito,
Africa do Sul, Porto Rico, El Salvador, Barbados e México, causando grandes perdas
(CUNHA; SANTOS FILHO; NASCIMENTO, 2000), sendo a espécie mais comum nas
regides tropicais (BURGESS et al., 2006). Altos indices de severidade estdo associados a
sua ocorréncia em regides Semi-Aridas do mundo (SANTOS FILHO et al., 2002). No
Brasil, L. theobromae foi relatado em 1991 como responsavel pela morte significativa de
plantas de varios pomares na regido Semi-Arida do Nordeste, e em 2001 causando perdas
severas em frutos de mangueira no Estado de Sdo Paulo (TAVARES; MENEZES;
CHOUDHURY, 1991; NOGUEIRA; FERRARI; LOUZEIRO, 2001). Sua ocorréncia
também tem sido constatada além dos Estados de Pernambuco, Bahia e S&o Paulo, no Rio

Grande do Norte, Ceard, Piaui, Minas Gerais, Goias e Distrito Federal (CUNHA; SANTOS
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FILHO; NASCIMENTO, 2000; TAVARES, 2002; FREIRE, et al., 2004). Outras culturas
de importancia socio-econdmica tambem sdo afetadas como abacateiro (Persea americana
Mill.), aceroleira (Malpighia glabra L.), bananeira (Musa spp.), citros (Citrus spp.),
coqueiro (Cocos nucifera L.), goiabeira (Psidium guajava L.), gravioleira (Annona
muricata L.), mamoeiro (Carica papaya L.), maracujazeiro (Passiflora edulis Sims.),
meloeiro (Cucumis melo L.), tamareira (Phoenix dactylifera L.) videira (Vitis sp.), dentre
outras (TAVARES, 2002; FREIRE et al., 2004; URBEZ-TORREZ et al., 2006).

Em Botryosphaeriaceae, 0 género Botryosphaeria Ces & De Not. foi inicialmente
descrito por Cesati e De Notaris em 1863 e revisado por Saccardo em 1877 (PHILLIPS et
al., 2005) e, mais recentemente, por Crous et al. (2006). Trata-se de um
Loculoascomycetes com ascos bitunicados, produzidos num tecido estromético
denominado pseudotécio. Os ascosporos sdo hialinos, unicelulares e variam de fusdide,
elipsdide a ovoide, tornando-se, em algumas espécies, marrom e com 1 a 2-septos com a
idade (PHILLIPS, 2004). Vérios géneros mitosporicos tém sido relatados como anamorfos
de Botryosphaeriaceae spp.: Botryodiplodia (Sacc.) Sacc., Diplodia Fr. in Mont.,
Dothiorella Sacc., Fusicoccum Corda in Sturm., Lasiodiplodia Ellis & Everh.,,
Macrophoma (Sacc) Berl. & Voglino., Phyllosticta Pers. e Sphaeropsis Sacc. (JACOBS;
REHNER, 1998; SLIPPERS et al., 2004a).

Espécies em Diplodia, Dothiorella e Lasiodiplodia sdo claramente separadas
daquelas em Fusicoccum por conidios de parede espessa e de menor razdo comprimento e
largura (LUQUE; MARTQS; PHILLIPS, 2005; PHILLIPS et al., 2005). Quando maduros,
os conidios da maioria das espécies de Diplodia, Dothiorella e Lasiodiplodia sdo escuros e
septados (ZHOU; STANOSZ, 2001). Apesar dos tamanhos dos conidios entre esses
géneros muitas vezes se sobrepor, no geral, os de Lasiodiplodia sdo mais largos e ovdides

e possuem estrias longitudinais (BURGESS et al., 2006). Conidios de Dothiorella tornam-
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se marrom e septados no seu estadio inicial de desenvolvimento, antes mesmo de serem
liberados da célula conidiogénica, enquanto conidios em Diplodia sdo hialinos e tornam-se
escuros e septados somente com a idade e ap06s a liberacdo da célula conidiogénica
(PHILLIPS et al., 2005).

Os géneros anamorficos de Botryosphaeriaceae ndo foram claramente delimitados e
alguns tém sido reduzidos a sinonimia (PHILLIPS et al., 2005). Uma das razdes é que
varias espécies foram descritas baseadas na associacdo com hospedeiro ou distribuicdo
geogréfica (GURE; SLIPPERS; STENLID, 2005). Segundo Zhou; Smith; Stanosz (2001),
problemas podem ser encontrados ao definir limites, especialmente entre espécies muito
préximas dentro de uma comunidade fungica, devido a falta de variacdo morfolégica
distinta, a interdependéncia dos caracteres morfoldgicos e as influéncias ambientais na
morfologia. Exemplos das dificuldades em diferenciar espécies fungicas muito préximas
séo aparentes dentro de Botryosphaeriaceae (JACOBS; REHNER, 1998).

A atual identificacdo das espécies de Botryosphaeriaceae € dificil, uma vez que 0s
teleomorfos séo raramente encontrados na natureza, ou sao dificeis de serem cultivados em
culturas puras (JACOBS; REHNER, 1998; ZHOU; STANOSZ, 2001; VAN NIEKERK et
al., 2004; SLIPPERS et al., 2004a, 2007). Além disso, a diversidade morfologica dos
mesmos € limitada para permitir uma clara diferenciacdo especifica, enquanto 0s
anamorfos possuem uma larga diversidade morfolégica (Jacobs & Rehner, 1998; Luque et
al., 2005; Phillips et al., 2005). A taxonomia de Botryosphaeriaceae spp. €, portanto,
freqlientemente baseada nas caracteristicas dos seus anamorfos, 0s quais sdo comumente
encontrados em culturas puras (JACOBS; REHNER, 1998; SLIPPERS et al., 2004c, 2007;
BARBER et al., 2005; PHILLIPS et al., 2005) e em partes de plantas doentes (MOHALI,
SLIPPERS; WINGFIELD, 2006). Caracteres morfoldgicos de anamorfos dessa familia,

considerados Uteis para sua delimitacdo taxondmica, incluem morfologia conidiais como
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forma, tamanho, cor, septacdo, espessura e textura da parede, ornamentacdo, a presenca de
microconidio e modo de conidiogénese (JACOBS; REHNER, 1998; ZHOU; STANOSZ,
2001; SLIPPERS et al., 2004c). No entanto, esses caracteres exigem cuidadosa
interpretacdo, uma vez que alguns deles se sobrepdem entre as espécies (MOHALLI,
SLIPPERS; WINGFIELD, 2006).

Nos ultimos anos, varias técnicas baseadas em DNA tém sido usadas para
diferenciar espécies de Botryosphaeriaceae (SLIPPERS et al., 2004c). Essas técnicas
incluem marcadores moleculares como RAPD (amplificagdo randdmica de DNA
polimorfico), RFLP (polimorfismo de comprimentos de fragmentos de restri¢do), ISSR
(inter simple sequence repeat) e microssatélites (SMITH; STANOSZ, 2001; ZHOU;
SMITH; STANOSZ, 2001; CARDOSO; WILKINSON, 2008) e dados de seqiiéncias de
regides do DNA (JACOBS; REHNER, 1998; ZHOU; STANOSZ, 2001). No entanto, esses
dados nem sempre sdo suficientes para diferenciar espécies muito proximas (SLIPPERS et
al., 2004c). Dessa forma, estudos filogenéticos usando dados moleculares e morfolégicos,
tém contribuido significativamente na taxonomia de Botryosphaeriaceae (SLIPPERS et al.,
2004a). Assim, analises filogenéticas usando seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS
(espacador interno transcrito) tém sido largamente utilizadas para elucidar a taxonomia
dessa familia, e juntamente com caracteres morfol6gicos dos anamorfos tem se tornando
uma ferramenta poderosa na separacdo de espécies e em reavaliar a colocacdo dos seus
anamorfos (JACOBS; REHNER, 1998; ZHOU; STANOSZ, 2001; VAN NIEKERK et al.,
2004; SLIPPERS et al., 2004a, 2004b, 2005, 2007; BARBER et al., 2005; LUQUE;
MARTOS; PHILLIPS, 2005; PHILLIPS et al, 2005, MOHALI; SLIPPERS;
WINGFIELD, 2006; PAVLIC et al., 2007; URBEZ-TORRES et al., 2008). Sob este
aspecto, as seqiiéncias de nucleotideos do gene 5.8S do DNA ribossomal e os espacadores

interno transcrito (ITS1 e ITS2) tém sido os mais utilizados (PHILLIPS et al., 2005).
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Outros caracteres que poderiam ajudar na taxonomia dessa familia incluem especificidade
hospedeira, patogenicidade e compatibilidade vegetativa (JACOBS; REHNER, 1998).
Estudos recentes do género Botryosphaeria tém demonstrado que este € restrito a B.
dothidea e B. corticis (Demaree & Wilcox) Arx & E. Mull. Consequentemente, 0 nome
Botryosphaeria deixou de ser aceito para a maioria das espécies com anamorfos em
Fusicoccum e Diplodia. No entanto, o género Neofusicoccum Crous, Slippers & AJ.L.
Phillips foi descrito para acomodar Botryosphaeriaceae com anamorfos em Fusicoccum.
Nenhum nome do teleomorfo foi proposto para Botryosphaeriaceae spp. com anamorfos
em Lasiodiplodia, Diplodia, Macrophomina Petr., Pseudofusicoccum Mohali, Slippers &
M.J. Wingf. gen. nov., Neoscytalidium Crous & Slippers gen. nov. e Dothiorella. Assim,
“B”. rhodina é nomeado por seu anamorfo, L. theobromae (CROUS et al., 2006). Nesse
estudo, “Botryosphaeria” ou “B.” é usada para espécies que sdo morfologicamente
idénticas a Botryosphaeria mas sdo distintas filogeneticamente e necessitam serem
alocadas em diferentes géneros.

Espécies de Botryosphaeriaceae estdo entre os mais sérios patdgenos que afetam
arvores e frutos de mangueira (SLIPPERS et al., 2005). Causam sintomas tipicos nas
plantas infectadas, incluindo a seca progressiva dos ramos, com as folhas secas, retorcidas
e de coloragdo palha com halo escuro nas bordas e peciolo escurecido, em direcdo ao caule
(die-back), chegando a atingir o tronco da planta, causando sua morte. Nos ramos mais
grossos e no tronco, a infeccdo acontece de fora para dentro do lenho, iniciando nas
rachaduras naturais do tronco e das bifurcacdes e sob o cortex. Nestes pontos sao
observadas lesdes escuras, que progridem para o interior do lenho, infectando o floema,
causando o anelamento do érgdo afetado. Na inflorescéncia, observa-se inicialmente uma
desidratacdo e perda de turgescéncia, provocando morte de flores que logo ficam secas

podendo ficar aderidas a panicula ou cairem no solo e os frutos jovens formados tornam-se



21

enegrecidos e mumificados permanecendo na panicula. Nos frutos, ocorrem necroses no
pedunculo que podem provocar sua queda ou progredirem até a base deste. A necrose ou
podriddo seca também pode ser observada na lateral do fruto, na forma de mancha escura
deprimida ou n3o e alongada. E comum a morte de mudas enxertadas em viveiro, com a
infeccdo iniciando-se no ponto de enxertia (NOGUEIRA; FERRARI; LOUZEIRO, 2001,
SANTOS FILHO et al.,, 2002; TAVARES; COSTA, 2002; FREIRE, et al.,, 2004;
RIBEIRO, 2005). Esses patdgenos colonizam a inflorescéncia, e por Gltimo o tecido do
pedinculo do fruto algumas semanas apds o florescimento. A infeccdo do pedinculo
permanece quiescente até o fruto amadurecer (JOHNSON, 1994).

A disseminacdo de Botryosphaeriaceae spp. é feita pelo vento, insetos e
ferramentas de poda. O fungo penetra na planta por aberturas naturais e, principalmente,
por ferimentos (SANTOS FILHO et al., 2002; RIBEIRO, 2005). O desenvolvimento da
doenca é influenciado por condicGes de temperatura, umidade relativa, estresse hidrico
e/ou nutricional a nivel de hospedeiro (JOHNSON, 1994; SANTOS FILHO et al., 2002;
TAVARES; COSTA, 2002).

O controle da morte descendente e podriddao peduncular ainda é um desafio, sendo
imprescindivel a ado¢do de manejo integrado através de utilizacdo de mudas sadias,
inspecdes periddicas no pomar, manejo cultural adequado (eliminar ramos secos, plantas
mortas), prote¢cdo dos ferimentos com pasta fungicida, desinfestacdo de ferramentas de
poda, evitar periodos prolongados de estresse hidrico e nutricional e adubar
adequadamente o pomar (CUNHA; SANTOS FILHO; NASCIMENTO, 2000; SANTOS
FILHO et al., 2002; RIBEIRO, 2005).

No entanto, no desenvolvimento de estratégias de controle de doencas de plantas é
importante conhecer a epidemiologia do patégeno (PAULA et al., 2000). Uma vez que 0

conhecimento das condi¢fes favoraveis aos patdgenos na interacdo patdgeno-hospedeiro é
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imprescindivel (PESSOA et al., 2007). Dessa forma, a idade em que a planta hospedeira se
torna mais suscetivel, a faixa de temperatura e o periodo de molhamento para o
estabelecimento de altos niveis de doenca devem ser definidos para cada patossistema
(BORGES NETO et al., 2000).

A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de doencas fungicas tem
sido objeto de estudo por diversos autores em outras culturas (ARAUZ; SUTTON, 1989;
MICHAILIDES; MORGAN, 1992; SILVEIRA et al., 2001; MILA et al., 2005;
VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2005). O conhecimento dos efeitos da temperatura e
da umidade no desenvolvimento de doencas em varios hospedeiros torna possivel prevenir
uma epidemia através do uso de estratégias mais eficientes de controle (MICHAILIDES;
MORGAN, 1992) pela manipulacdo da irrigacdo, sistema de previsdo e através do
momento mais adequado de aplicacdo de fungicidas (MICHAILIDES; MORGAN, 1992,
MILA et al., 2005). A temperatura e a umidade na superficie da planta sdo os fatores
ambientais que afetam mais intensamente o inicio e o progresso de doencas infecciosas em
plantas (SILVEIRA et al., 2001). A temperatura afeta a germinagdo e o crescimento dos
fungos (OLIVEIRA et al., 2006). Enquanto a umidade é indispensavel para a germinacéao
da maioria dos esporos flngicos e para a penetracdo do tubo germinativo no hospedeiro,
além de aumentar a suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a incidéncia e a severidade
da doenga (AGRIOS, 2005).

Considerando que a morte descendente e a podriddo peduncular em arvores e frutos
de mangueira causam perdas econdmicas consideraveis nas principais areas produtoras do
Brasil e que seu controle e etiologia ainda s&o um desafio, 0 objetivo deste estudo foi
identificar as espécies de Botryosphaeriaceae associadas a estas doencas em mangueira,
através de caracteristicas morfoldgicas e comparagdes de sequéncias de DNA. Assim

como, avaliar a influéncia da umidade e temperatura na severidade da podridao peduncular
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em frutos de mangueira e a suscetibilidade de diferentes frutos as espécies de

Botryosphaeriaceae associadas a esta doenca.
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RESUMO

Costa, V. S. O., Michereff, S. J., Martins, R. B., Gava, C. A. T., Mizubuti, E. S. G., and
Camara, M. P. S. 2009. Espécies de Botryosphaeriaceae em mangueira na regido Semi-
Arida do Nordeste do Brasil. Plant Dis.

A diversidade de isolados de Botryosphaeriaceac de plantas e frutos de mangueira foi
avaliada na regido Semi-Arida do Nordeste do Brasil. Caracteristicas morfologicas e
seqiiéncia de DNA (ITS-1, ITS-2 e 5.8S rDNA) foram usados para identificar uma espécie
ja conhecida e relatar a presenga de duas novas espécies de Botryosphaeriaceae nesta
regido. As trés espécies de Botryosphaeriaceae foram encontradas sempre em seu estadio
anamorfico:  Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum ¢ Lasiodiplodia
theobromae. Essa ¢ a primeira ocorréncia de B. dothidea e N. parvum associados a morte
descendente e podriddo peduncular em mangueira no Brasil. Botryosphaeria dothidea e N.

parvum foram as espécies prevalentes no Vale do Sao Francisco, enquanto L. theobromae

Valéria S.O. Costa Plant Disease
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prevaleceu no Vale do Asst. Quando inoculadas em frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’,
L. theobromae e N. parvum mostraram maior agressividade quando comparadas com B.
dothidea.

Palavras-chave: Morte descendente, podriddo peduncular, filogenia, Botryosphaeria

dothidea, Neofusicoccum parvum e Lasiodiplodia theobromae.

A mangueira (Mangifera indica L.) ¢ uma fruteira de elevada importancia
econdmica nas areas tropical e subtropical do mundo (14). No Brasil, a manga ¢ uma das
frutas mais produzidas, tendo grande importancia econdmica por abranger tanto o mercado
interno quanto o externo. Entre as regides brasileiras produtoras, o Vale do Sdo Francisco ¢
o principal produtor e exportador dessa fruta (Fig. 1), colocando-a em importantes
mercados consumidores como o dos Estados Unidos, o de paises da Unido Européia e
Japao. Em 2008, a manga se destacou dentre as exportagdes brasileiras como a terceira
fruta fresca de maior remuneracdo, com um faturamento de US$ 89.453.169,
correspondente a venda de 95,4 mil t (9). A morte descendente e a podridao peduncular se
constituem em um sério problema para as regides agricolas do Brasil, ocasionando
diversos danos nos pomares de manga. Os sintomas de morte descendente, cancros em
ramos ¢ caules, ¢ podridio peduncular em frutos estdo principalmente associados a
espécies de Botryosphaeriaceae, as quais sdo conhecidas por serem cosmopolitas, com
ampla distribuicao geografica e larga gama de hospedeiros (3,26,30).

Diferentes autores tém relatado espécies de Botryosphaeriaceae associadas a
doencas em mangueira na Australia (13,26), no Brasil (18,31), na Florida (21,23), em
Oman (1) e na provincia de Sindh no Paquistdo (14). Essas espécies consideradas como
patogenos de arvores e frutos de mangueira sao mais conhecidas por seus anamorfos (26).

Esses autores reavaliando espécies de Botryosphaeriaceae patogénicas a mangueira na
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Australia identificaram Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers &
A.J.L. Phillips, Neofusicoccum mangiferae (Syd. & P. Syd.) Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips, Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not. e Neofusicoccum sp.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. ocorre em varios paises
produtores de manga como India, Paquistdo, Australia, Egito, Africa do Sul, Porto Rico, El
Salvador, Barbados ¢ México, causando grandes perdas (4), sendo a espécie mais comum
nas regides tropicais (2). Altos indices de severidade estdo associados a sua ocorréncia em
regides Semi-Aridas do mundo (24). No Brasil, L. theobromae foi relatado em 1991 como
responsavel pela morte significativa de plantas de varios pomares na regido Semi-Arida do
Nordeste, e em 2001 causando perdas severas em frutos de mangueira no Estado de Sao
Paulo (18,31). Sua ocorréncia também tem sido constatada além dos Estados de
Pernambuco e Bahia, no Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui, Minas Gerais, Goias e Distrito
Federal (4,6).

Em Botryosphaeriaceae, o género Botryosphaeria Ces & De Not. foi inicialmente
descrito por Cesati ¢ De Notaris em 1863 e revisado por Saccardo em 1877 (20) e mais
recentemente por Crous et al. (3). Varios géneros mitosporicos tém sido relatados como
anamorfos de Botryosphaeriaceae spp.: Botryodiplodia (Sacc.) Sacc., Diplodia Fr. in
Mont., Dothiorella Sacc., Fusicoccum Corda in Sturm., Lasiodiplodia Ellis& Everh.,
Macrophoma (Sacc) Berl. & Voglino., Phyllosticta Pers. e Sphaeropsis Sacc. (11,25). No
entanto, esses géneros ndo foram claramente delimitados, e alguns tém sido reduzidos a
sinonimia (20). Uma das razdes ¢ que varias espécies foram descritas baseadas na
associagdo com hospedeiro ou distribuicao geografica (7).

A atual identificacdo das espécies de Botryosphaeriaceae ¢ dificil, uma vez que os
teleomorfos sdo raramente encontrados na natureza, ou sdo dificeis de serem cultivados em

culturas puras (11,25,27,33,35). Além disso, a diversidade morfologica dos mesmos ¢
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limitada para permitir uma clara diferenciacao especifica, enquanto os anamorfos possuem
uma larga diversidade morfologica (11,20). A taxonomia de Botryosphaeriaceae spp. &,
portanto, freqiientemente baseada nas caracteristicas dos seus anamorfos, os quais sdao
normalmente encontrados em culturas puras (11,20,27) e em o6rgdos de plantas doentes
(16). Caracteres morfologicos de anamorfos dessa familia, considerados tuteis para sua
delimitagdo taxonomica, incluem caracteristicas conidiais como forma, tamanho, cor,
septacdo, espessura e textura da parede, ornamentacao, a presenca de microconidio e modo
de conidiogénese (11,35). No entanto, esses caracteres exigem cuidadosa interpretagao,
uma vez que alguns deles se sobrepdem entre as espécies (16). Estudos filogenéticos
usando seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS em conjunto com caracteres
morfoldgicos dos anamorfos t€ém se tornando uma ferramenta poderosa na separagdo de
espécies (2,11,16,19,25,26,32,33,35).

Estudos recentes do género Botryosphaeria tém demonstrado que este ¢ restrito a B.
dothidea e B. corticis (Demaree & Wilcox) Arx & E. Miill. Conseqiientemente, o0 nome
Botryosphaeria deixou de ser aceito para a maioria das espécies com anamorfos em
Fusicoccum e Diplodia. No entanto, o género Neofusicoccum Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips foi descrito para acomodar Botryosphaeriaceae com anamorfos em Fusicoccum.
Nenhum nome do teleomorfo foi proposto para Botryosphaeriaceae spp. com anamorfos
em Lasiodiplodia, Diplodia, Macrophomina Petr., Pseudofusicoccum Mohali, Slippers &
M.J. Wingf. gen. nov., Neoscytalidium Crous & Slippers gen. nov. e Dothiorella (3).

Considerando que a morte descendente e a podridio peduncular em arvores e
frutos de mangueira causam perdas econdmicas considerdveis nas principais areas
produtoras do Brasil e que sua etiologia ainda ¢ um desafio, o objetivo deste estudo foi

identificar as espécies de Botryosphaeriaceae associadas a estas doengas em mangueira na
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regido Semi-Arida do Nordeste do Brasil, através de caracteristicas morfologicas e
comparagoes de seqiiéncias de DNA.
MATERIAL E METODOS
Obtencao de isolados

Isolados, denominados tipo selvagem, foram obtidos por meio de isolamento
indireto a partir de amostras de ramos, folhas e paniculas com sintomas de morte
descendente, e frutos com sintomas de podriddo peduncular. As amostras (20 por pomar)
foram coletadas entre os anos de 2006 ¢ 2007 em 18 pomares (das variedades Tommy
Atkins, Kent, Keit, Van Dyke, Haden, Espada e Palmer) localizados nas duas maiores
regides de produg¢do de manga do NE brasileiro: Vale do Sao Francisco e Vale do Assu
(Fig. 1). Para realizagdo dos experimentos, um isolado monosporico ou ponta de hifa foi
obtido para cada isolado tipo selvagem.
Caracterizacdo morfologica

Caracteristicas morfométricas (dimensdes, forma, cor, presenca de septo e estrias
longitudinais presentes nos conidios foram utilizadas para identificacdo das espécies
(2,19,26). Para isto, cada isolado monospoérico foi cultivado em placas de Petri contendo
aciculas de pinheiro depositadas sobre uma camada de &agar-dgua. As placas foram
expostas a luz negra NUYV, fotoperiodo de 12 h, sob temperatura de 20 a 25°C.
Semanalmente as placas foram vistoriadas para verificagdo da formagdo de picnidios nas
aciculas. O comprimento e a largura de conidios, extraidos de picnidios, foram mensurados
sob microscopio (Olympus BX41, software de captura de imagem Images Plus 2.0) e as
médias e amplitudes das mensuragdes empregadas para identificacdo de espécies (2,19,26).

Cinqiienta conidios foram mensurados por isolado.
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Os i1solados tipo selvagem estdo depositados na colecdo de culturas de fungos
fitopatogénicos "Prof. Maria Menezes" (CMM), da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

As analises estatisticas foram efetuadas com auxilio do programa STATISTICA for
Windows (StatSoft Inc., Tulsa — OK, USA, 2000). Foi utilizado o teste Z para diferenca
entre proporcdes (P=0,05).

Isolamento de DNA, amplificacdo e analises filogenéticas

Apds a identificagdo morfoldgica, estudos filogenéticos foram conduzidos para
confirmagdo das espécies identificadas. Para isto, 14 isolados, representativos das regides
de origem das amostras e espécies identificadas, foram selecionados aleatoriamente
(Tabela 1).

A extragdo do DNA gendmico total foi realizada de acordo com o método CTAB
(17). Em seguida os oligonucleotideos ITS 4 e¢ ITS 5 (34) foram empregados para
amplificacdo da regido ITS (incluindo a regido 5.8S) do rDNA. As reagdes de PCR foram
conduzidas em termociclador (PTC 100; M. J. Research Company, Watertown, MA), com
as seguintes condig¢des: pré-aquecimento inicial por 2 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 60 s, anelamento a 60°C por 90 s, e extensdo a 72°C por 120 s. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao
0,5X Tris-acidoborico-EDTA (TBE) e fotografados apds coloragdo com brometo de etideo
por 10 min. Para purificagdo dos produtos de PCR foi empregado o High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche). Posteriormente, os produtos purificados foram
seqiienciados (seqlienciador MegaBACE) no Laboratorio de Gendmica do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agricultura - BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa.

Para realizacdo das analises filogenéticas, o conjunto de dados foi inicialmente

alinhado utilizando Clustal X (8), ajustado a olho, ¢ o alinhamento exportado como
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arquivo Nexus. Como as novas seqiiéncias geradas foram cerca de 100 pares de bases (pb)
mais longas, aproximadamente 54 pb no inicio ¢ 39 pb no final do alinhamento foram
excluidos das novas seqiiéncias para a analise. Seqiiéncias de Botryosphaeriaceae spp. de
mangueira e de outros hospedeiros de estudos anteriores disponiveis no GenBank, foram
incluidas nas analises (Tabela 1). As andlises filogenéticas de Méaxima Parcimonia (MP) e
Maxima Verossimilhanga (ML) foram feitas para este conjunto de dados utilizando PAUP
(versdo. 4.0b10; Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA; 28) ¢ GARLI (versao 0951;
www.bio.utexas.edu/faculty/antisense/garli/Garli.html; 36) para Macintosh,
respectivamente. Em ambas as analises Bionectria sp. foi utilizado como grupo externo.
Este grupo externo foi escolhido por ter sido utilizado em estudos anteriores envolvendo
espécies de Botryosphaeriaceae em mangueira (26). Buscas heuristicas para MP foram
realizadas com a adi¢do de 100 repeti¢cdes aleatérias, ¢ o rearranjo dos ramos obtido
através do método TBR (tree-bisection—reconnection), salvando um maximo de 10000
arvores. Todos os caracteres foram ndo enraizados e com pesos iguais, € os “gaps” foram
tratados como auséncia de dados. Os ramos com comprimento zero foram eliminados e
todas as arvores igualmente parcimoniosas foram salvas. Para as analises de ML o melhor
modelo de evolugdo para cada locus foi obtido utilizando Modeltest 3.06 (22). O suporte
dos clados foi calculado usando o bootstrap nao-paramétrico (5), com 1000 réplicas para
MP e 100 réplicas para ML. Para ML o comprimento da arvore, indice de consisténcia
(CI), e indice de retengdo (RI), também foram obtidos. Para a arvore de ML o melhor
modelo de evolugdo foi também obtido. As arvores resultantes foram impressas no PAUP
versdo 4.0b10. As seqiiéncias de ITS das Botryosphaeriaceae spp. encontradas no Brasil
estdo depositadas no GenBank (Tabela 1).

Teste de patogenicidade e agressividade
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A patogenicidade dos 246 isolados foi verificada através da inoculagdo destes em
frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’. Para isto, os frutos foram lavados com agua e sabao,
os quais foram superficialmente desinfestados pela imersdao em NaClO 1,5% por 5 min,
seguida da lavagem com d4gua destilada e secos em condicdo de laboratorio.
Posteriormente, os mesmos foram feridos em quatro pontos eqiiidistantes. Os ferimentos
consistiram de perfuragdes de 3-mm de profundidade realizadas com almofadas de
alfinetes desinfestadas. Sobre cada ferimento foi depositado um disco de BDA de 5-mm de
diametro, contendo estruturas fungicas dos isolados, extraido da borda de colonias com
sete dias e cultivadas em temperatura ambiente. Os frutos foram mantidos a uma umidade
relativa proxima de 100% por um periodo de 168 h. Apdés 72 h da inoculagdo, a
patogenicidade dos isolados foi determinada pela presenga de sintomas. O experimento foi
montado em esquema inteiramente casualizado, com 2 repeticdes por isolado. Cada
repeticao foi constituida de um fruto inoculado em 4 pontos. Como controle, foram
utilizados frutos contendo discos de BDA depositados sobre ferimentos.

Em seguida, a agressividade dos 14 isolados utilizados nas analises filogenéticas foi
avaliada por meio da inoculacdo de frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’. A desinfestacao,
inoculacdo e condi¢do de incubagdo foi semelhante a descrita no teste de patogenicidade,
excetuando-se o periodo em que os frutos foram mantidos a 100% de umidade, que foi de
48 h apos a inoculacdo. A agressividade foi determinada pelo diametro das lesdes (mm) 72
h apds a inoculagdo. O experimento foi montado em esquema inteiramente casualizado,
com 4 repeti¢des por isolado. Cada repeti¢ao foi constituida de um fruto inoculado em 4
pontos eqiiidistantes O tratamento controle consistiu de frutos inoculados com discos de
BDA. As médias do diametro de lesdo por isolado foram separadas pelo teste nao-
paramétrico Mann-Whitney (P=0,05), com auxilio do programa SAS 8.0 (SAS Institute

Inc., Cary — NC, USA. 2002).
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RESULTADOS
Isolados e caracterizacio morfologica

Um total de 246 isolados monosporicos foram obtidos e empregados na avaliacao
morfométrica. O periodo para desenvolvimento de picnidios/conidios nas aciculas de
pinheiro variou de 1 a 4 semanas. De acordo com as caracteristicas morfologicas e
média/amplitude de comprimento e largura dos conidios (Tabela 2), os isolados foram
reunidos em trés grupos (2,19,26), os quais foram identificados como: i — B. dothidea (75
isolados), caracterizado por conidios hialinos, de parede fina, asseptados e fusiforme,
medindo (16-)18-26(-27) x (-3)4-6 um [média de 50 conidios = 22,1 x 5,1 um, C/L 4,3]
(Fig. 2A); ii — N. parvum (79 isolados), que difere de B. dothidea apenas nas dimensdes
(13-)14-19(-22) x 4-6(-7) wum [média de 50 conidios = 15,9 x 5,2 um, C/L 3,3] (Fig. 2B); ¢
iii — L. theobromae (92 isolados), caracterizado por conidios pigmentados, de parede
grossa (em conidios maduros), com colora¢gdo marrom escura e estrias longitudinais,
medindo (18-)19-27(-28) x 11-15(-16) pum [média de 50 conidios = 23,9 x 13,5 um, C/L
1,7] (Fig. 2C). Durante as etapas de isolamento, obtencdo de monospdricos e produgdo de
conidios para identificagdo, ndo foi encontrado o teleomorfo de nenhuma das espécies.

As trés espécies foram encontradas em ambas as regides. Entretanto, no Vale do
Sao Francisco, B. dothidea e N. parvum predominaram sobre L .theobromae (P=0,05) (Fig.
1; Tabela 3). Ja para o Vale Assu, predominou a associagdo de L. theobromae (P=0,05)
(Fig. 1; Tabela 3). Quanto a variedade de origem das amostras, B. dothidea foi isolado de
amostras oriundas de todas as variedades; N. parvum foi isolado de amostras das
variedades Tommy Atkins, Kent, Keit, Van Dyke e Haden; e L. theobromae foi isolado
apenas de amostras obtidas da variedade Tommy Atkins (Tabela 3). Com relagdo ao 6rgao

da planta amostrado, B. dothidea foi isolado a partir de todos os 6Orgdos, enquanto N.
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parvum ndo esteve associado apenas a panicula e L. theobromae so6 foi isolado a partir de
ramos e frutos (Tabela 3).

Embora as espécies da familia Botryosphaeriaceae tenham predominado, outras
espécies fungicas estavam associadas as lesoes tipicas da morte descendente e podridao de
pedunculo: Pestalotia sp., Cladosporium sp., Alternaria sp., Phomopsis sp., Nigrospora
sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp., Chaetomium sp., Chaetophoma sp., Stemphylium
sp. ¢ Bipolaris sp.

Analise filogenética dos isolados de Botryosphaeria spp.

Seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS do DNA ribossomal obtidas foram
alinhadas com seqiiéncias ITS de L. theobromae, B. dothidea e N. parvum disponiveis no
Genbank (Tabela 1). A matriz apresentou um total de 30 taxons e 598 caracteres, dos
quais 182 foram varidveis e 63 foram informativos para parcimdnia. Para MP, buscas
heuristicas encontraram 10000 arvores igualmente parcimoniosas (comprimento da arvore
=228, CI = 0,904, ¢ RI = 0,957; Fig. 3). Para a analise ML o melhor modelo de evolucao
usando tanto o teste Akaike quanto verossimilhanga hierarquica foi TIMef + G, e uma
unica arvore com score-1699,588547 foi obtida. Os resultados ndo conflitam sobre
qualquer dos métodos analiticos.

A arvore filogenética da regido ITS mostra quatro clados com um suporte de
bootstrap superior a 91 e 64% para as analises de MP ¢ ML respectivamente. Os clados
foram nomeados da seguinte forma: N. mangiferum (clado I), L. theobromae (clado II), B.
dothidea (clado III) e N. parvum (clado IV). A arvore resultante da analise de ML ¢
mostrada com os valores de bootstrap obtidos também na analise de MP (Fig. 3). Todos os
isolados desse estudo residem nos clados II, IIT e IV.

Os isolados de L. theobromae formaram um clado fortemente suportado com

valores de bootstrap de 100%. Os isolados de L. theobromae tiveram seqiiéncias
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praticamente idénticas ¢ agruparam-se com os isolados de L. theobromae de Uganda e
México de Vitex donniana e Pinus sp. (clado II). Os isolados do Brasil desta espécie
diferiram em apenas 4 pb. Quando comparadas com as seqiiéncias depositadas no
GenBank, a identidade da regido ITS para esta espécie variou entre 98-100%. Os isolados
de B. dothidea agruparam-se com os de mangueira da Australia incluidos nesta analise
(clado III). Os isolados do Brasil desta espécie diferiram em 6 pb. Quando comparadas
com as seqii€ncias depositadas no GenBank, a identidade da regido ITS para esta espécie
variou entre 97-100%. Os isolados de N. parvum agruparam-se com os de mangueira da
Australia incluidos nesta analise (clado IV). Os isolados do Brasil desta espécie diferiram
em apenas 2 pb. Quando comparadas com as seqiiéncias depositadas no GenBank, a
identidade da regido ITS nesta espécie variou entre 98-100%. As analises de MP ¢ ML
produziram topologias quase idénticas (arvores ndo mostradas). As Unicas diferencas entre
os métodos de analises dos dados foram mudangas de posi¢des de alguns isolados dentro
de cada clado.
Teste de patogenicidade e agressividade

Houve diferenca dentro das espécies quanto a patogenicidade. Aproximadamente
13% dos isolados de B. dothidea e 7,6% dos isolados de N. parvum nao foram patogénicos.
Todos os isolados de L. theobromae foram patogénicos.

Quanto a agressividade dos isolados, houve diferenga entre as espécies (P=0,05)
(Fig. 4). Os isolados de L. theobromae foram mais agressivos, seguidos dos isolados de B.
dothidea e N. parvum. Apenas os isolados de L. theobromae diferiram entre si quanto a
agressividade (P=0,05). O isolado CMM1327 de B. dothidea nio foi patogénico no periodo
de avaliacdo, exibindo sintomas de podriddo 96 h ap6s a inoculagao (Fig. 4).

DISCUSSAO
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Esse estudo avaliou a presengca e¢ a diversidade de Botryosphaeriaceae spp.
associada a morte descendente e a podridao peduncular de plantas e frutos de mangueira na
principal regido produtora do Brasil. Baseado em caracteres morfoldgicos e nas analises da
sequéncia parcial da regido ITS rDNA, trés espécies foram identificadas. As associagdes de
N. parvum ¢ B. dothidea com mangueira na regido Semi-Arida do Nordeste do Brasil ndo
haviam sido relatadas, assim como em outras regides do Brasil. Até o presente estudo,
somente L. theobromae tem sido relatada como patdégeno de mangueira no Brasil
(4,6,18,31).

Essas espécies de Botryosphaeriaceae encontradas ja haviam sido relatadas em
outras areas de mangueira no mundo causando diferentes sintomas nas plantas infectadas
(1,13,14,21,26,30). Além de morte descendente, cancros em ramos, manchas em folhas e
podridao peduncular em frutos, sintomas como queima da inflorescéncia, exsudacdo de
goma em ramos ¢ caules, cancros em caule, descoloracdo vascular, frutos jovens
enegrecidos e mumificados presos a inflorescéncia também estdo associados a essas
espécies (6,18,21,24,26,31). Na Australia, N. parvum, N. mangiferae, B. dothidea ¢
Neofusicoccum sp. foram isolados de sintomas de arvores e frutos de mangueira (26). Na
Florida, N. parvum e L. theobromae foram isolados de sintomas de morte descendente
(21), e no Brasil, L. theobromae tem sido isolado de sintomas de morte descendente e
podridao peduncular (6,31).

A suscetibilidade diferencial de variedades de mangueira as diferentes espécies
deste género, ja reportado na literatura, ¢ um dos fatores que podem explicar a distribui¢ao
das espécies de Botryosphaeriaceaec encontradas nas diversas variedades amostradas.
Ploetz et al. (21) relataram uma incidéncia relativamente baixa de 10 e 12% de morte
descendente apods inoculagdes artificiais de N. parvum e L. theobromae em manga Keit.

Apesar deste estudo constatar uma baixa incidéncia (9%) de N. parvum em manga Keit,
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nenhuma incidéncia de L. theobromae foi constatada nessa variedade (Tabela 3). Lima et
al. (15) avaliando o comportamento de frutos de seis variedades inoculadas com trés
isolados de L. theobromae, verificaram que Manguito e Espada foram resistentes, ¢ que
Haden e Rosa foram resistentes ou moderadamente resistentes. As variedades Keit ¢ Van
Dyke mostraram uma variagdo no comportamento em relacdo aos isolados. A variedade
Keit mostrou-se moderadamente resistente ou suscetivel, enquanto que Van Dyke
comportou-se como suscetivel, altamente suscetivel e resistente. De acordo com Tavares
(29), entre as variedades Tommy Atkins, Keit, Haden e Van Dyke plantadas no Vale do
Sdo Francisco, a primeira apresenta-se com maior ocorréncia de L. theobromae, o que,
segundo o autor, pode ser devido ao fato de que esta variedade seja a mais plantada no
Vale. Essa informacdo estd consistente com o presente estudo, onde essa espécie foi
encontrada apenas na variedade Tommy Atkins. Estudos posteriores utilizando inoculagao
cruzada com as variedades mais plantadas comercialmente poderiam ajudar a entender
melhor o efeito do hospedeiro na distribuicdo das diferentes espécies de
Botryosphaeriaceae nas regides produtoras do Brasil.

A distribuicdo diferencial das espécies nas duas regides de plantio pode estar
também associada a suscetibilidade dos hospedeiros, uma vez que no Vale do Assu foi
amostrada somente a variedade Tommy Atkins, sendo esta a unica variedade onde L.
theobromae foi encontrada independente da regido amostrada.

Neofusicoccum mangifera apesar de identificado na Australia como patogeno de
mangueira, ndo foi identificado nesse estudo. Estudos sobre a diversidade de espécies de
Botryosphaeriaceae em mangueira na Africa do Sul também ndo revelaram a presenca
desta espécie (10).

Nesse estudo, nenhum teleomorfo das trés Botryosphaeriaceae spp. foi encontrado

nas amostras coletadas. A identificacdo das espécies foi feita com base na morfologia
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conidial de anamorfos. Estas caracteristicas foram robustas para identificagdo dos isolados
de L. theobromae. Devido a sobreposi¢do de medidas ¢ de formatos de conidios a
identificagdo e separagdo das espécies N. parvum ¢ B. dothidea baseado em caracteristicas
morfométricas foi dificil e muitas vezes insatisfatoria. Este problema foi mencionado por
Slippers et al. (27). Segundo esses autores, os conidios, apesar de serem os mais utilizados
na identificacdo e serem 0s mais comuns na natureza e em culturas, apresentam problemas
de sobreposicdo de medidas e formatos entre as espécies, o que dificulta a identificacao.
Outra caracteristica morfoléogica importante para identificagdo dos isolados de L.
theobromae foi a presenca de parafases asseptadas. Esta caracteristica foi 1til na separagao
de L. theobromae de outras Lasiodiplodia spp. encontradas nos tropicos (2).

As comparacdes de seqiiéncias de DNA permitiram confirmar a identificag@o
morfologica de L. theobromae, B. dothidea e N. parvum. O resultado da analise
filogenética de ITS claramente separou os isolados de L. theobromae, B. dothidea e N.
parvum. Os isolados de B. dothidea e N. parvum do Brasil agruparam-se com os isolados
B. dothidea e N. parvum de mangueira da Australia que foram incluidos nesta analise. Os
isolados de N. parvum formaram um sub-clado distinto dos isolados da Oceania. Isto pode
indicar que estes isolados encontrados no Brasil formam uma populagdo geneticamente
distinta dos isolados encontrados na Australia ¢ na Nova Zelandia. Por outro lado, os
isolados de L. theobromae agruparam-se com isolados de L. theobromae de outras
localidades geograficas e diferentes hospedeiros, mostrando pouca variagdo nas seqiiéncias
de DNA. Esse resultado concorda com estudos filogenéticos anteriores de L. theobromae
(26) e pode explicar a distribuicdo cosmopolita dessa espécie no mundo. Ja os isolados de
N. mangifera incluidos nesta analise formaram um clado separado, uma vez que essa

espécie ndo foi encontrada no Brasil.
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Testes realizados em frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’ confirmaram a
patogenicidade dos isolados de L. theobromae, B. dothidea ¢ N. parvum. Lasiodiplodia
theobromae foi a unica espécie em que todos os isolados foram patogénicos. As espécies L.
theobromae ¢ N. parvum mostraram maior agressividade quando comparadas com B.
dothidea.

Neofusicoccum parvum ¢ um dos patégenos mais comuns de manga causando
podridao peduncular, morte descendente e queima da inflorescéncia (12,13,26). Essa
espécie bem como L. theobromae sdo conhecidos como patdogenos agressivos quando as
plantas estdo sob estresse hidrico e/ou nutricional (14,18,29), situacdo que acontece nas
areas amostradas. Lasiodiplodia theobromae tornou-se patdogeno primario ¢ generalizado
nos pomares de manga, na mesma propor¢ao em que foi adotada a tecnologia de inducao
floral da mangueira na regiio Semi-Arida. Esta técnica de manejo debilita as plantas
predispondo-as a infec¢do, principalmente quando se verifica periodos longos de estresse
hidrico (24). Esta situacdo, aparentemente, também favoreceu ao desenvolvimento de N.
parvum nas areas amostradas. Outros fatores ambientais como vento, chuva e umidade,
juntamente com as praticas culturais, podem influenciar na distribuicdo de
Botryosphaeriaceae spp. (32). No entanto, o efeito desses fatores na distribuicdo de
Botryosphaeriaceae spp. em mangueira no Brasil ainda ndo foram avaliados.

Apesar de B. dothidea ser comumente encontrada e ter uma ampla variedade de
hospedeiros (11), esta espécie tem pouca importdncia como agente patogénico de manga
na Australia e em outras partes do mundo (26). Esta espécie também foi frequentemente
isolada nas variedades e regides amostradas. No estudo de agressividade, os isolados desta
espécie, apesar de capazes de induzir sintomas de podriddo nos frutos inoculados,
mostraram-se pouco agressivos. O que pode ser explicado pelo fato de B. dothidea ter sido

isolada em maior nimero de ramos, ndo estando & mesma adaptada a frutos.
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Esse estudo fornece uma base para futuros trabalhos de melhoramento genético
visando incorporacao de resisténcia a doengas e melhoria das técnicas de manejo integrado
através de um melhor conhecimento das espécies de Botryosphaeriaceae, seus niveis de
agressividade e a sua distribuicdo geografica em duas das principais regides produtoras de
manga no Nordeste do Brasil.
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482  Tabela 1. Isolados de Botryosphaeriaceae usados no estudo de filogenia
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GenBank

Isolado Identidade Hospedeiro Origem Coletor TITS

CMM1472 Lasiodiplodia theobromae Mangifera indica Brasil V.S.0. Costa EU915208

CMM1476 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938326

CMM1485 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938327

CMM1496 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938328

CMM1510 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938329

CMM1516 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938330

CMM1543 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938331

CMM1548 L. theobromae M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938332

CMW10130 L. theobromae Vitex donniana Uganda J. Roux AY236951

CMW9074 L. theobromae Pinus sp. México T. Burgess AY236952

CMM1317 Neofusicoccum parvum M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938333

CMM1276 N. parvum M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938334

CMM1271 N. parvum M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938335

CMW7025 N. parvum M. indica Australia G.1. Johnson AY615181

CMW7026 N. parvum M. indica Australia G.1. Johnson AY615182

CMW7799 N. parvum Persea americana Australia K.G. Pegg AY615184

CMW9078 N. parvum Actinidia deliciosa New Zealand S.R. Pennycook AY236940

CMW9081 N. parvum Populus nigra New Zealand G.J. Samuels AY236943

CMM1302 Botryosphaeria dothidea M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938336

CMM1319 B. dothidea M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938337

CMM1327 B. dothidea M. indica Brasil V.S.0. Costa EU938338

CMW7780 B. dothidea Fraxinus excelsior Switzerland B. Slippers AY236947

CMW8000 B. dothidea Prunus sp. Switzerland B. Slippers AY236949

CMW7020 B. dothidea M. indica Australia G.I. Johnson AY615191

CMW7027 B. dothidea M. indica Australia G.I. Johnson AY615192

CMW7803 B. dothidea M. indica Australia G.I. Johnson AY615193

CMW7024 Neofusicoccum mangiferum M. indica Australia G.I. Johnson AY615185

CMW7797 N. mangiferum M. indica Australia G.I. Johnson AY615186

CMW7801 N. mangiferum M. indica Australia G.I. Johnson AY615187

CMW7063 Bionectria sp. Taxus baccata Netherlands H.A. van der Aa AY236956
484
485
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Tabela 2. Dimensdes de conidios de anamorfos de Botryosphaeriaceae examinadas no

presente estudo e ja descrita na literatura

Identidade Tamanho conidial (um)® Cc/L® Fonte dos dados

Lasiodiplodia theobromae 17-33 x 10-15 [22,6 x 12,2] 1,9 Burgess et al. (2)
(18-)19-27(-28) x 11-15 (-16) [23,9 x 13,5] 1,7 Nesse estudo
Neofusicoccum parvum (14,7-)17-21(-25,5) x 4,5-6 (-7) [19 x 5,2] 3,7 Slippers et al. (26)

(13-)14-19(-22) x 4-6(-7) [15,9 x 5,2] 33 Nesse estudo
Botryosphaeria dothidea  (20-)23-27(-30) x 4-5(-6) [24,7 x 4,9] 5 Slippers et al. (25)
(18,8-)21-24(-30,4) x 4,5-6(-7) [23 x 5,1] 4,5 Slippers et al. (26)
(16-)18-26(-27) x (-3)4-6 [22,1 x 5,1] 43 Nesse estudo
N. mangiferum (11-)12-15(-17.3) x 5-6,6 [13,6 x 5,4] 2,5 Slippers et al. (26)

*Dimensdes minimas e maximas em parénteses e médias de 50 conidios nos colchetes.
°C/L=comprimento/largura.

Valéria S.O. Costa Plant Disease
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Tabela 3. Numero de isolados de Botryosphaeriaceae spp. (A) nas regides produtoras de
manga; (B) nas areas produtoras de manga; (C) nas variedades de manga; (D) nas partes da

planta de mangueira

A
Regides produtoras de Numero de isolados
manga B. dothidea N. parvum L. theobromae
Vale do Sao Francisco 73 aA* 71 aA 40 aB
Vale do Assu 2bC 8 bB 52 aA
B
Areas produtoras de Numero de isolados
manga B. dothidea N. parvum L. theobromae
Vale do Sao Francisco
Casa Nova 20 bA 12 bA 2 bB
Juazeiro 12 bA 11 bA 3bB
Petrolina 41 aA 48 aA 35aA
Vale do Asst
Afonso Bezerra 0 bB 1 bB 14 bA
Ipanguagu 2 aB 7 aB 38 aA
C
Variedades . Numero de isolados
B. dothidea N. parvum L. theobromae
Tommy Atkins 48 aB 60 aB 92 aA
Kent 13 bA 4 bB 0bC
Keit 4 cA 2 bcAB 0bB
Van Dyke 3cAB 6 bA 0 bB
Haden 4 cA 7 bA 0bB
Espada 2 cA 0cB 0 bB
Palmer 1 cA 0cA 0 bA
D

Numero de isolados

Partes da planta

B. dothidea N. parvum L. theobromae
Ramo 53 aB 70 aAB 74 aA
Fruto 13 abA 5bB 18 bA
Folha 3cA 4 bA 0cB
Panicula 6 bcA 0cB 0cB

*M¢édias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Z para diferenca entre proporcdes (P= 0,05).
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Fig. 2. Conidios de Botryosphaeriaceae spp. obtidos a partir de picnidios formados em
aciculas de pinheiro em meio agar-agua. Fotografias tiradas com aumento de x100 (6leo de
imersdo). Barra = 10 pm. A, conidios hialinos, parede fina, asseptados e fusiforme de
Botryosphaeria dothidea (CMM1327). B, conidios hialinos de parede fina, asseptados e
fusiforme a elipsoide de Neofusicoccum parvum (CMM1317). C, conidios maduros de
parede grossa, coloracdo marrom escura e estrias longitudinais, e conidios jovens de parede

grossa e hialinos de Lasiodiplodia theobromae (CMM1485).
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Fig. 3. Unica arvore resultante da analise de Maxima Verossimilhanca gerada em PAUP 4.0b10 a partir de seqiiéncias
de espacadores transcristos internos (ITS) das espécies de Botryosphaeriaceae. Numeros sobre os ramos sdo valores

obtidos de bootstrap (> 50%) para as analises de MP e ML, respectivamente.
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Epidemiologia comparativa de espécies de Botryosphaeriaceae em manga*

Comparative epidemiology of species Botryosphaeriaceae in mango

Valéria Sandra de Oliveira Costa®, Ricardo Brainer Martins®, Sami Jorge

Michereff** e Marcos Paz Saraiva Camara’

Resumo - A morte descendente e a podridao peduncular de plantas e frutos de mangueira
associadas as espécies de Botryosphaeriaceae (Lasiodiplodia theobromae, Botryosphaeria
dothidea ¢ Neofusicoccum parvum) ¢ um problema para as regides agricolas do Brasil. O
objetivo deste trabalho foi de avaliar a influéncia da umidade (0 e 72 h de cadmara timida) e
temperatura (25, 30 e 35 °C) na severidade da podridao peduncular em frutos de mangueira
e a suscetibilidade de frutos de diferentes espécies (manga, mamao, abacate e banana) as
espécies de Botryosphaeriaceae associadas a esta doencga. Os frutos de mangueira foram
inoculados com 15 isolados, sendo cinco de cada espécie de Botryosphaeriaceae. A
umidade e a temperatura influenciaram significativamente a severidade da podridao
peduncular em frutos de mangueira. Os frutos de mangueira inoculados com L.
theobromae desenvolveram sintomas de podriddo independente da presenga de camara
umida e os inoculados com B. dothidea e N. parvum apenas quando os mesmos foram
expostos a um periodo de 72 h de camara umida. As maiores lesdes causadas tanto por L.

theobromae como por N. parvum foram observadas nos frutos mantidos nas temperaturas
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de 25 e 30 °C. Nao foi constatado o desenvolvimento de sintomas nos frutos inoculados
com B. dothidea quando eles foram mantidos nas trés temperaturas avaliadas durante o
periodo de avaliagdo. Os isolados de L. theobromae e N. parvum foram patogénicos
quando inoculados em frutos sadios de mangueira, mamoeiro, abacateiro e bananeira. Os
isolados de B. dothidea s6 nao foram patogénicos em frutos de bananeira.

Palavras-chave - Umidade. Temperatura. Lasiodiplodia theobromae. Botryosphaeria

dothidea. Neofusicoccum parvum.

Abstract - Dieback and stem-end rot in trees and fruits of mango associated to the species
of Botryosphaeriaceae, Lasiodiplodia theobromae, Botryosphaeria dothidea and
Neofusicoccum parvum, is a problem for the agricultural regions of Brazil. The order was
to evaluate the influence of humidity (0 and 72 h in moist chamber) and temperature (25,
30 and 35 °C) in the severity of stem-end rot in fruits of mango and the susceptibility of
different fruits (mango, papaya, avocado and banana) to the species of Botryosphaeriaceae
associated with this disease. Mango fruits were inoculated with 15 isolates, five isolates of
each of the three species of Botryosphaeriaceae. The humidity and temperature
significantly influenced the severity of stem-end rot in fruits of mango. The fruits of
mango inoculated with L. theobromae developed symptoms of stem-end rot regardless of
the presence of a moist chamber and inoculated with B. dothidea and N. parvum showed
symptoms only when they were exposed to a period of 72 h in a moist chamber. The
greatest lesions caused by both L. theobromae and by N. parvum were observed in fruits
kept at temperatures of 25 and 30 °C. It was not observed the development of symptoms in
the fruits inoculated with B. dothidea when they were maintained at the three temperatures

evaluated during the evaluation period. The isolates of L. theobromae and N. parvum were
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pathogenic when inoculated in healthy fruit of mango, papaya, avocado and banana. The
isolates of B. dothidea were not pathogenic on fruits of banana.
Key words - Humidity. Temperature. Lasiodiplodia theobromae. Botryosphaeria

dothidea. Neofusicoccum parvum.

Introducéo

A cultura da mangueira (Mangifera indica L.) é de grande importancia economica
para o Brasil. Dentre as regioes produtoras, o Nordeste destaca-se com uma produgdo de
1.272.184 t numa area de 79.246 ha (IBGE, 2007). Os estados da Bahia e Pernambuco,
principais exportadores, foram responsaveis pela comercializagdo de 95,4 mil toneladas de
manga no mercado internacional em 2008 (IBRAF, 2008).

A morte descendente e podriddo peduncular, doengas de ocorréncia em plantas e
frutos, respectivamente, sdo associadas as espécies de Botryosphaeriaceae, Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not. ¢
Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips. Nos
ultimos anos, ambas tem aumentado de intensidade no campo e em pos-colheita, o que
elevou estes patdgenos a condi¢do de um dos grandes problemas da cultura (JOHNSON,
1994b; TAVARES, 2002; SLIPPERS et al., 2005; NIETO-ANGEL et al., 2006b). Essas
espécies sao cosmopolitas, com ampla distribuicdo geografica e larga gama de hospedeiros
(TAVARES, 2002; GURE et al., 2005; SLIPPERS et al., 2005; CROUS et al., 2006).

Além da mangueira, espécies de Botyosphaeria tém sido reportadas em outras
culturas de importancia socio-econdmica tais como, abacateiro (Persea americana Mill.),
bananeira (Musa spp.), citros (Citrus spp.), coqueiro (Cocos nucifera L.), gravioleira

(Annona muricata L.), mamoeiro (Carica papaya L.), videira (Vitis sp.), dentre outras
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(HARTILL, 1991; TAVARES, 2002; FREIRE et al., 2004; PESSOA;OLIVEIRA, 2006;
URBEZ-TORREZ et al., 2006).

A espécie L. theobromae tem sido considerada como um patégeno ocasional de
plantas estressadas (FREIRE et al., 2004). Nas Regides Semi-Aridas, onde as condigdes
ambientais favorecem ao seu desenvolvimento, a morte descendente e a podridao
peduncular vém se constituindo em um sério problema (SANTOS FILHO et al., 2002,
TAVARES;COSTA, 2002). Vale ressaltar que ainda ndo existem dados epidemioldgicos
para as espécies, B. dothidea ¢ N. parvum associadas a morte descendente e podridao
peduncular em mangueira no Brasil.

A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de doencgas fingicas tem sido
objeto de estudo por diversos autores em outras culturas (ARAUZ;SUTTON, 1989;
MICHAILIDES;MORGAN, 1992; SILVEIRA et al., 2001; MILA et al., 2005;
VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2005). O conhecimento dos efeitos da temperatura e
da umidade no desenvolvimento de doenga em varios hospedeiros torna possivel prevenir
uma epidemia através do uso de estratégias mais eficientes de controle (MICHAILIDES;
MORGAN, 1992). Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
umidade e temperatura na severidade da podridao peduncular em frutos de mangueira e a
suscetibilidade de diferentes frutos as espécies de Botryosphaeriaceae associadas a esta

doenca.

Material e métodos
1. Obtencao de isolados de Botryosphaeriaceae spp. e inoculagdo

Foram utilizados 15 isolados de Botryosphaeriaceae spp., sendo cinco isolados de
cada espécie (L. theobromae, B. dothidea e N. parvum), obtidos de plantas e frutos de

mangueira var. Tommy Atkins, com sintomas caracteristicos de morte descendente e
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podridao peduncular, coletados em plantios comerciais do Vale do Sao Francisco e Vale do
Assu, em 2006 e 2007 (Tabela 1). Os isolados foram previamente caracterizados e estdo
depositados na colecdo de culturas de fungos fitopatogénicos "Prof. Maria Menezes"
(CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Tabela 1 - Isolados de Botryosphaeriaceae spp. obtidos a partir de ramos e frutos de
mangueira (var. Tommy Atkins), localizados em pomares da regido Nordeste do Brasil

Isolado Espécie Orgio da planta Origem
CMM-1271 Neofusicoccum parvum Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1276 N. parvum Ramo Casa Nova/BA, Brasil
CMM-1317 N. parvum Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1380 N. parvum Fruto Casa Nova/BA, Brasil
CMM-1381 N. parvum Fruto Casa Nova/BA, Brasil
CMM-1302 Botryosphaeria dothidea Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1319 B. dothidea Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1327 B. dothidea Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1351 B. dothidea Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1389 B. dothidea Fruto Casa Nova/BA, Brasil
CMM-1472 Lasiodiplodia theobromae Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1485 L. theobromae Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1510 L. theobromae Ramo Petrolina/PE, Brasil
CMM-1516 L. theobromae Ramo Afonso Bezerra/RN, Brasil
CMM-1543 L. theobromae Ramo Ipanguac/RN, Brasil

2. Epidemiologia comparativa

Os procedimentos de desinfestacdo e inoculacdo de frutos adotados foram os mesmos
em todos os experimentos, descritos brevemente. Antes da inoculagdo, frutos da var.
Tommy Atkins, estddio de maturagdo trés (ASSIS, 2004), foram lavados com agua e sabao
e desinfestados pela imersdo dos mesmos em solucdo de NaClO 1,5% por 5 min, seguida
de lavagem com 4gua destilada e secagem em temperatura ambiente. A inoculagdo foi
realizada por meio da deposicdo de discos de BDA (Batata-Dextrose-Agar), contendo
estruturas fingicas dos patégenos, sobre quatro pontos eqiiidistantes na superficie do fruto,
previamente feridos, com perfuragdes de 3 mm de profundidade por meio de uma almofada
com alfinetes desinfestados. Esse método de inoculacdo justifica-se pela dificuldade de

esporulacao dos patdgenos.
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A varidvel analisada foi a severidade da podridio em cada ponto de inoculagao,
realizada 72 h apods a inoculagdo. Para isso, mensurou-se o didmetro das lesdes externas
(mm) em dois sentidos diametralmente opostos.

2.1. Influéncia da umidade na severidade da podriddo peduncular em frutos de
mangueira

Frutos inoculados foram submetidos a dois tratamentos, com e sem camara tmida. A
condi¢do com camara umida foi propiciada pelo acondicionamento dos frutos em bandejas
forradas com papel toalha umedecido com agua destilada, sendo o conjunto bandeja/fruto
envolvido por saco de polietileno previamente umedecido. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x15, representado por duas condigdes de
umidade e 15 isolados dos patogenos, com quatro repetigdes, sendo cada repeticao
constituida de um fruto inoculado em quatro pontos.

2.2. Influéncia da temperatura na severidade da podriddo peduncular em frutos de
mangueira

Frutos inoculados, mantidos em condi¢do de camara umida, foram acondicionados
em diferentes temperaturas, 25, 30 e 35 °C, em incubadora do tipo B.O.D. (Biochemistry
Oxigen Demand). Apds 48 h, as camaras imidas foram retiradas e os frutos mantidos nas
respectivas temperaturas até a avaliacdo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 3x15, representado por trés temperaturas ¢ 15 isolados dos
patogenos, com quatro repetigdes, sendo cada repeticdo constituida de um fruto inoculado
em quatro pontos.

3. Suscetibilidade de diferentes frutos as espécies de Botryosphaeriaceae associadas a
podridao peduncular
Frutos sadios de mangueira (var. Tommy Atkins), mamoeiro (var. Gold), abacateiro

(var. Fortuna) e bananeira (var. Pacovan) foram avaliados quanto a suscetibilidade aos
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isolados de Botryosphaeriaceae spp.. Os procedimentos de desinfestagdo e inoculagdao dos
frutos foram os mesmos descritos para manga (item 2). Apds a inoculagdo, os frutos foram
submetidos a camara umida por 48 h. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4x15, representado por quatro hospedeiros e 15 isolados
dos patdgenos, com quatro repetigdes, sendo cada repeticdo constituida de um fruto
inoculado em quatro pontos. Exceto para os frutos de bananeira, onde cada repeticdo foi
constituida por dois frutos inoculado em dois pontos.
4. Analises de dados

Os dados obtidos nos experimentos de umidade e temperatura foram submetidos a
analise de variancia e a separagdo de médias efetuada pelo teste de Tukey (P=0,05). Os
dados do experimento de suscetibilidade de diferentes frutos as espécies de
Botryosphaeriaceae foram submetidos ao teste separagdo de médias por meio do teste nao-
paramétrico Mann-Whitney (P=0.05). Todas as andlises foram realizadas com auxilio do
programa SAEG 9.01 (Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal

de Vigosa, Vigosa — MG, 2005) e do SAS 8.0 (SAS Institute Inc., Cary — NC, USA. 2002).

Resultados e discusséo
A umidade e temperatura influenciaram significativamente a severidade da podridao
peduncular causada pelas espécies de Botryosphaeriaceae. Foram constatadas diferencas
significativas na severidade da podriddo peduncular entre as espécies nas diferentes
condi¢des de umidade e temperaturas, bem como verificada interagdes significativas entre
as espécies e as condigdes de umidade e temperatura analisadas.
Os frutos de mangueira inoculados com L. theobromae desenvolveram sintomas de
podridao independente da presenga de cdmara imida. No entanto, o prolongamento da

mesma favoreceu a severidade da doenca (Figura 1). Nao foi necessaria agua livre na
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superficie dos frutos para a penetracao no hospedeiro, o que evidencia, que apenas a agua
liberada apos a realizacao do ferimento foi suficiente para o estabelecimento do processo
de infeccdo, como ja constatado em outros patossistemas (SILVEIRA et al., 2001). Por
outro lado, a alta umidade favoreceu o processo de infeccao por este patogeno. Neste
contexto, ¢ importante ressaltar que as mangas exportadas passam por um processo de pré-
resfriamento, onde a umidade relativa do ar deve ser mantida entre 85 ¢ 95% para evitar
perda de agua nos frutos (ALVES et al., 2002). Segundo Chitarra e Chitarra (2005), o
elevado teor de umidade relativa, embora ajude a manter a turgidez e reduzir a perda de
agua no fruto, pode ser favoravel ao desenvolvimento de doenga. Os resultados mostram
que este processo de pré-resfriamento pode favorecer a doenca com um aumento da

severidade.

45 -

40 |
35
30 -
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mOh

B72h

20 -

Severidade (mm)

15 |
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0 ,4—21\ Ba Ba [

L. theobromae N. parvum B. dothidea

Figura 1 - Influéncia da umidade na severidade (mm) da podriddo peduncular em frutos de
mangueira causada por Botryosphaeriaceae spp. 72 h ap6s a inoculagdo. Colunas com a
mesma letra mailscula ndo diferem entre si dentro de espécies pelo teste de Tukey
(P=0,05); colunas com a mesma letra minuscula ndo diferem entre si dentro de cada

tratamento entre espécies pelo teste de Tukey (P=0,05).
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O desenvolvimento de sintomas nos frutos de mangueiras inoculados com B.
dothidea e N. parvum s6 foi observado quando os mesmos foram expostos a um periodo de
72 h de camara umida (Figura 1). O periodo de umidade para o desenvolvimento de doenca
varia dependendo do patossistema. Em estudos envolvendo espécies de Neofusicoccum em
pistachio (Pistacia vera L.) foi necessario um periodo de no minimo nove a 12 h de
umidade continua para o desenvolvimento de sintomas, sendo a severidade da doenga
favorecida pela condicao de 72 h de umidade continua (MICHAILIDES; MORGAN, 1992;
MILA et al., 2005). Ja em mag¢a (Malus domestica Borkh.), a maior incidéncia da podridao
branca causada por B. dothidea ocorreu quando foi utilizado um periodo de incubagao de
48 h, sendo a avaliagdo realizada 12 dias apds a inoculacio (VALDEBENITO-
SANHUEZA et al., 2005). Conforme Michailides (1991), este patdgeno necessita de um
periodo de 12 h ou mais de umidade continua para penetragdo e, conseqiientemente, causar
infecgdo através de lenticelas em frutos ou ferimentos. Sob este aspecto Valdebenito-
Sanhueza et al. (2005) levantaram a hipdtese de que os conidios de B. dothidea sdo
dependentes de nutrientes exdgenos para germinar sendo provavel que o estimulo do
periodo de camara imida ocorra pela acumulacdo de exsudados da fruta nessa condigdo.
Nesse estudo, onde foi utilizado disco de BDA contendo estruturas fingicas, a acumulacao
de exsudados pode ter tido um efeito semelhante, estimulando B. dothidea e N. parvum.

As maiores lesdes ocasionadas tanto por L. theobromae como por N. parvum foram
observadas nos frutos mantidos nas temperaturas de 25 e 30 °C (Figura 2). Esses resultados
corroboram com a informacao de Nieto-Angel et al. (2006b). De acordo com esses autores,

a temperatura 6tima para a infec¢do da podridao peduncular em manga ¢ 28 °C.
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Figura 2 - Influéncia da temperatura na severidade (mm) da podriddo peduncular em
frutos de mangueira causada por Botryosphaeriaceae spp. 72 h apods a inoculagdo. Colunas
com a mesma letra maitscula ndo diferem entre si dentro de espécies pelo teste de Tukey
(P=0,05); colunas com a mesma letra minuscula ndo diferem entre si dentro de cada

tratamento entre espécies pelo teste de Tukey (P=0,05).

Quando L. theobromae ¢ N. parvum estao presentes na infec¢do, L. theobromae
predomina sob N. parvum a 30 °C, enquanto N. parvum predomina a < 25 °C (Johnson,
1994b; Nieto-Angel et al., 2006b). O que pode ser constatado nesse estudo, embora os
patégenos ndo tenham sido inoculados simultaneamente, uma vez que na temperatura de
25 °C a severidade da podriddo peduncular causada por N. parvum foi maior. Enquanto na
temperatura de 35 °C ndo foi observado o desenvolvimento de lesdes nos frutos inoculados
por este patdgeno. Nao houve diferenca significativa na severidade da podridao causada
por L. theobromae nas temperaturas de 25 ¢ 30 °C, sendo verificada uma diminui¢ao na

severidade da podridao causada por este patégeno na temperatura de 35 °C (Figura 2).
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Nao foi constatado o desenvolvimento de sintomas nos frutos inoculados por B.
dothidea quando mantidos nas trés temperaturas durante o periodo de avaliagdo (Figura 2).
Oliveira (2008) verificou que isolados de Neofusicoccum spp. s6 passaram a exibir
sintomas 120 h apos a inoculagdo em manga, evidenciando que pode ter havido tempo
insuficiente para o patdgeno causar podridao.

Quanto a suscetibilidade de diferentes frutos as espécies de Botryosphaeriaceae
associadas a podridao peduncular, foram constatadas diferengas significativas na
suscetibilidade de diferentes frutos as espécies de Botryosphaeriaceae, bem como
verificada interacdo significativa entre os frutos e as espécies. Os isolados de L.
theobromae e N. parvum foram patogénicos quando inoculados em frutos sadios de
mangueira, mamoeiro, abacateiro ¢ bananeira. Os isolados de B. dothidea s6 ndo foram
patogénicos em frutos de bananeira (Figura 3).
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Figura 3 - Suscetibilidade de diferentes frutos a espécies de Botryosphaeriaceae quanto a
severidade (mm) da podriddo 72 h apoés a inoculagdo. Colunas com a mesma letra
maitscula ndo diferem entre si dentro de cada fruto pelo teste de Mann-Whitney (P=0.05);
colunas com a mesma letra mintscula ndo diferem entre si dentro de cada tratamento entre

frutos pelo teste Mann-Whitney (P=0.05).
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Os sintomas em manga foram caracterizados por lesdes umidas que evoluiram para
lesdes de coloragdo marrom e resultaram em podridao dos frutos. Em mamao, lesdes
marrom-escuras, sendo circundadas por uma area aquosa e cobertas por um micélio cinza.
Em abacate e banana, lesdes marrom-escuras.

As maiores lesdes nos frutos avaliados foram causadas por L. theobromae, exceto
em manga (Figura 3). Segundo Freire et al. (2004) houve um aumento na severidade do
ataque de L. theobromae em hospedeiros como mangueira, mamoeiro ¢ abacateiro. A
bananeira também tem sido relatada como hospedeira desse patogeno (TAVARES, 2002;
PESSOA; OLIVEIRA, 2006). Na literatura B. dothidea e N. parvum também tém sido
relatados como patdgenos de abacate (HARTILL, 1991; JOHNSON, 1994a; NIETO-
ANGEL et al., 2006a), ndo havendo relatos dos mesmos em mamao e banana.

Os isolados de L. theobromae ¢ N. parvum ndo desenvolveram as maiores lesdes em
manga, seu hospedeiro de origem, apenas B. dothidea. Esta observagdo ¢ concordante com
o0 observado por Pereira et al. (2006), onde o isolado de L. theobromae de manga mostrou-
se mais agressivo a caju (Anacardium occidentale L.). O que pode ser explicado pelo fato
de L. theobromae ser um fungo néo especializado, apresentando uma gama de mais de 500
espécies vegetais hospedeiras em regides tropicais e subtropicais (RODRIGUES et al.,
2004; BURGESS et al., 2006).

A espécie B. dothidea causou as menores lesdes em todos os frutos avaliados (Figura
3). Estes resultados evidenciam a pouca agressividade deste patdgeno em relagdo as outras
duas espécies de Botryosphaeriaceae estudadas.

Os resultados desse estudo s6 confirmam o ja relatado na literatura em relagao as
espécies de Botryosphaeriaceae, L. theobromae, B. dothidea e N. parvum, que as mesmas
sdo cosmopolitas, com ampla distribui¢do geografica e larga gama de hospedeiros

(TAVARES, 2002; GURE et al., 2005; SLIPPERS et al., 2005; CROUS et al., 2006) e que
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um mesmo isolado ¢ capaz de infectar diferentes hospedeiros (VARMA;BILGRAMI,
1977). Apesar desse estudo ter sido realizado em condi¢des de laboratédrio, onde todas as
condigdes foram favoraveis aos patdogenos em estudo, a dispersdo dessas espécies de
Botryosphaeriaceae analisadas entre mangueira, mamoeiro, abacateiro ¢ bananeira pode
representar uma ameaga ¢ deve, portanto ser investigada. Visto que essas culturas também
sdo cultivadas nos polos de fruticultura irrigada que cultivam mangas na regido Nordeste,

Vale do Sdo Francisco e Vale do Assu.

Conclusdes

1. Ndo ha necessidade de umidade para L. theobromae iniciar o processo de infecgdo em
frutos de mangueira;

2. A umidade foi um fator determinante no desenvolvimento de podriddo, causado por N.
parvum ¢ B. dothidea;

3. Temperaturas de 25 e 30 °C favorecem o desenvolvimento de podridio em frutos de
mangueira, causado por L. theobromae e N. parvum;

4. Lasiodiplodia theobromae e N. parvum foram patogénicos em frutos de mangueira,
mamoeiro, abacateiro e bananeira;

5. Botryosphaeria dothidea s6 ndo foi patogénico em frutos de bananeira.
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CONCLUSOES GERAIS

Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum e Lasiodiplodia theobromae séo os
agentes causais da morte descendente e podriddo peduncular em mangueira no
Nordeste do Brasil;

Analises filogenéticas das seqiiéncias de DNA permitiram a confirmacdo da
identificacdo morfologica de L. theobromae, B. dothidea e N. parvum;

Essa € a primeira ocorréncia de B. dothidea e N. parvum associados a morte
descendente e podriddo peduncular em mangueira no Brasil,

Botryosphaeria dothidea e N. parvum foram as espécies prevalentes no Vale do Séao
Francisco, enquanto L. theobromae prevaleceu no Vale do Assu;

Quando inoculadas em frutos de mangueira da variedade Tommy Atkins, L.
theobromae e N. parvum mostraram maior agressividade quando comparadas com B.
dothidea;

N&o h& necessidade de umidade para L. theobromae iniciar o processo de infecgdo em
frutos de mangueira;

A umidade foi um fator determinante no desenvolvimento de podriddo, causado por N.
parvum e B. dothidea;

Temperaturas de 25 e 30 °C favorecem o desenvolvimento de podriddo em frutos de
mangueira, causado por L. theobromae e N. parvum;

Lasiodiplodia theobromae e N. parvum foram patogénicos em frutos de mangueira,
mamoeiro, abacateiro e bananeira;

Botryosphaeria dothidea s6 ndo foi patogénico em frutos de bananeira.
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