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RESUMO GERAL

A morte descendente, causada principalmente por espécies de Lasiodiplodia, é uma
das principais doencas do tronco da videira no Nordeste do Brasil e no mundo. Os restos de
poda de videira deixados no campo sdo importantes fontes de indculo para epidemias da
doenca. Considerando a importancia da doenca e dos patdgenos envolvidos na colonizagdo
dos restos de poda, o presente trabalho teve como objetivos: a) identificar as espécies de
Lasiodiplodia associadas aos restos de poda em pomares localizados em trés tipos climaticos
do Nordeste brasileiro; b) investigar a prevaléncia, a distribuicdo e a diversidade das
espécies; e c) avaliar a patogenicidade e a agressividade dos isolados representativos das
espécies de Lasiodiplodia. Amostras de restos de poda de Vitis labrusca e V. vinifera foram
coletadas em 22 pomares localizados nas regides do Vale do Sdo Francisco (clima
semiarido), Vale do Siriji (clima tropical com verdo seco) e Cariri cearense (clima de
savana). Noventa e seis isolados de Lasiodiplodia foram identificados a partir de dados de
sequéncias de DNA (tefl-a, ITS e tub2), sendo encontradas 11 espécies: L. brasiliense, L.
crassispora, L. euphorbiaceicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. laeliocattleyae, L.
mahajangana, L. newvalleyensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e L. viticola. Dois
isolados (Lasiodiplodia sp. 1 e Lasiodiplodia sp. 2) ndo se agruparam com nenhum taxon
conhecido deste género. E o primeiro relato de L. mahajangana, L. newvalleyensis e L.
viticola em videira no Brasil. Lasiodiplodia pseudotheobromae foi a mais prevalente,
seguida de L. brasiliensis. No clima semiarido foram registradas 10 espécies, predominando
L. hormozganensis e L. theobromae. No clima de savana foram observadas sete espécies,
predominando L. brasiliense e L. pseudotheobromae. No clima tropical com verdo seco
foram registradas somente trés espécies, predominando L. pseudotheobromae. Foi
constatada elevada diversidade de espécies de Lasiodiplodia nos restos de poda dos climas
de savana e semiarido, comparada a observada no clima tropical com verédo seco. As espécies
de Lasiodiplodia foram inoculadas em ramos destacados de videira (cv. Vitoria) e isolados
de L. euphorbiaceicola e Lasiodiplodia sp. 2 ndo foram patogénicos. As demais espécies
diferiram nos niveis de agressividade, sendo L. viticola a mais agressiva. Os resultados
mostram a grande diversidade de espécies de Lasiodiplodia associadas a restos de poda de

videira no Nordeste brasileiro e possiveis diferengas em fungédo do tipo climatico.

Palavras-chave: Agressividade, Botryosphaeriaceae, clima, filogenia multilocus, poda,
Vitis.



GENERAL ABSTRACT

Botryosphaeria dieback, mainly caused by species of Lasiodiplodia, is considered
one of the main grapevine trunk diseases in Northeastern Brazil and worldwide. The
grapevine pruning debris left in the field are important source of inoculum for disease
epidemics. Considering the importance of the disease and the pathogens involved in the
colonization of pruning debris, the present work aimed to: a) identify the species of
Lasiodiplodia associated with pruning debris in orchards located in three climatic types in
Northeast Brazil; b) investigate the prevalence, distribution and diversity of the species; and
c) evaluate the pathogenicity and aggressiveness of representative isolates of Lasiodiplodia
species. Samples of grapevine pruning debris were collected in 22 orchards located in the
regions of Vale do Sdo Francisco (semi-arid climate), Vale do Siriji (tropical with dry
summer climate) and Cariri in Ceara (savannah climate). Ninety-six Lasiodiplodia isolates
were identified from grapevine pruning debris from DNA sequence data (tefl-a, ITS e tub2),
with 11 species found: L. brasiliense, L. crassispora, L. euphorbiaceicola, L.
hormozganensis, L. iraniensis, L. laeliocattleyae, L. mahajangana, L. newvalleyensis, L.
pseudotheobromae, L. theobromae e L. viticola. Two isolates (Lasiodiplodia sp. and
Lasiodiplodia sp. 2) did not cluster with any known taxa of this genus. It is the first report
of L. mahajangana, L. newvalleyensis and L. viticola in grapevine in Brazil. Lasiodiplodia
pseudotheobromae was the most prevalent, followed by L. brasiliensis. In the semi-arid
climate, 10 species were recorded, predominantly L. hormozganensis and L. theobromae. In
the savanna climate, seven species were observed, predominantly L. brasiliense and L.
pseudotheobromae. In the tropical climate with dry summer, only three species were
recorded, predominantly L. pseudotheobromae. A high diversity of species of Lasiodiplodia
was observed in the pruning debris of the semi-arid and savannah climates, compared to that
observed in the tropical climate with dry summer. The species of Lasiodiplodia were
inoculated on detached branches of grapevine (cv. Vitoria) and isolated from L.
euphorbiaceicola and Lasiodiplodia sp. 2 were not pathogenic. The other species differed in
terms of aggressiveness, with L. viticola being the most aggressive. The results show the
great diversity of Lasiodiplodia species associated with grapevine pruning debris in

Northeast Brazil and possible differences depending on the climate type.

Key-words: Agressiveness, Botryosphaeriaceae, climate, multilocus phylogeny, prunning,
Vitis.
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DIVERSIDADE E PATOGENICIDADE DE ESPECIES DE
LASIODIPLODIA ASSOCIADAS AOS RESTOS DE PODA DE VIDEIRA
EM TRES TIPOS CLIMATICOS DO NORDESTE BRASILEIRO

INTRODUCAO GERAL

1. A viticultura no Brasil

Cultivada em todo o mundo, a videira, tem seu fruto utilizado em uma ampla gama de
produtos, sendo comercializada na forma de frutas frescas, compotas, sucos, vinhos e passas.
Pertencente ao género Vitis L. e familia Vitaceae, consistindo de dois subgéneros, Vitis e
Muscadinia. Estes sdo distintos por apresentarem diferentes nimeros de cromossomos (38 para
Vitis e 40 para Muscadinia) e caracteristicas morfoldgicas. No subgénero Muscadinia apenas
uma espécie € cultivada, por apresentar resisténcia a filoxera e a algumas doencas. O subgénero
Vitis, representa a maior parte das videiras cultivadas, dividindo-se em trés grupos geogréaficos:
americano, asiatico e europeu (CREASY; CREASY, 2018).

No Brasil, as primeiras videiras cultivadas foram as de origem europeia e surgiram com
a chegada dos colonizadores portugueses. Em meados do século XIX, os imigrantes italianos
trouxeram a cultivar de uva americana ‘Isabel’, culminando na rapida substitui¢ao dos vinhedos
das variedades europeias, tornando a mesma a base para o desenvolvimento da vitivinicultura
comercial nos estados do Rio Grande do Sul e S3o Paulo (LEAO, 2010). Essa atividade era
restrita a regido Sul, leste de Sdo Paulo e Sul de Minas Gerais até o final da década de 1950.
Posteriormente, os plantios de videiras seguiram para o Vale do S&o Francisco, nos estados de
Pernambuco e Bahia, depois para as regides norte do Parana, noroeste de Sdo Paulo e norte de
Minas Gerais (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011). Atualmente, os cultivos de
videira sdo localizados em regides brasileiras de clima temperado, subtropical e tropical
(CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011), entre as latitudes 30°S e 9°S (AMORIM;
SPOSITO; KUNIYUKI, 2016), sendo que em 2022 foram registrados 17 estados e o Distrito
Federal com producéo da fruta (IBGE, 2023a).

A viticultura de clima temperado no Brasil se caracteriza por um ciclo anual, seguido
de um periodo de dorméncia induzido pelas baixas temperaturas do inverno. E a viticultura
tradicional no Sul e em regides de altitude do Sudeste do Brasil, nos Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais. A viticultura subtropical é praticada em
regides de invernos amenos e curtos, porém sujeitos a ocorréncia de geadas. Nessas condicdes,

a videira tem um periodo de dorméncia natural em junho e julho, e pode ser manejada da
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maneira tradicional, com um ciclo por ano. Com a utilizagéo de sistemas especiais de manejo,
sdo realizados dois ciclos vegetativos, com a obtencdo de duas colheitas por ano. A viticultura
subtropical € importante no norte do Parana e no leste de Sdo Paulo. A viticultura tropical é
tipica de regides onde as temperaturas minimas ndo sao suficientemente baixas para induzir a
videira a dorméncia. A videira cresce continuamente e, com o uso de tecnologia apropriada, é
possivel a obtencdo de duas ou mais colheitas por ano, no mesmo vinhedo. A época de colheita
pode ser programada para qualquer dia do ano. Os principais polos de viticultura tropical séo o
Vale do Submédio S&o Francisco, o noroeste Paulista e o norte de Minas Gerais. Nos Gltimos
anos, a viticultura tropical expandiu-se por varios outros estados, como Espirito Santo, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Rondonia, Ceara e Piaui (CAMARGO; TONIETTO;
HOFFMANN, 2011).

As espécies de videira Vitis vinifera L. (origem europeia) e Vitis labrusca L. (origem
americana) sdo economicamente mais importantes para a agricultura, tanto para a producéo de
vinhos, quanto para o consumo in natura (CREASY; CREASY, 2018). No Brasil, sdo utilizados
mais de 120 cultivares de V. vinifera e mais de 40 cultivares de uvas americanas, incluindo
castas de V. labrusca, Vitis bourquina Munson e hibridas interespecificas (CAMARGO;
TONIETTO; HOFFMANN, 2011).

As principais cultivares pertencentes a espécie V. labrusca produzidas no pais sao
Isabel, Bord6, Nidgara Rosada e Nidgara Branca; da espécie V. vinifera dentre as uvas com
sementes destacam-se as cultivares Italia, Benitaka e Red Globe, enquanto sem sementes
destacam-se as cultivares Festival, Crimson e Thompson e, mais recentemente, as cultivares
BRS Isis e BRS Vitdria (CARVALHO; TREICHE; BELING, 2016).

A viticultura é uma atividade de extrema importancia para a sustentabilidade de
milhares de pequenas propriedades e tem se tornado determinante no desenvolvimento de
algumas regides e na geracdo de empregos em grandes empreendimentos que produzem uvas
de mesa e para processamento (POLL et al., 2013). Além disso, a atividade tem grande
importancia social, econémica e cultural no agronegocio brasileiro, destacando-se ao agregar
valor a cadeia produtiva e impulsionar outros ramos da economia, como turismo e gastronomia
(REETZ et al., 2015).

A videira € uma das culturas de frutas perenes mais cultivadas e economicamente
importantes para o Brasil, sendo superada apenas pela producédo de laranja e banana (KIST,;
CARVALHO; BELING, 2022). Em 2022, foram cultivados aproximadamente 88,4 mil
hectares (ha) com videira e colhidas cerca de 1,5 milhdes de toneladas de uva no pais. A regiao

Sul se destaca como a maior produtora de uva no Brasil, com 846,9 mil toneladas de uvas
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produzidas em 54,9 mil ha cultivados, seguida da regido Nordeste, com producéo de 462,7 mil
toneladas em 10,4 mil ha. Essas duas regides sdo responsaveis por quase 86% da producédo
brasileira de uva (IBGE, 2023a).

A fruta produzida na regido Sul destina-se, principalmente, & produgdo de vinho,
enquanto na regido Nordeste predomina a producdo de uvas de mesa (SILVA; CORREIA,
2016). A uva de mesa é uma das principais frutas frescas exportadas pelo Brasil, sendo que em
2021 foram exportadas 76,6 mil toneladas, com faturamento de 155,9 milhGes de dolares
(KIST; CARVALHO; BELING, 2022). A regido Nordeste é responsavel por 99% das
exportacdes brasileiras de uvas finas de mesa, sendo o Vale do Séo Francisco o principal polo
produtor, responséavel por 98% da producdo (ARAUJO; RAMALHO, 2009; LAZZAROTTO;
FIORAVANCO, 2013).

1.2. A viticultura no Nordeste do Brasil

A viticultura no Nordeste brasileiro é de clima tropical, onde temperaturas elevadas
durante todo o ano sdo responsaveis pela aceleracdo dos processos fisioldgicos e rapida
propagacao da videira, permitindo a primeira colheita um ano e meio apds a instalacdo da
cultura. Considerando que o ciclo produtivo da videira pode oscilar de 90 a 130 dias,
dependendo da cultivar, podem ser obtidas até duas safras e meia por ano, mediante a adequacéo
das técnicas de producdo, como podas, modificacdo da irrigagdo e uso de reguladores de
crescimento. Isso possibilita a producao de uvas durante todo o ano (SILVA; CORREIA, 2016;
ARATA; HAUSCHILD; SCKOKAI, 2017).

A poda tem grande importancia na viticultura e compreende a remogao de ramos, bragos
e, excepcionalmente, do tronco, assim como, de partes herbaceas (brotacdes, gavinhas, folhas,
cachos, etc.), que resultam em alteragGes significativas na fisiologia da planta. Algumas séo
realizadas durante o periodo de repouso, e sdo denominadas de poda seca, e outras que Sao
executadas durante o periodo de crescimento vegetativo da planta, sdo denominadas de poda
verde. Nas condicOes do Nordeste brasileiro, a poda da videira é realizada duas vezes ao ano, e
esta diretamente ligada & obtencdo de duas safras por ano (LEAO, 2016).

Atualmente existem dois polos viticolas bem consolidados na regido Nordeste, o Vale
do Séo Francisco e o Vale do Siriji. O Vale do Séo Francisco, localizado nos estados da Bahia
e Pernambuco, se caracteriza pelo clima semiarido (BSh), com temperatura media anual
préximaa 28 °C, precipitacao pluviométrica anual inferior a 500 mm, altos indices de insolacao
durante a maior parte do ano, periodo de estiagem de nove meses e periodo chuvoso de fevereiro

a abril (ALVARES et al., 2013). Neste polo, os cultivos de videira séo caracterizados por um



14

sistema de producdo com alta tecnologia desde o inicio da implantacdo do parreiral, grandes
plantios em extensdo e comércio voltado a exportacdo (LAZZAROTTO; FIORAVANCO,
2013). As principais cultivares com sementes plantadas sdo Italia e Benitaka, enquanto sem
sementes sdo BRS Vitoria, BRS Isis e Festival (CARVALHO; TREICHE; BELING, 2016). Os
principais produtores sdo os estados de Pernambuco e Bahia, cobrindo uma area de 10.325 mil
ha cultivados e 459.936 mil toneladas de uvas produzidas, respondendo por aproximadamente
99% da producdo na regido (IBGE, 2023a). Em Pernambuco destaca-se 0 municipio de
Petrolina, com 6.250 ha cultivados e producdo de 312,5 mil toneladas, seguido de Lagoa
Grande, com 1.630 ha cultivados e produgdo de 76,6 mil toneladas. Na Bahia, destaca-se o
municipio de Juazeiro, com 1.580 ha cultivados e producéo de 47,9 mil toneladas, seguido de
Casa Nova, com 800 ha cultivados e producao de 20,7 mil toneladas. (IBGE, 2023b).

O Vale do Siriji, situado na regido do Médio Capibaribe do estado de Pernambuco, esta
localizado em érea de clima tropical com verdo seco (As), com temperatura média anual em
torno de 25 °C, precipitacdo pluviométrica anual de 1.100 mm, concentrada em uma estacao
chuvosa de maio a julho, e uma estacdo seca de setembro a dezembro (ALVARES et al., 2013).
Neste polo, a producdo de uva é realizada ha mais de 50 anos, em pequenas propriedades e com
baixo perfil tecnoldgico, exclusivamente da cultivar Isabel, e se destina ao mercado interno
(TAVARES; LIMA, 2009). O municipio de Sdo Vicente Férrer se destaca como principal
produtor nesse polo, com 600 hectares cultivados e producdo de 16,2 mil toneladas (IBGE,
2023Db).

Além do Vale do Sdo Francisco e do Vale do Siriji, existem varios outros pequenos
polos de producéo de uvas de mesa no Nordeste brasileiro, dentre os quais a regido do Cariri
cearense, localizada no Sul do estado do Ceara. O clima é do tipo savana (AW), com verao
chuvoso e inverno seco, temperatura média anual em torno de 25 °C, precipitacdo pluviométrica
anual de 1.100 mm, concentrada em uma estacao chuvosa de janeiro a abril, e uma estacdo seca
de agosto a novembro (LIMA et al., 2017). Neste polo, a producédo de uva é realizada hd menos
de 10 anos, em pequenas propriedades e com médio perfil tecnoldgico, destinada ao mercado
regional, com o plantio principalmente das cultivares Isabel, BRS Vitoria e BRS Isis. O
municipio de Barbalha se destaca como principal produtor nesse polo, abrangendo area total de
11 ha e 315 toneladas produzidas (IBGE, 2023b).

O crescimento da cadeia produtiva de uva é continuo, levando ao aumento da
importancia econdmica e social da atividade. No entanto, a videira esta sujeita ao ataque de
diversos patdgenos causadores de doencas, que reduzem a producdo e a longevidade do

parreiral, afetando a qualidade do produto final e em alguns casos causando a morte da planta
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(CARVALHO; TREICHE; BELING, 2016). A videira é uma das culturas perenes lenhosas que
mais hospeda patdgenos, pois somente de origem fangica foram registradas mais de 29 doencas
(WILCOX; GUBLER; UYEMOTO, 2015).

1.3. Doencas da videira no Nordeste do Brasil

No Nordeste brasileiro, as condi¢es intensas de manejo das plantas de videira
propiciam, e em alguns casos potencializam, problemas fitossanitarios que, se ndo contornados
podem trazer sérios prejuizos econdémicos e diminuir a vida Gtil dos parreirais. Entre as doencas
que afetam a videira nesta regido destacam-se o mildio [Plasmopara viticola (Berk. & M.A.
Curtis) Berl. & De Toni], o oidio [Uncinula necator (Schwein.) Burril.], a ferrugem
(Phakopsora euvitis Ono), a morte descendente (Botryosphaeriaceae), a antracnose (Elsinoé
anpelina Shear), o cancro bacteriano [Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye], o
enrolamento das folhas (Grapevine leafroll-associated virus 1-9 - GLRaV 1-9), a malformacéo
infecciosa (Grapevine fanleaf virus) e os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.)
(BARBOSA et al., 2016; TERAO et al., 2016;).

As doencas fangicas que comprometem o tronco da videira estdo entre as mais
importantes por limitarem a longevidade dos vinhedos e estarem presente em todas as principais
regides produtoras de uvas (LAWRENCE et al., 2017; GRAMAIJE; URBEZ-TORRES;
SOSNOWSKI, 2018). Essas doencas afetam o rendimento da cultura, por causarem a morte das
posicdes de frutificacdo, danificando o tecido vascular entre os rebentos e as raizes, ou devido
ao atraso no amadurecimento dos frutos (LORRAIN et al., 2012). Dentre as varias doengas que
atingem o tronco da videira, a morte descendente é responsavel por importantes danos, como
reducdo da vida til e da produtividade dos parreirais, resultando em aumentos consideraveis
nos custos de producdo (URBEZ-TORRES, 2011; YAN et al., 2013; HRYCAN et al., 2020).

1.4. Morte descendente da videira
1.4.1. Distribuicéo e importancia

A morte descendente da videira pode ser causada por espécies da Botryosphaeriaceae e
Diatrypaceae (GRAMAJE; URBEZ-TORRES; SOSNOWSKY, 2018; KENFAOUI et al.,
2022). No Brasil, os fungos associados a doenca sdo principalmente da familia
Botryosphaeriaceae, sendo a doenca conhecida internacionalmente como “Botryosphaeria
dieback” (CORREIA et al., 2013, 2016; BARBOSA et al., 2016; GARRIDO; GAVA,
CAROLLO, 2017). Descrita pela primeira vez em 1974 na Hungria (LEHOCZKY, 1974), essa
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doenca ja foi relatada em quase todos os principais paises produtores de uva (GRAMAJE;
URBEZ-TORRES; SOSNOWSKY, 2018; KENFAOUI et al., 2022).

O primeiro relato de ocorréncia da morte descendente em videiras no Brasil foi em 1991,
nos municipios de Jales - SP e Petrolina - PE (RIBEIRO et al., 1992; AMORIM; SPOSITO;
KUNIYUKI, 2016). A incidéncia dessa doenca vem aumentando nos ultimos anos, em todas as
areas de producéo de uva do Brasil, ocorrendo principalmente em vinhedos dos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco e Bahia
(GARRIDO et al., 2011). A morte descendente é considerada uma das principais causas de
mortalidade de plantas de videira na Serra Galcha, com perdas de 5% a 60%, dependendo da
extensdo do vinhedo atacado. O plantio de mudas contaminadas pode levar a perdas de até
100%, devido o bloqueio do fluxo da seiva na area da enxertia infectada pelo fitopatogeno
(GARRIDO; GAVA; CAROLLO, 2017). No Nordeste brasileiro, essa doenca tem sido
registrada em mudas, plantas jovens e adultas, causando mortalidade de plantas e redugfes de
producédo (BATISTA et al., 2010; CORREIA et al., 2013, 2016; SILVA et al., 2018; REGO et
al., 2019).

1.4.2. Sintomatologia

A necrose do lenho do tronco e dos bragos das videiras infectadas € a principal
caracteristica da morte descendente. Sintomas da doenca incluem cancros, mortalidade das
brotacdes, deformacdo das folhas, podriddo e necrose setorial da madeira, descoloracdo
castanho-escuro da parte afetada e falha na unificacdo do enxerto. A presenca de faixas pretas
no xilema da madeira infectada é caracteristica da doenca, causando podriddo seca geralmente
em forma de cunha no tronco e nos bragos. Os cancros sdo mais facilmente vistos quando a
videira é cortada na secdo transversal (URBEZ-TORRES; GUBLER; LEAVITT, 2013). O
desenvolvimento da doenca ocorre lentamente nas videiras € nenhum sintoma € notado na
primeira ou na segunda estacao de crescimento apos a infec¢do. Na terceira ou quarta estacao,
um cancro é frequentemente visto e acompanhado pela manifestagdo dos sintomas nas folhas.
Os principais danos verificados incluem a redugdo da produtividade das plantas atacadas e a
formacédo de cachos menores, apresentando bagas com menor teor de aglUcar e maior acidez
(GARRIDO et al., 2011).

Devido a natureza dos patdgenos envolvidos na infeccdo, aumenta a importancia da
morte descendente, pois estes podem permanecer latentes e ocasionar a doenca de forma
silenciosa, durante um longo periodo do seu processo de evolucdo, s6 desenvolvendo os
sintomas quando os danos séo irreversiveis (SONEGO; GARRIDO; GRIGOLETTI JUNIOR,
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2005). Devido aos danos ndo serem visiveis imediatamente, faz com que ndo haja preocupacao
inicial por parte dos produtores. Somente mais tarde, cerca de 2 a 4 anos apés infeccdo em
plantas adultas, quando os sintomas se tornam mais expressivos, que surge o interesse na adogédo
de alguma medida de controle, porém, os danos podem ser irreversiveis (GARRIDO; GAVA;
CAROLLO; 2017).

1.4.3. Etiologia

A morte descendente da videira € causada por varias espécies de fungos da familia
Botryosphaeriaceae, que pertence ao filo Ascomycota, classe, Dothideomycetes e ordem
Botryosphaeriales (MYCOBANK, 2023). A familia Botryosphaeriaceae contém numerosas
espécies com distribuicdo cosmopolita (PHILLIPS et al., 2013), sendo conhecidos como
patogenos endofiticos e oportunistas de plantas lenhosas, capazes de infectar plantas através de
feridas ou aberturas naturais, como brotos, lenticelas e estdmatos (SLIPPERS; WINGFIELD,
2007). A maioria das espécies de Botryosphaeriaceae possuem uma ampla gama de plantas
hospedeiras, incluindo culturas frutiferas, hortalicas, esséncias florestais, plantas ornamentais e
plantas em ecossistemas nativos (FARR; ROSSMAN, 2023).

A taxonomia da familia Botryosphaeriaceae € complexa e vem sofrendo alteragdes nos
altimos anos com a utilizacdo de ferramentas moleculares (PHILLIPS et al., 2013; ZHANG et
al., 2021). A identificacdo morfoldgica das espécies de Botryosphaeriaceae ndo é precisa e as
analises multilocus usando a regido do espaco interno transcrito (ITS) e dos genes fator de
alongacdo (EFl-o), beta-tubulina (B-tubulina) e RNA polimerase Il (RPB2) tém sido
empregadas com sucesso para discriminar espécies cripticas e elucidar as relagdes filogenéticas
em Botryosphaeriaceae (SLIPPERS et al., 2017; ZHANG et al., 2021).

Atualmente a familia Botryosphaeriaceae é constituida de 23 géneros: Allanphillipsia
Crous & M.J. Wingf., Bahusutrabeeja Subram. & Bhat, Barriopsis A.J.L. Phillips et al.,
Botryobambusa Phook. et al., Botryosphaeria Ces. & De Not., Cophinforma Doilom et al.,
Diplodia Fr., in Montagne, Dothiorella Sacc., Eutiarosporella Crous, Lasiodiplodia Ellis &
Everh., Macrophomina Petr., Marasasiomyces Crous, Mucoharknessia Crous et al.,
Neodeightonia C. Booth, Neofusicoccum Crous et al., Neoscytalidium Crous & Slippers,
Oblongocollomyces Tao Yang & Crous, Otthia Nitschke ex Fuckel, Phaeobotryon Theiss. &
Syd., Sakireeta Subram. & K. Ramakr., Sardiniella Linaldeddu et al., Sphaeropsis Sacc.e
Tiarosporella Hohn. (SLIPPERS et al., 2017). Em relacdo ao nimero de espécies destacam-se
Neofusicoccum (37 espécies), Lasiodiplodia (34 espécies), Dothiorella (29 espécies), Diplodia
(25 especies) e Saccharata (20 especies) (ZHANG et al., 2021).
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Entre as commodities agricolas afetadas por espécies de Botryosphaeriaceae, a videira
esta entre as mais importantes (URBEZ-TORRES, 2011; URBEZ-TORRES; GUBLER;
LEAVITT, 2013). Até o momento, 26 espécies de Botryosphaeriaceae pertencentes aos géneros
Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia, Neofusicoccum, Neoscytalidium,
Phaeobotryosphaeria e Spencermartinsia foram registradas associadas com a morte
descendente da videira no mundo (GRAMAJE; URBEZ-TORRES; SOSNOWSKI, 2018:;
BILLONES-BAAIJENS; SAVOCCHIA, 2019).

O género de Lasiodiplodia é um dos mais prevalentes em videira em nivel mundial
(GRAMAIJE; URBEZ-TORRES; SOSNOWSKI, 2018). Atualmente esse género é constituido
de 45 espécies validas (DOUANLA-MELI; SCHARNHORST, 2021; XIAO et al., 2021;
ZHANG et al., 2021; EL-GANAINY et al., 2022; XIA et al., 2022; WANG et al., 2023), mas
em videira foram constatadas 17 espécies (Tabela 1).

A distribuicdo de Lasiodiplodia parece ser largamente influenciada por condic¢des
ambientais, como temperatura, umidade e altitude, bem como por praticas de manejo
(SLIPPERS et al., 2017; BATISTA; LOPES; ALVES, 2021), sendo que as espécies tendem a
ser distribuidos em areas tropicais ou subtropicais (BATISTA; LOPES; ALVES, 2021). No
Brasil, as espécies de Lasiodiplodia constatadas em videira sdo: L. brasiliense M.S.B. Netto,
M.W. Marques & A.J.L. Phillips, L. crassispora T.l. Burgess & Barber, L. euphorbiaceicola
A.R. Machado & O.L. Pereira, L. hormozganensis Abdollahz., Zare & A.J.L. Phillips, L.
iraniensis Abdollahzadeh, Zare & A.J.L. Phillips, L. laeliocattleyae (Sibilia) A. Alves, L. parva
A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous, L. pseudotheobromae A.J.L. Phillips, A. Alves & Crouse L.
theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. (Tabela 1).

Lasiodiplodia theobromae é a espécie mais prevalente em videira e tem sido reportada
como a mais agressiva entre as espécies de Botryosphaeriaceae (URBEZ-TORRES, 2011;
YAN et al., 2013; CORREIA et al., 2016).
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Tabela 1 — Espécies de Lasiodplodia associadas com a morte descendente da videira no mundo,

com primeiro registro em cada pais.

Espécie

Pais

Lasiodiplodia brasiliense M.S.B. Netto, M.W. Marques
& A.J.L. Phillips

Lasiodiplodia citricola Abdollahzadeh, Javadi & A.J.L.
Phillips (sin. Lasiodiplodia vaccinii Y. Zhang ter & L.
Zhao)

Lasiodiplodia crassispora T.l. Burgess & Barber (sin.
Lasiodiplodia pyriformis F.J.J. Van der Walt, Slippers &
G.J. Marais)

Lasiodiplodia euphorbiaceicola A.R. Machado & O.L.
Pereira

Lasiodiplodia gilanensis Abdollahz., Javadi & AJ.L.
Phillips (sin. Lasiodiplodia missouriana J.R. Urbez-
Torres, F. Peduto & W.D. Gubler)

Lasiodiplodia hormozganensis Abdollahz., Zare &
A.J.L. Phillips

Lasiodiplodia iraniensis Abdollahzadeh, Zare & A.J.L.
Phillips (sin. Lasiodiplodia jatrophicola A.R. Machado
& O.L. Pereira)

Lasiodiplodia laeliocattleyae (Sibilia) A. Alves (sin.
Lasiodiplodia egyptiaca A.M. Ismail, L. Lombard &
Crous)

Lasiodiplodia mahajangana Begoude, Jol. Roux &
Slippers (sin. Lasiodiplodia exigua Linaldeddu, Deidda
& AJ.L. Phillips)

Lasiodiplodia margaritacea Pavlic, T.l. Burgess & M.J.
Wingf.

Lasiodiplodia mediterranea Linaldeddu, Deidda &
Berraf-Tebbal

Lasiodiplodia parva A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous
Lasiodiplodia plurivora Damm & Crous

Lasiodiplodia pseudotheobromae A.J.L. Phillips, A.
Alves & Crous

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl.

Lasiodiplodia viticola J.R. Urbez-Torres, F. Peduto &
W.D. Gubler

Lasiodiplodia vitis Tao Yang & Crous

Brasil (CORREIA et al., 2016), México
(RANGEL-MONTOYA et al., 2021)

Austrélia (BURGESS et al., 2019), Italia
(CARLUCCI et al., 2015)

Africa do Sul (VAN NIEKERK et al., 2010a),
Brasil (CORREIA et al., 2013), EUA (URBEZ-
TORRES; PEDUTO; GUBLER, 2010), México
(RANGEL-MONTOYA et al., 2021)

Brasil (CORREIA et al., 2016)

EUA (URBEZ-TORRES et al., 2012), México
(RANGEL-MONTOYA et al., 2021)

Brasil (CORREIA et al., 2016)

Brasil (CORREIA et al., 2016)

Brasil (CORREIA et al., 2016), México
(RANGEL-MONTOYA et al., 2021)

México (RANGEL-MONTOYA et al., 2021),
Turquia (AKGUL; SAVAS; OZARSLANDAN,
2019)

China JAYAWARDENA et al., 2018)

EUA (JAYAWARDENA et al., 2018), (Italia
(LINALDEDDU et al., 2015)

Brasil (CORREIA et al., 2013)
Austrélia (BURGESS et al., 2019)
Brasil (CORREIA et al., 2013)

Africa do Sul (VAN NIEKERK et al., 2004),
Australia (PITT et al., 2010), Brasil (GAVA et al.,
2010), China (YAN et al., 2013), Espanha
(AROCA et al., 2008), EUA (URBEZ-TORRES et
al., 2006), Iraque (AL-SAADOON et al., 2012),
Italia (BURRUANO et al., 2008), Peru
(RODRIGUEZ-GALVEZ; MALDONADO;
ALVES, 2015); Turquia (AKGUL; SAVAS;
ESKALEN, 2014), Uruguai (ABREO et al., 2013)

EUA (URBEZ-TORRES et al., 2012), Franca
(COMONT; MAYET; CORIO-COSTET, 2016),

Itdlia (YANG et al., 2017)




20

1.4.4. Epidemiologia

Os fatores epidemioldgicos determinantes para a ocorréncia da morte descendente da
videira sdo bem conhecidos (KENFAQUI et al., 2022). As principais fontes de inoculo sdo o
material de propagacdo infectado, corpos de frutificacdo do fungo dispersos nos 6rgdos da
planta, ferramentas de poda contaminadas e restos culturais infectados. Além disso, culturas
que sejam hospedeiras do patégeno e cultivadas proximo aos parreirais, também sdo
importantes fontes de in6culo (URBEZ-TORRES; GUBLER; LEAVITT, 2013; BILLONES-
BAAIJENS et al., 2015).

As espécies de Botryosphaeriaceae podem infectar videiras no campo ou durante a
propagacao ainda no viveiro, e entdo, persistirem de forma endofitica ou como patégeno latente
nos tecidos das plantas (URBEZ-TORRES, 2011). Os fungos podem sobreviver como picnidios
em partes doentes da planta, como troncos e ramos com cancros, ou na madeira abandonada
apos a poda. Os picnidios sdo liberados, frequentemente, ap6s o periodo de molhamento da
parte aérea da planta ou dos restos de poda, por meio de agua da chuva ou pela agua de irrigacao
e a disseminacao dos conidios, a curta distancia, ocorre pelo vento e por respingos de chuva,
através do impacto das gotas de agua nas estruturas de frutificacio (URBEZ-TORRES, 2011;
GARRIDO; GAVA; CAROLLO, 2017).

Ferimentos de poda s&o a principal via de penetracdo da videira por Botryosphaeriaceae
(URBEZ-TORRES, 2011; GRAMAJE; URBEZ-TORRES; SOSNOWSKY, 2018), bem como
a frequéncia e a intensidade das podas afetam diferentemente a suscetibilidade das plantas a
infeccdo (KRAUS et al., 2022). A suscetibilidade dos ferimentos diminui bastante durante as
duas semanas seguintes a poda e, ap0s quatro semanas, os ferimentos estdo cicatrizados e
improprios para a infeccdo. Assim, quanto mais rapida a cicatrizacdo desses ferimentos, menor
é orisco de infeccdo (GARRIDO et al., 2011). Outras formas de penetracéo dos fungos ocorrem
por aberturas naturais ou através das unides de enxertos e porta-enxertos (URBEZ-TORRES,
2011).

A temperatura 6tima para a infec¢do da videira por Botryosphaeriaceae varia conforme
a espécie do patégeno, mas em geral se situa entre 23 e 26 °C (URBEZ-TORRES; GUBLER;
LEAVITT, 2013). A infeccdo pode ser favorecida por condi¢des que reduzam o vigor das
plantas, como altas temperaturas, geadas, baixa nutricdo e podas mal conduzidas (LARIGNON;
DUBQOS, 2001). O estresse hidrico também é um fator importante associado a maior incidéncia
de plantas com sintomas de morte descendente (URBEZ-TORRES; GUBLER; LEAVITT,
2013; DINIS et al., 2022).
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Nas areas viticolas, a maior parte do indculo de Botryosphaeriaceae provem da propria
area de cultivo. Picnidios podem ser encontradas em feridas de poda velhas, gemas infectadas,
dentro da casca de ramos ou troncos de videiras infectadas, e adicionalmente em restos de poda
deixados no parreiral (VAN NIEKERK et al., 2010b; URBEZ-TORRES; GUBLER;
LEAVITT, 2013). Nesse contexto, os restos de poda desempenham um importante papel no
ciclo de vida desse patdgeno, uma vez que é comum a presenca e acumulo desses residuos no
interior ou arredores dos pomares, promovendo a sobrevivéncia, fornecendo as unidades
propagativas para infec¢es dos novos tecidos e possibilitando o estabelecimento do ciclo da
doengca (VAN NIEKERK et al., 2010b; ELENA; LUQUE, 2016; SILVA et al., 2018;
BILLONES-BAAIJENS; SAVOCCHIA, 2019).

Os restos de poda abrangem diferentes tipos de tecidos, como troncos, ramos, brotos
verdes, flores e folhas necrosadas, que exibem diferenciacdo quanto a prevaléncia de
Botryosphaeriaceae, sendo maior em tecidos mais lignificados, como troncos e ramos
(AMPONSAH et al., 2011). Os residuos altamente lignificados com alto teor de celulose tém
dificil decomposicdo, motivo pelo qual a acdo como fonte de inoculo sera prolongada,
principalmente intensificada por outros fatores, como o constante fornecimento de agua via
precipitacdo ou irrigacdo que infiltra nos residuos de poda fornecendo umidade e
consequentemente condigdes ideais para a sobrevivéncia das espécies de Botryosphaeriaceae
(BILLONES-BAAIJENS et al., 2017, 2019).

No Brasil, particularmente no Nordeste brasileiro, os restos de poda de videiras sdo
muitas vezes colocados nas entrelinhas ou mesmo nas linhas de plantio, ou amontoados ao redor
dos parreirais, sem qualquer tratamento adicional. Com o tempo, nos ramos deixados no chéo
e ndo removidos podem se desenvolver corpos de frutificacdo (picnidios) de espécies de
Botryosphaeriaceae, com posterior liberacéo de conidios.

Como exemplo da importdncia dos restos de poda nas infeccbes por
Botryosphaeriaceae, na Africa do Sul foram avaliados os padrdes temporais da dispersdo de
conidios de patdgenos do tronco da videira pela coleta desses propagulos a 3 m de distancia de
restos de poda com uma armadilha automatica de esporos, sendo constatados abundantes
picnidios de especies de Diplodia Pe. e Dothiorella Sacc. nas amostras, sugerindo que este
material vegetal foi uma importante fonte de indculo de Botryosphaeriaceae (VAN NIEKERK
et al., 2010b). Em outro estudo de aerobiologia, no qual foi monitorada a dispersao de conidios
de Botrysophaeriaceae em parreirais do Vale do Siriji (Brasil), pela colocacdo de amostradores
de Iaminas de vidro com vaselina em plantas sintomaticas e proximo a restos de poda, foram

registrados conidios de Diplodia sp. e Lasiodiplodia sp. em todos os periodos amostrados, com
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maior abundancia de Lasiodiplodia sp., bem como constatado um maior nimero de conidios
coletado de restos de poda do que de plantas sintomaticas (SILVA et al., 2018). Em ambos
estudos, o inoculo aerotransportado constituido de picnidios foi liberado principalmente durante
periodos de chuva. Em estudo realizado na Espanha, foi constatado que Diplodia seriata De
Not. permaneceu por um longo tempo nos restos de poda, com picnidios fornecendo conidios
viaveis a infeccdo por até 42 meses, indicando um periodo de sobrevivéncia a ser considerado
a partir do momento em que as plantas sdo podadas (ELENA; LUQUE, 2016).

Nas condig0es irrigadas do Nordeste brasileiro, a reproduc¢édo dos fungos causadores da
morte descendente ao longo do ano € favorecida pelo uso de sistemas de irrigacdo por
microaspersao e auséncia de praticas culturais como a remocdo de restos de material vegetal
infectados ap6s a poda. A irrigacdo o promove a umidade necessaria para producao de picnidios
e liberagédo dos esporos que, posteriormente, sdo disseminados pelo vento a partir dos restos de
cultura contaminados e mantidos sobre o solo. Outro agravante no sistema de producdo da
videira no Nordeste brasileiro é que podas para diferentes finalidades sdo realizadas de forma
rotineira, abrindo portas de entrada para os fungos que, na primeira oportunidade de
predisposicdo da planta (estresse hidrico e/ou nutricional), induz o desenvolvimento de
sintomas. Uma situacdo tipica de inducdo de estresse na videira ocorre quando as bagas estdo
desenvolvidas e o produtor reduz a irrigacdo para favorecer o acimulo de agUcares (s6lidos
sollveis), momento em que surgem os sintomas em algumas plantas com infec¢fes latentes
(BATISTA et al., 2010).

1.4.5. Manejo

O manejo de doencas que afetam o tronco da videira € complicado, sendo influenciado
pela doenca e/ou patdgenos envolvidos. As informac6es sobre medidas de controle sdo bem
limitadas e variam entre regides geograficas (GRAMAJE; URBEZ-TORRES; SOSNOWSKY,
2018). Um programa de manejo integrado que inclua estratégias fisicas, quimicas, biolégicas
e/ou culturais tem sido sugerido como o procedimento mais eficaz para reduzir infecgdes por
patdgenos flngicos em viveiros e em plantas adultas no campo (HALLEEN; FOURIE, 2016).

A melhor forma de controlar a morte descendente da videira € adotar um sistema de
manejo que evite predispor a planta ou que desfavoreca a reproducdo do patdgeno dentro da
area de cultivo (BATISTA et al., 2010). Nenhum fungicida é registrado no Brasil para o
controle de Lasiodiplodia em videira (MAPA, 2023).

Portanto, as medidas de manejo recomendadas incluem: Utilizar mudas sadias sem sinal

de lesbes no local da enxertia; Realizar, periodicamente, vistorias no pomar para verificar a
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presenca de plantas com sintomas de morte de ramos, para serem eliminadas; Evitar, quando
possivel, ferimentos, pois abrem portas de entrada para o fungo; Evitar podas durante periodos
chuvosos; Erradicar as plantas com sintomas severos de anelamento do tronco; Eliminar ramos
infectados com sintomas de morte descendente, para evitar que a doencga progrida para 0 ramo
principal; Proteger, com uma pasta clprica os ferimentos ocasionados pela podas; Apds a
realizacdo de podas para eliminacdo de ramos em plantas infectadas, desinfestar a ferramenta
de poda com solucdo de agua sanitaria a 2% (hipoclorito de sodio); Realizar o controle da
irrigacdo, evitando a predisposicdo das plantas a estresse hidrico prolongado, seja por falta ou
excesso de agua; Evitar estresse nutricional pela deficiéncia de nutrientes, pois plantas mal
nutridas também se tornam predispostas; Remover as partes da planta infectadas (cirurgia
corretiva), incluindo a poda dréstica dos bracos e parte do tronco infectado, no minimo 10 cm
abaixo dos sintomas vasculares visiveis (cancros, podrid@es internas e pontuacoes) (BATISTA
et al., 2010; BARBOSA et al., 2016; GARRIDO; GAVA; CAROLLO, 2017).

As recomendac0es para 0 manejo dos restos culturais incluem: quando néo eliminados
da area, os restos de poda e outros restos culturais devem ser dispostos entre as linhas de plantio
e fora do alcance da ldmina de irrigacao, principalmente quando se tratar de microaspersao;
remover os restos da area e enterrar em uma cova no solo (BATISTA et al., 2010); remover 0s
restos da area e queimar (TAVARES, 2004). Além disso, a compostagem é uma alternativa
para 0 aproveitamento nos restos de poda de videira, pois propicia a inativacdo do indculo de
Botryosphaeriaceae existente e gera um produtos que pode ser utilizado como fertilizante
organico (LECOMTE et al., 2006).

1.4.6. Espécies de Botryosphaeriaceae em restos de poda

Os estudos realizados até 0 momento sobre restos de poda de videira se concentraram
em analises epidemioldgicas de dispersdo dos indculos de Botryosphaeriaceae, com pouca
énfase nas espécies envolvidas, sendo os fungos caracterizados em nivel de género (VAN
NIEKERK et al., 2010b; SILVA et al., 2018) ou de uma Unica espécie (D. seriata) (ELENA;
LUQUE, 2016). Portanto, inexistem estudos em nivel mundial sobre a diversidade e a
patogenicidade das espécies de Botryosphaeriaceae associadas aos restos de poda de videira.

Apesar do avanco na caracterizagdo e na distribuicdo das espécies de
Botryosphaeriaceae em plantas sintomaticas nas areas viticolas do Brasil, atengéo deve ser dada
aos restos de poda como importantes fontes de indculo para epidemias da morte descendente,
com a identificacdo precisa das espécies associadas. Diante disso, 0s objetivos dessa dissertacdo

foram: a) identificar as espécies de Lasiodiplodia associadas aos restos de poda de videira em
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trés tipos climaticos do Nordeste brasileiro; b) investigar a prevaléncia e a distribuicdo das
espécies; e c) avaliar a patogenicidade e a agressividade dos isolados representativos das
espécies de Lasiodiplodia. Os conhecimentos gerados sobre a diversidade e a patogenicidade
das espécies de Lasiodiplodia associadas aos restos de poda de videira sdo fundamentais para
o desenvolvimento de estratégias de acdo especificas aos agentes causais, contribuindo para
diminuir as perdas de producéo e, consequentemente, aumentar a competitividade da viticultura

no Nordeste do Brasil.
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Resumo

A morte descendente, causada principalmente por espécies de Lasiodiplodia, é uma importante
doenca do tronco da videira no Brasil. Os objetivos desse estudo foram identificar as espécies de
Lasiodiplodia associadas aos restos de poda em pomares localizados em trés tipos climéaticos do
Nordeste brasileiro, investigar a prevaléncia, a distribuicdo e a diversidade das espécies nesses
tipos climéticos, e avaliar a patogenicidade e a agressividade dos isolados representativos das
espécies. Amostras de restos de poda de Vitis labrusca e V. vinifera foram coletadas em 22 pomares
nas regides do Vale do Séo Francisco (clima semiarido), Vale do Siriji (clima tropical com verédo
seco) e Cariri cearense (clima de savana). Um total de 96 isolados de Lasiodiplodia foram
identificados a partir de dados de sequéncias de DNA (tefl-a, ITS e tub2), sendo encontradas 11
espécies: L. brasiliense, L. crassispora, L. euphorbiaceicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L.

laeliocattleyae, L. mahajangana, L. newvalleyensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e L.



32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

35

viticola. E o primeiro relato de L. mahajangana, L. newvalleyensis e L. viticola. E o primeiro relato
de L. mahajangana, L. newvalleyensis e L. viticola em videira no Brasil. Lasiodiplodia
pseudotheobromae foi a mais prevalente, seqguida de L. brasiliense. Foram registradas 10 espécies
de Lasiodiplodia no clima semiarido, sete espécies no clima de savana e trés espécies no clima
tropical com verdo seco. As espécies de Lasiodiplodia foram inoculadas em ramos destacados de

videira (cv. Vitoria) e diferiram nos niveis de agressividade, sendo L. viticola a mais agressiva.

Palavras-chave

Agressividade, Botryosphaeriaceae, clima, filogenia multilocus, poda, Vitis

Abstract

Botryosphaeria dieback, mainly caused by species of Lasiodiplodia, is an important disease of the
grapevine trunk in Brazil. The objectives of this study were to identify the species of Lasiodiplodia
associated with pruning debris in orchards located in three climatic types in Northeast Brazil, to
investigate the prevalence, distribution and diversity of the species in the climatic types, and to
evaluate the pathogenicity and aggressiveness of representative isolates of the species. Samples of
Vitis labrusca and V. vinifera pruning residues were collected in 22 orchards in the regions of Vale
do S&o Francisco (semi-arid climate), Vale do Siriji (tropical with dry summer climate) and Cariri
Cearense (savannah climate). Ninety-six Lasiodiplodia isolates were identified from grapevine
pruning debris from DNA sequence data (tefl-a, ITS e tub2), with 11 species found: L. brasiliense,
L. crassispora, L. euphorbiaceicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. laeliocattleyae, L.
mahajangana, L. newvalleyensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e L. viticola. It is the first
report of L. mahajangana, L. newvalleyensis and L. viticola in grapevine in Brazil. Lasiodiplodia
pseudotheobromae was the most prevalent, followed by L. brasiliense. Ten species of
Lasiodiplodia were recorded in the semi-arid climate, seven species in the savannah climate and
three species in the tropical with dry summer climate. The species of Lasiodiplodia were inoculated
in detached branches of vine (cv. Vitéria) and differed in the levels of aggressiveness, being L.

viticola the most aggressive
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Aggressiveness, Botryosphaeriaceae, climate, multilocus phylogeny, pruning, Vitis

1| INTRODUCAO

A videira é uma das frutiferas perenes mais cultivadas e economicamente importantes para o Brasil,
sendo superada apenas pela producdo de laranja e banana. A uva de mesa € uma das principais
frutas frescas exportadas pelo Brasil, sendo que em 2021 foram exportadas 76,6 mil toneladas, com
faturamento de 155,9 milhdes de ddlares (Kist et al., 2022). Em 2022, na regido Nordeste foram
produzidas 462,7 mil toneladas de uva de mesa em 10,4 mil ha (IBGE, 2023), sendo responsavel
por 99% das exportacOes brasileiras dessa fruta (Lazzarotto & Fioravanco, 2013).

No Nordeste Brasileiro ha dois polos viticolas, o Vale do Sao Francisco e o Vale do Siriji.
No Vale do Sdo Francisco, localizado nos estados da Bahia e Pernambuco e caracterizado pelo
clima semiérido (BSh) (Alvaresetal., 2013), sdo cultivados 10.325 mil ha com videira e produzidas
459.936 mil toneladas de uvas, respondendo por 99% da producéo na regido (IBGE, 2023). No
Vale do Siriji, situado em area de clima tropical com verdo seco (As) (Alvares et al., 2013) no
estado de Pernambuco, a videira é cultivada ha mais de 50 anos em pequenas propriedades e com
baixo perfil tecnoldgico (Tavares & Lima, 2009). Além desses, polos emergentes tém surgido nos
ultimos anos no Nordeste Brasileiro, dentre os quais a regido do Cariri Cearense, localizada no Sul
do estado do Ceard, que se caracteriza pelo clima do tipo savana (AW) (Lima et al., 2017).

Apesar da importancia que a viticultura tem para a regido Nordeste, a exploracdo é
fortemente afetada por doencgas que reduzem a producdo e a produtividade. Entre as principais
doencas que acometem a videira destaca-se a morte descendente, que reduz a vida util e a
produtividade dos parreirais, resultando em aumentos considerdveis nos custos de produgédo
(Batista et al., 2010; Correia et al., 2013, 2016; Régo et al., 2019; Silva et al., 2018). Os sintomas
dessa doenca incluem cancros, mortalidade das brotacdes, deformacdo das folhas, podridao e
necrose setorial da madeira, descoloracdo castanho-escuro da parte afetada e falha na unificacao
do enxerto. A presenca de faixas pretas no xilema da madeira infectada é caracteristica da doenga,
causando podriddo seca geralmente em forma de cunha no tronco e nos bracos (Barbosa et al.,
2016; Gramaje et al., 2018; Urbez-Torres, 2011).
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A morte descendente da videira é causada por fungos da familia Botryosphaeriaceae, com
destaque para o género Lasiodiplodia, um dos mais prevalentes nos principais polos viticolas em
todo o mundo (Urbez-Torres, 2011; Gramaje et al., 2018). Atualmente esse género é constituido
de 45 espécies validas (Mycobank, 2023), sendo que em videira no Brasil foram constatadas nove
espécies: L. brasiliense, L. crassispora, L. euphorbiaceicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L.
laeliocattleyae, L. parva, L. pseudotheobromae e L. theobromae (Correia et al., 2013, 2016; Gava
etal., 2010). Lasiodiplodia theobromae € a espécie mais prevalente em videira (Correia et al., 2016;
Qiuetal., 2011; Urbez-Torres, 2011; Régo et al., 2019; Yan etal., 2013) e tem sido reportada como
a mais agressiva entre as espécies de Botryosphaeriaceae (Correia et al., 2016; Pitt et al., 2013;
Urbez-Torres, 2011; Urbez-Torres et al., 2008; van Niekerk et al., 2006; Yan et al., 2013).

Nas &reas viticolas, a maior parte do indculo de Botryosphaeriaceae provem da propria area
de cultivo. Nesse contexto, os restos de poda desempenham um importante papel no ciclo de vida
desse patdgeno, uma vez que é comum a presenca e acumulo desses residuos no interior ou
arredores dos pomares, promovendo a sobrevivéncia, fornecendo as unidades propagativas para
infeccOes dos novos tecidos e possibilitando o estabelecimento do ciclo da doenga (Amponsah et
al., 2011; Billones-Baaijens; Savocchia, 2019; Elena & Luque, 2016; Silva et al., 2018; van
Niekerk et al., 2010).

No Brasil, e particularmente no Nordeste brasileiro, os restos de poda de videiras sdo muitas
vezes colocados nas entrelinhas ou mesmo nas linhas de plantio, ou amontoados ao redor dos
parreirais, sem qualquer tratamento adicional. Nesses restos podem se desenvolver corpos de
frutificacdo (picnidios) de espécies de Botryosphaeriaceae, com posterior liberacdo de conidios
(Silva et al., 2018).

Os estudos realizados até 0 momento sobre restos de poda de videira se concentraram em
analises epidemioldgicas de dispersao dos indculos de Botryosphaeriaceae, com pouca énfase nas
espécies envolvidas, sendo os fungos caracterizados em nivel de género (Silva et al., 2018; van
Niekerk et al., 2010) ou de uma Unica espécie (D. seriata) (Elena & Luque, 2016).

Inexistem estudos em nivel mundial sobre a diversidade e a patogenicidade das espécies de
Botryosphaeriaceae associadas aos restos de poda de videira. Diante disso, 0s objetivos desse
trabalho foram: i) identificar as espécies de Lasiodiplodia associadas aos restos de poda em

pomares localizados em trés tipos climaticos do Nordeste brasileiro, ii) investigar a prevaléncia, a
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distribuicéo e a diversidade das espécies nos tipos climaticos, e iii) avaliar sua patogenicidade e a

agressividade das espécies em ramos destacados de videira.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 | Colegéo de amostras e obtengao dos isolados

Amostras de restos de poda de 12 cultivares de videira (V. labrusca e V. vinifera) foram
coletadas em 22 pomares localizados nas regifes do Vale do Sdo Francisco (clima semiérido), Vale
do Siriji (clima tropical com veréo seco) e Cariri Cearense (clima de savana), de novembro de 2020
a maio de 2022 (Tabela 1). Em cada pomar foram coletados 30 restos de poda que se encontravam
sobre o solo, selecionados arbitrariamente.

De cada ramo (resto de poda) foram cortados trés segmentos (5 cm) e seccionados
longitudinalmente na regido central. Os segmentos dos ramos foram colocados em bandejas
plasticas contendo papel de filtro umedecido, cobertas com saco plastico e incubadas a 25°C e 12
h de fotoperiodo, para induzir a formacéo de estruturas fungicas a serem utilizadas em isolamentos
subsequentes. Apds 14 dias de incubacéo, cada segmento de ramo foi avaliado quanto a presenca
de picnidios, caracteristicos da familia Botryosphaeriaceae. Um picnidio foi retirado de cada
segmento de ramo, com o auxilio de estilete esterilizado sob estereomicroscépico (Stemi DV4;
Zeiss), e transferido para placas de Petri contendo 0 meio batata dextrose agar (BDA) (Acumedia)
suplementado com sulfato de estreptomicina (0,5 g L) (PDAS). As placas foram incubadas a 25°C
no escuro. Apos 5 dias, coldnias fangicas emergindo dos picnidios que eram morfologicamente
similares a espécies de Botryosphaeriaceae (Phillips et al., 2013) foram transferidas para placas
com BDA e incubadas a 25°C no escuro, com observacdes até 15 dias. Ap0s a obtencao de culturas
puras, foram obtidas culturas pontas de hifa de cada isolado. Para isso, fragmentos de micélio foram
retirados da margem de uma cultura com trés dias de idade em meio BDA e transferidos para uma
placa de Petri contendo meio de cultura dgar-4gua (AA) a 2%. As placas foram incubadas a 25°C
no escuro e apads 24 horas foi retirado um fragmento a partir da extremidade da hifa, com auxilio
de microscopio oOptico, e transferido para o centro de uma placa de Petri contendo meio BDA. As
placas foram incubadas a 25°C no escuro por 15 dias. A preservacao dos isolados foi realizada

como discos de micélio em microtubos de 2 mL contendo 1,5 mL de 4gua destilada esterilizada,
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com armazenagem em temperatura ambiente de laboratério (=25°C). Culturas estoque foram

mantidas em tubos de ensaio com meio BDA a 5 °C no escuro.

2.2 | Extrac@o do DNA, PCR e sequenciamento

Os isolados fungicos foram cultivados em BDA sobreposto com uma membrana semipermeavel
de celofane e mantidos a 25°C no escuro por sete dias. O micélio aéreo foi raspado da superficie
da col6nia com o auxilio de bisturi esterilizado e colocado em microtubos de 2 ml contendo quatro
esferas de vidro (3 mm) e 300 pl de solucao de lise nuclear do kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega). Os tubos foram colocados em um disruptor de células (L-Beader 6; Loccus
Biotecnologia) e a extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo do fabricante. As
concentracfes de DNA foram estimadas visualmente em gel de agarose a 1% comparando-se a
intensidade da banda com um marcador de peso molecular com escala de 1 kb (Axygen).

Para a identificacdo preliminar das espécies de Botryosphaeriaceae associadas aos restos de
poda de videira, a amplificacdo PCR e 0 sequenciamento de uma porg¢éo do gene fator de alongagéo
(tefl-a) foram realizadas para todos os isolados, usando os primers EF1-688F e EF1-1251R (Alves
et al., 2008). Esta regido foi utilizada para determinar a diversidade de haplodtipos entre os isolados
usando o programa DNA sequence polymorphism - Dnasp version 6:10:04
(http://www.ub.es/dnasp) (Rozas et al., 2003). Foram selecionados 46 isolados como
representantes dos hapl6tipos, considerando o tipo climéatico predominante e a origem geografica
dos pomares. Para distinguir as espécies de Lasiodiplodia em analises multilocus, mais dois
marcadores gendmicos foram amplificados: regido espacadora transcrita interna (ITS) usando os
primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990) e uma porgéo do gene B-tubulina (tub2) usando os primers
Bt2a e Bt2p (Glass & Donaldson, 1995).

Cada reagdao PCR foi preparada pela adicdo de 6,25 pL GoTaq Green Master Mix (2X)
(Promega), 0,5 uL de cada primer, 4,25 puL dgua livre de nucleases ¢ 1 plL da amostra de DNA,
totalizando 12,5 pL. A ciclagem térmica de PCR para tefl-a, ITS e tub2 foram conduzidas em
termociclador TION96GL (Thermion) como descrito por Phillips et al. (2005), Slippers et al.
(2004) e Coelho et al. (2022), respectivamente. Apos cada PCR, 5 pl do produto de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium) e visualizado

usando um transiluminador (LTB-STi; Loccus Biotecnologia).
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Os produtos PCR foram purificados usando a enzima NucleoSAP (Cellco Biotec) seguindo
o protocolo do fabricante e sequenciados em ambas as dire¢des usando um sequenciador ABI 3500
(Applied Biosystems) na Plataforma Multiusuario de Sequenciamento de DNA do Departamento

de Genética do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, PE, Brasil).

2.3 | Andlises filogenéticas

A andlise dos cromatogramas gerados pelo sequenciamento e a montagem dos contigs foram
realizadas utilizando Staden Package v. 2.0 (Staden et al., 1998). Para o alinhamento das sequencias
foi utilizado a interface MUSCLE (Edgar, 2004), ajustado apds inspecao visual, e o alinhamento
exportado como arquivo FASTA. As sequéncias consenso foram comparadas com o banco de
dados GenBank (NCBI - National Center of Biotechnological Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando o lagoritmo BLASTn (Johnson et al., 2008). Sequéncias
representativas da diversidade genética de Lasiodiplodia descritas em estudos prévios foram
obtidas do GenBank (Tabela Suplementar 1) e incluidas nas andlises. Diplodia seriata De Not.
(CBS 112555) e D. mutila Fr. (CMW 7060) foram usados como grupos externos.

As novas sequéncias foram adicionadas ao conjunto de sequéncias obtidas no GenBank e
alinhadas pela interface online do MAFFT v. 7 (Katoh & Toh, 2013). Os loci alinhados
individualmente foram concatenados no programa SequenceMatrix v. 1.8 (Vaidya et al., 2011). As
relac@es filogenéticas dos isolados obtidos neste estudo e representativos das espécies reconhecidas
foram inferidas usando Maxima Verossimilhanca (ML) e inferéncia Bayesiana (IB). A ML foi
estimada com RAxXML-HPC2 (Stamatakis, 2014) aplicando o modelo GTR + GAMMA com
suporte de n6 estimado a partir de 1.000 replicacdes de boostrap. Antes das analises de inferéncia
Bayesiana, os melhores modelos de substituicdo de nucleotideos para cada gene foram
determinados com o software MrModeltest v. 2.4 (Nylander, 2004), de acordo com o Akaike
Information Criterion corrigido para pequenos tamanhos de amostra (AICc). O modelo de
substituicdo de nucleotideos HKY + | + G foi usado para tefl-o, KBO + 1 + G paraITSe GTR+ G
para tub2. A filogenia foi inferida usando MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist et al. 2012). Na andlise 1B,
uma arvore foi amostrada a cada 1.000 geragdes, resultando em 10.000 arvores. As 2.500 arvores
com menor valores de probabilidade foram descartados da analise e os valores de probabilidade

(Rannala & Yang, 1996) foram entdo determinados da arvore de consenso construida a partir das
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7.500 arvores restantes. A ML e IB a foram realizadas utilizando o portal CIPRES
(https://lwww.phylo.org) e as arvores obtidas foram visualizadas usando FigTree v. 1.4.2 (Rambaut,
2014). Com base nos resultados da filogenia, o reconhecimento das espécies foi determinado
considerando valores de suporte acima de 70 % para ML e 0,95 para IB.

Sequéncias obtidas nesse estudo foram depositadas no GenBank (Tabela 1). As culturas
representativas das espécies identificadas neste estudo foram depositadas na Colecdo de Culturas
de Fungos Fitopatogénicos do Cariri (CFC) da Universidade Federal do Cariri (Crato, Ceara,
Brasil).

2.4 | Prevaléncia e distribuicéo das espécies de Lasiodiplodia

Baseado no numero de isolados de cada espécie de Lasiodiplodia registrada, foi calculada a
prevaléncia geral (PG), a prevaléncia por espécie de videira (PV) e a prevaléncia por tipo climatico
(PC) de acordo com a equacdo P = (Ni/N).100, onde: P é a prevaléncia percentual, Ni é o nimero
de isolados para cada espécie e N é o numero total de isolados.

2.5 | Diversidade das espécies de Lasiodiplodia

A diversidade das espécies de Lasiodiplodia nas espécies de videira e nos tipos climaticos foram
mensuradas usando indices de diversidade cujos parametros sdo riqueza de espécies e abundancia
relativa de espécies (indice de Shannon-Wiener; Hs), dominancia de espécies (indice de Simpson;
D) e equidade de espécies (indice de Pelou; J) (Magurran & Mcgill, 2011). As formulas para
calculos dos indices foram: Hs = Zj (pj In pj), j = 1... Ni, onde N¢ € 0 nimero de espécies/taxons
identificadas entre os isolados analisados e pj € a proporcao de individuos nas j* espécies; D = 3h
(ni- 1) / Ni (N; - 1), onde N; € o numero total de individuos e nja abundancia de cada espécie/taxon;
e J =Hs/In N; O valor Hs incrementa com 0 aumento do nimeros de espécies na amostra ou reduz
quando uma ou a poucas espécies dominam na amostra. Quanto maior o valor de D, maior a
dominéncia e menor a riqueza (diversidade) de espécies. Os valores de J variam de 1 (espécies
distribuidas igualmente) a 0 (espécies distribuidas em completa desigualdade) (Magurran &
Mcgill, 2011). As diferencas nos valores de Hs, D e J entre as populacdes Lasiodiplodia de

diferentes espécies de videira e tipos climaticos foram testadas por reamostragem, usando 1.000
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reamostragens com um intervalo de confianca de 95% (Grlnwald et al., 2003). Os indices foram
calculados e comparados usando o programa R v. 4.1.0 (R Core Team, 2021).

Para quantificar o grau de sobreposicdo entre as espécies de Lasiodiplodia nas espécies de
videira e nos tipos climaticos, uma medida da similaridade entre pares de amostras foi calculada
pelo indice de Jaccard (1J), em que IJ = a/(a+b+c), onde a representa 0 nimero de espécies
ocorrendo em ambas as amostras, b representa 0 nimero de espécies restritas a amostra 1 e ¢
representa o nimero de espécies restritas a amostra 2. Os valores IJ variam de 0 (nenhuma espécie

compartilhada) a 1 (todas as espécies compartilhadas) (Magurran & McGill, 2011).

2.6 | Patogenicidade e agressividade em ramos destacados de videira

Ramos verdes destacados da cultivar Vitdria foram usados para investigar a patogenicidade e a
agressividade de 28 isolados de Lasiodiplodia, representando as espécies identificadas neste
estudo. Os ramos verdes foram cortados de um parreiral comercial ndo pulverizado em Barbalha
(Ceard), do qual nao foram detectadas espécies de Botryosphaeriaceae apds repetidas amostragens
e isolamentos. Apos a coleta, os ramos foram imediatamente colocados em recipientes plasticos,
selados e transportados para o laboratério. Os ramos foram cortados em segmentos de 30 cm de
comprimento e as pontas mergulhadas em cera. No centro cada segmento foi feito um ferimento
superficial (aproximadamente 4 mm de comprimento, 2 mm de profundidade) com bisturi estéril.
A area ferida foi inoculada com um disco de micélio (4 mm de diametro) de cada isolado, removido
da margem de uma cultura com 5 dias de idade em BDA. Discos de BDA néo colonizados foram
usados como testemunhas. A area inoculada foi envolvida com Parafilm (Pechiney) para prevenir
a rapida desidratacdo. Os ramos inoculados foram colocados sobre grades plasticas em bandejas
plasticas contendo papel de filtro umedecido, e incubados a 25°C com 12 h de fotoperiodo em
camara de crescimento. Apo6s 10 dias, o Parafilm foi removido, os ramos foram cortados
longitudinalmente e as lesdes internas observadas visualmente. Os isolados foram considerados
patogénicos quando a area da leséo avancou além da area inoculada (4 mm). A agressividade dos
isolados foi avaliada pela mensuragdo do comprimento da lesdo com um paquimetro digital
(Mitutoyo). O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com 10
repeticbes por tratamento (isolado) e um segmento de ramo por repeticdo. As diferencas de

agressividade entre as especies de Lasiodiplodia foram determinadas pela analise de variancia
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(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste da diferenga minima significativa (LSD) de Fisher
ao nivel de significancia de 5%, usando STATISTIX v. 9.0 (Analytical Software).

3| RESULTADOS

3.1 | Amostragem e isolados

Foram obtidos 96 isolados de restos de poda de videira com colbnias caracteristicas de
Botryosphaeriaceae (Phillips et al., 2013), sendo 40 isolados do Vale do Sao Francisco (clima
semiarido), 33 do Vale do Siriji (clima tropical com verdo seco) e 23 do Cariri cearense (clima de
savana). Em relagdo as espécies de videira, foram obtidos 33 isolados de V. labrusca e 63 isolados
de V. viticola (Tabela 1).

3.2 | Andlises filogenéticas e reconhecimento de espécies

A anélise de hapldtipos baseado em tefl-a dos 96 isolados de Botryosphaeriaceae obtidos de restos
de poda de videira permitiu a identificacdo de 15 haplotipos (hap): hap 1 (1 isolado), hap 2 (5
isolados), hap 3 (1 isolado), hap 4 (12 isolados), hap 5 (31 isolados), hap 6 (3 isolados), hap 7 (1
isolado), hap 8 (2 isolados), hap 9 (16 isolados), hap 10 (19 isolados), hap 11 (1 isolado), hap 12
(1 isolado), hap 13 (1 isolado), hap 14 (1 isolado) e hap 15 (1 isolado).

Para confirmar a identidade dos isolados em nivel de espécie, 46 isolados representando
todos os haplotipos foram sequenciados para a regido ITS e gene tub2. O conjunto combinado de
dados tefl-a, ITS e tub2 consistiu em 189 isolados, incluindo 93 isolados do GenBank, sendo dois
de taxas fora do grupo (Tabela Suplementar 1). Os métodos ML e IB produziram arvores com
topologias semelhantes, sendo apresentada somente a IB (Figura 1).

Entre os 46 isolados de Botryosphaeriaceae obtidos de restos de poda de videira foram
identificados 13 clados diferentes, correspondentes a 11 espécies de Lasiodiplodia previamente
descritas (L. brasiliense, L. crassispora, L. euphorbiaceicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L.
laeliocattleyae, L. mahajangana, L. newvalleyensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e L.

viticola) e dois isolados que ficaram em clados separados de Lasiodiplodia (Lasiodiplodia sp. 1 e
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Lasiodiplodia sp. 2) e ndo se agruparam com nenhuma espécie descrita até 0 momento (Figura 1;
Tabela 1).

3.3 | Prevaléncia e distribuicdo das espécies de Lasiodiplodia

Considerando os 96 isolados, L. pseudotheobromae foi a espécie mais prevalente (35,4%) nos
restos de poda de videira, seguida de L. brasiliense (19,8%), L. theobromae (15,6%), L.
hormozganensis (13,5%), L. laeliocattleyae (5,2%) e L. iraniensis (3,1%), enquanto as demais
espécies tiveram prevaléncia de 1% (Figura 2).

Quando consideradas as duas espécies de videira separadamente, em restos de poda de V.
labrusca foram constatadas seis espécies de Lasiodiplodia, com predominancia de L.
pseudotheobromae (69,7%), seguida de L. brasiliense (15,2%), L. laeliocattleyae (6,1%), L.
euphorbiaceicola (3,0%), L. theobromae (3,0%) e L. viticola (3,0%). Em V. vinifera foram
constatadas nove espécies de Lasiodiplodia e dois tdxons desconhecidos, sendo que L. brasiliense
e L. theobromae foram as mais prevalentes (22,0% cada), seguidas de L. hormozganensis (20,6%)
e L. pseudotheobromae (17,5%). As demais espécies/taxons constatadas em V. vinifera (L.
crassispora, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. laeliocattleyae, L. mahajangana, L.
newvalleyensis, Lasiodiplodia sp. 1 e Lasiodiplodia sp. 2) apresentaram prevaléncias entre 1,6 e
4,8% (Figura 3).

Em relagdo aos tipos climéticos, nos restos de poda de videira coletados em pomares
localizados no clima tropical com verdo seco (Vale do Siriji) foram constatadas trés espécies de
Lasiodiplodia, sendo L. pseudotheobromae a mais prevalente (80,7%), seguida de L. brasiliense
(8,7%) e L. euphorbiaceicola (4,3%). Nos restos de poda de videira do clima de savana (Cariri
cearense) foram registradas sete espécies/taxons de Lasiodiplodia nos restos de poda, sendo que L.
brasiliense e L. pseudotheobromae foram as mais prevalentes, ambas com 33,3%, seguidas de L.
theobromae e L. laeliocattleyae, ambas com 12,1%. As demais espécies/taxons constatadas nesse
clima (L. iraniensis, L. viticola e Lasiodiplodia sp. 2) apresentaram prevaléncias de 3,0%. Nos
restos de poda de videira do clima semiarido foram constatadas 10 espécies/tdxons de
Lasiodiplodia, ndo sendo registrados L. euphorbiaceicola, L. viticola e Lasiodiplodia sp. 2.
Lasiodiplodia hormozganensis foi a mais prevalente (32,5%), seguida de L. theobromae (27,5%),
L. brasiliense (15,0%), L. pseudotheobromae (7,5%) e L. iraniensis (5,0%). As demais
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espécies/taxons (L. crassispora, L. laeliocattleyae, L. mahajangana, L. newvalleyensis e

Lasiodiplodia sp. 1) apresentaram prevaléncias de 2,5% (Figura 4).

3.4 | Diversidade das espécies de Lasiodiplodia

As diversidades das espécies de Lasiodiplodia isoladas de restos de poda de duas espécies de
videira e de pomares localizados em trés tipos climaticos do Nordeste brasileiro foram comparadas
em termos de riqueza, equidade e dominancia, pelos calculos dos indices de Shannon-Wiener (Hs),
Simpson (J) e Pielou (D), respectivamente. Houve maior riqueza, abundancia e equidade de
espécies de Lasiodiplodia em V. vinifera (Hs = 1,92; J = 0,46) do que em V. labrusca (Hs = 1,03;
J =0,29). Por outro lado, a dominéncia de espécies foi maior em V. labrusca (D = 0,50) do que em
V. vinifera (D = 0,16) (Tabela 2).

Quando comparada a diversidade de espécies de Lasiodiplodia nos restos de poda dos
pomares localizados dos trés tipos climaticos, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre 0s
climas de savana e semiérido, que diferiram significativamente (p < 0,05) do clima tropical com
verdo seco. Houve maior riqueza, abundancia e equidade de espécies de Lasiodiplodia nos climas
de savana (Hs = 1,56; J = 0,45) e semiarido (Hs = 1,81; J = 0,49) do que no clima tropical com
verdo seco (Hs = 0,47; J = 0,15). Por outro lado, a dominancia de espécies foi maior no clima
tropical com verdo seco (D = 0,75) do que nos climas de savana (D = 0,23) e semiarido (D = 0,19)
(Tabela 3).

O grau de sobreposicdo entre as espécies de Lasiodiplodia foi mensurado pelo indice de
Jaccard (1J) e as duas espécies de videira (V. labrusca e V. vinifera) apresentaram 1J = 0,31,
indicando que cerca de 30% das espécies de Lasiodiplodia constatadas sdo comuns as duas espécies
de videira. Quando comparados os tipos climaticos, a maior sobreposicao (1J = 0,42) foi observada
para as espécies de Lasiodiplodia oriundas de restos de poda dos climas semiarido e de savana,
enguanto o menor valor de similaridade para as espécies de Lasiodiplodia (1J = 0,18) foi constatado
entre os restos de poda dos climas semiarido e tropical com verdo seco. Os climas de savana e
tropical com verao seco também apresentaram baixa sobreposicdo de espécies de Lasiodiplodia (JI
=0,25).

3.5 | Patogenicidade e agressividade em ramos destacados de videira
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Os isolados de L. euphorbiaceicola e Lasiodiplodia sp. 2 ndo foram patogénicos para 0s ramos
destacados de videira (cv. Vitoria), enquanto todos os isolados das demais espécies foram
patogénicos, resultando em lesdes visiveis aos 10 dias apds a inoculagdo. Os sintomas observados
tanto na superficie como internamente foram lesGes necréticas castanho-escuros que se estendiam
para cima e para baixo a partir do ponto de inoculagdo. Os isolados inoculados foram recuperados
de tecidos sintomaticos, cumprindo os postulados de Koch. Houve diferenca significativa (p <0,05)
nos comprimentos das lesGes internas produzidas pelas diferentes espécies de Lasiodiplodia. As
lesdes mais longas foram produzida por L. viticola (95,0 mm), sendo assim considerada a mais
agressiva, seguida por L. iraniensis (79,0 mm) e L. mahajangana (69,6 mm). Lasiodiplodia
crassispora foi a menos agressiva (22,3 mm). As outras espécies patogénicas (L. brasiliense, L.
hormozganensis, L. laeliocattleyae, L. newvalleyensis, L. pseudotheobromae, L. theobromae e
Lasiodiplodia sp. 1) apresentaram agressividade intermediaria, com lesdes variando de 53,3 mm a
65,0 mm (Figura 5).

4| DISCUSSAO

Estudos de filogenia e patogenicidade tém sido essenciais no fornecimento de novas
informacoes sobre a diversidade de espécies de Lasiodiplodia associadas a plantas sintomaticas de
videira (Carlucci et al., 2015; Correia et al., 2016; Linaldeddu et al., 2015; Rangel-Montoya et al.,
2021; Urbez-Torres, 2011; Yan et al., 2013). No entanto, as informacdes sobre as espécies de
Lasiodiplodia associadas aos restos de poda de videira sdo escassas. Nesse trabalho foram
amostrados restos de poda de duas espécies de videira (V. labrusca e V. vinifera) em 22 pomares
do Nordeste brasileiro, incluindo o principal polo de producgéo e exportagcdo de uvas finas de mesa
(Vale do Séo Francisco; clima semiérido), um importante polo de producéo de uvas rusticas (Vale
do Siriji; clima tropical com verdo seco) e um pequeno polo de producdo de uvas rasticas e finas
(Cariri Cearense; clima de savana).

Foram identificados 13 clados de Lasiodiplodia, sendo 11 espécies previamente descritas e
dois isolados que ndo se agruparam com nenhuma espécie descrita anteriormente, provavelmente
representando novas linhagens. Para a identificagdo dessas provaveis novas linhagens de

Lasiodiplodia ha necessidade de estudos adicionais de filogenia envolvendo o sequenciamento do
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gene que codifica a segunda maior subunidade proteica da RNA polimerase Il (rpb2) (Zhang et al.,
2021).

Dez espécies de Lasiodiplodia identificadas neste estudo associadas a restos de poda
correspondem a espécies previamente descritas em videira em nivel mundial (Akgul et al., 2019;
Correia et al., 2016; Pitt et al., 2010; Rangel-Montoya et al., 2021; van Niekerk et al., 2010; Yan
et al., 2013). Por outro lado, L. newvalleyensis foi identificada pela primeira vez nessa frutifera em
nivel mundial, provavelmente por ter sido caracterizada apenas recentemente como uma nova
espécie de Lasiodiplodia (EI-Ganainy et al., 2022). Nas condicGes brasileiras, previamente em
videira haviam sido constadas L. brasiliense, L. crassispora, L. euphorbiaceicola, L.
hormozganensis, L. iraniensis (sin. L. jatrophicola), L. laeliocattleyae (sin. L. egyptiaca), L.
pseudotheobromae (Correia et al., 2016) e L. theobromae (Gava et al., 2010). Portanto, com esse
estudo, L. mahajangana, L. newvalleyensis e L. viticola foram registradas pela primeira vez em
videira no Brasil.

A maior prevaléncia de L. pseudotheobromae nos restos de poda de videira coletados no
Nordeste brasileiro ¢ resultante da elevada prevaléncia dessa espécie nos pomares em clima tropical
com verao seco (87,0%) e de savana (33,3%), pois no clima semiarido apresentou baixa prevaléncia
(7,5%). O resultado no clima semiarido assemelha-se ao constatado em estudo anterior com plantas
sintomaticas de videira amostradas na mesma regido, em que essa espécie apresentou baixa
prevaléncia (3,6%) (Correia et al., 2016). Esses resultados podem indicar a menor adaptacéo de L.
pseudotheobromae a uma combinacdo de altas temperaturas, baixa umidade e chuvas irregulares
(<500 mm ano™) durante a maior parte do ano, como ocorre no clima semiarido (Alvares et al.,
2013). A elevada predominancia dessa espécie no clima tropical com verdo seco pode reforcar essa
hipotese, onde as temperaturas sio mais amenas e as chuvas mais intensas (>1.100 mm ano™)
(Alvares et al., 2013).

Lasiodiplodia pseudotheobromae foi relatado pela primeira vez por Alves et al. (2008) a
partir de isolados previamente identificados como L. theobromae. Na época da sua descricao, esse
fungo estava presente em poucos hospedeiros e com distribuicdo geografica conhecida limitada
(Alves et al., 2008). No entanto, atualmente essa espécie é de ocorréncia comum em uma ampla
gama de hospedeiros e em muitos paises, incluindo o Brasil (Farr & Rossman, 2023).

Lasiodiplodia brasiliense teve a segunda maior prevaléncia neste estudo, com frequéncias

elevada (33,3%) e intermediaria (15,0%) nos climas de savana e semiarido, respectivamente. Essa
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espécie foi descrita em 2014 causando podridao em frutos de mamao no Brasil (Netto et al., 2014),
e tem sido relatada em varios paises causando doencas em diferentes hospedeiros (Farr & Rossman,
2023). No Brasil, além do mamaéo e videira, também foi relatada em cajueiro (Netto et al., 2017),
coqueiro (Rosado et al., 2016), macieira (Martins et al., 2018), mangueira (Marques et al., 2013),
pinha e seriguela (Coutinho et al., 2017).

Lasiodiplodia theobromae foi a terceira espécie mais prevalente nos restos de poda de
videira do Nordeste brasileiro, ndo sendo constatada no clima tropical com verdo seco, mas tendo
elevada prevaléncia no clima semidarido. Essa espécie é reconhecido como um patégeno global
capaz de causar doencas em mais de 380 especies de plantas (Farr & Rossman, 2023). No Nordeste
do Brasil, essa espécie é geralmente a mais prevalente em estudos de filogenia, distribuicdo e
patogenicidade de Botryosphaeriaceae (Coelho et al., 2022; Marques et al., 2013; Netto et al., 2014,
2017; Rosado et al., 2016; Santos et al., 2020).

Lasiodiplodia hormozganensis foi a quarta espécie mais prevalente nos restos de poda de
videira, ocorrendo somente em clima semiarido. Essa espécie foi descrita inicialmente no Ird
associada a manga e Olea sp. (Abdollahzadeh et al., 2010) e atualmente ocorre em mais de 20
hospedeiros e diversos paises (Farr & Rossman, 2023). No Brasil, além de videira essa espécie foi
relatada em batata-doce (Mello et al., 2021), maméo (Netto et al., 2014), mamona (Custodio et al.,
2018), mandioca (Brito et al., 2020), mangueira (Marques et al., 2013) e pinha (Machado et al.,
2019).

A elevada diversidade de espécies de Lasiodiplodia nos restos de poda de videira nos
pomares localizados nos climas semiarido e de savana, comparada a observada no clima tropical
com verdo seco, podem estar relacionadas as diferencas de suscetibilidade entre V. labrusca e V.
vinifera, bem como a maior intensificacdo da producdo e maior nimero de cultivares plantadas nos
climas de savana e semiarido.

Em geral, V. vinifera tem maior suscetibilidade as doengas do que a V. labrusca, que é
considerada uma espécie rustica (Creasy & Creasy, 2018). Apesar de ndo existirem estudos
comparativos da suscetibilidade dessas espécies a Lasiodiplodia, a rusticidade de V. labrusca pode
propiciar maior adaptabilidade e resisténcia. Além disso, as plantas V. labrusca sdo cultivadas
como pé-franco, sem a realizacdo de enxertia, enquanto todas as mudas de V. vinifera sdo
enxertadas. O processo de enxertia constitui uma via de infeccao para varios fungos da madeira da

videira, incluindo espécies de Botryosphaeriaceae (Urbez-Torres, 2011; Gramaje et al., 2018).
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Os sistemas de producéo de uva de mesa nos climas de savana e semiarido sdo similares,
apesar da grande diferenca nas areas plantadas. Nesses pomares, é possivel a obtengéo de até duas
safras e meia por ano, mediante a realizacdo de duas podas e adequacgéo das técnicas de produgéo
(Arata et al., 2017). No entanto, € importante ressaltar que os ferimentos de poda séo a principal
via de penetracdo da videira por Botryosphaeriaceae (Urbez-Torres, 2011; Gramaje et al., 2018;
Hrycan et al., 2020), bem como a frequéncia e a intensidade das podas afetam diferentemente a
suscetibilidade das plantas a infecgdo (Kraus et al., 2022).

O namero de cultivares de videira plantadas nos diferentes climas pode ter influenciado na
diversidade de espécies de Lasiodiplodia, uma vez que no clima tropical com ver&o seco é plantada
somente a cultivar Isabel (V. labrusca), enquanto no clima de savana sdo plantadas quatro
cultivares (“Isabel” e trés de V. vinifera) e no clima semiarido sdo plantadas 10 cultivares, todas de
V. vinifera. A utilizacdo de maior nimero de cultivares pode resultar na introducdo de maior
diversidade de materiais de propagacao nas areas de plantio, tendo como consequéncia 0 aumento
dos riscos de utilizagdo de materiais de propagacdo contaminados oriundos de diferentes fontes.

Em relacdo a sobreposicao entre as espécies, somente L. pseudotheobromae e L. brasiliense
foram constatadas nos restos de poda de videira nos trés climas amostrados, evidenciando a elevada
adaptacdo e versatilidade dessas espécies. A maior similaridade de espécies de Lasiodiplodia entre
os restos de poda dos climas semiarido e de savana pode ser decorrente da semelhanca dos sistemas
de producgédo, como comentado anteriormente.

A maioria das espécies de Lasiodiplodia constatadas nesse estudo tém potencial para causar
a morte descendente em videiras no Nordeste brasileiro. As diferencas de patogenicidade
observadas entre as especies podem indicar que alguns isolados obtidos de restos de poda, como
de L. euphorbiaceicola e Lasiodiplodia sp. 2, sdo estritamente sapréfitas ou endofitos, sem
causarem doencas nos ramos de videira, confirmando observacgdes anteriores sobre essas condi¢fes
na familia Botrysophaeriaceae (Phillips et al., 2013; Slippers & Wingfield, 2007).

Apesar da baixa prevaléncia de L. viticola nos restos de poda de videira, o nivel de
agressividade do isolado foi muito elevado quando comparado ao constatado em outras espécies
inoculadas. Esse elevado nivel de agressividade pode constituir um fator de preocupacdo para o
futuro, uma vez que essa espécie foi constatada pela primeira vez no Brasil associada a videira e a
agressividade dos isolados é um importante fator de adaptabilidade e competividade para fungos

fitopatogénicos (Lannou, 2012; Milgroon, 2015).
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O conhecimento dos patdgenos que causam doencas em videira é importante para o
desenvolvimento de estratégias especificas de manejo (Gramaje et al., 2018; Urbez-Torres, 2011;
Urbez-Torres et al., 2015). Embora ja existam avancos no conhecimento da biologia, ecologia e
epidemiologia das doencas do tronco da videira, incluindo a morte descendente, ainda nao existe
uma medida efetiva de controle desenvolvida, devido ao grande nimero de patdgenos associados
(Gramaje et al. 2018). O reconhecimento de L. mahajangana, L. newvalleyensis e L. viticola pela
primeira vez em videira no Brasil serve como base para futuras pesquisas de fatores
epidemioldgicas, resisténcia a fungicidas, manejo fitossanitario e melhoramento genético, uma vez
que cada uma dessas espécies, alem das ja registradas anteriormente na cultura, podem expressar

diferentes padrdes de resposta em relacdao as medidas de controle adotadas pelos produtores de uva.
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TABELA SUPLEMENTAR 1

Isolados de Botryosphaeriaceae derivados do GenBank incluidos nas andlises filogenética
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Codigo do isolado?

Hospedeiro/substrato

Origem geografica

No. de acesso do GenBank

Espécie

tefl-a ITS tub2
Diplodia seriata CBS 112555 Vitis vinifera Portugal AY573220  AY259094  DQA458856
D. mutila CMW 7060 Vitis vinifera Portugal AY236904  KF766158  AY236933
Lasiodiplodia acaciae ~ CBS 136434* Acacia sp. Indonésia MT592133  MT587421  MT592613
L. aquilariae CGMCC 318471  Aquilaria crassna Laos KY848600  KY783442 -
L. avicenniae CMW 41467 Avicennia marina Africa do Sul KP860680 KP860835 KP860758
L. avicenniae LAS 199 Avicennia marina Africa do Sul KU587947  KU587957  KU587868
L. brasiliense CMW 35884 Adansonia madagascariensis Madagascar KU886972 KU887094 KU887466
L. brasiliense CMM 4015* Mangifera indica Brasil JX464063 JX464049 -
L. bruguierae CMW 41470 Bruguiera gymnorrhiza Africa do Sul KP860677 KP860832 KP860755
L. bruguierae CMW 42480 Bruguiera gymnorrhiza Africa do Sul KP860679 KP860834 KP860757
L. caatinguensis CMM 1325* Citrus sinensis Brasil KT008006 KT154760 KT154767
L. caatinguensis IBL 381 Spondias purpurea Brasil KT154751 KT154757 KT154764
L. chiangraiensis GZCC 210003 Hospedeiro desconhecido Tailandia MW815629 MW?760853 MW815627
L. chiangraiensis MFLU210003* Hospedeiro desconhecido Tailandia MW815630 MW760854 MW815628
L. cinnamomi CFCC 51997+ Cinnamomum camphora China MH236799  MG866028  MH236797
L. cinnamomi CFCC 51998 Cinnamomum camphora China MH236800 MG866029 MH236798
L. citricola IRAN 1521C Citrus sp. Iran GU945339  GU945353  KUB8B7504
L. citricola IRAN 1522C* Citrus sp. Iran GU945340  GU945354  KU887505
L. clavispora CGMCC 319594  Vaccinium uliginosum Fujian, China OL773697 MK802166  MK816339
L. clavispora CGMCC 319595*  Vaccinium uliginosum Fujian, China OL773696 MKB802165 MK816338
L. crassispora CMW 13488 Ucalyptus urophylla Venezuela DQ103559 DQ103552  KU887507
L. crassispora WAC 12533* Santalum sp Australia DQ103557  DQ103550 KU887506
L. euphorbiaceicola CMM 3609* Jatropha curcas Brasil KF226689 KF234543 KF254926
L. euphorbiaceicola CMW 33350 Adansonia digitata Botswana KUB87026  KUB887149  KUB887455
L. fujianensis CGMCC 319593*  Vaccinium uliginosum Fujian, China MK887178  MK802164 MKB816337
L. gilanensis IRAN 1501C Citrus sp. Iran GU945341  GU945352  KUB8B7510
L. gilanensis IRAN 1523C Citrus sp. Iran GU945342  (GU945351  KU887511
L. gonubiensis CMW 14077* Citrus sp. Africa do Sul DQ103566  AY639595 DQ458860
L. gonubiensis CMW 14078 Syzygium cordatum Africa do Sul DQ103567  AY639594  EU673126
L. gravistriata CMM 4564* Anacardium humile Brasil KT250950 KT250949
L. gravistriata CMM 4565 Anacardium humile Brasil KT266812 KT250947
L. guilanensis IRAN1501C Citrus sp., galhos caidos Iran GU945341  GU945352  KUB8B7510
L. guilanensis IRAN1523C* Citrus sp., galhos caidos Iran GU945342  GU945351 KU887511
L. henanica CGMCC 319176  Vaccinium uliginosum Shandong, China MH729357  MH729351  MH729360
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(continuacao)

Espécie Codigo do isolado® Hospedeiro/substrato Origem geogréfica  No. de acesso do GenBank
tefl-a ITS tub2

L. hormozganensis IRAN 1498C Mangifera indica Iran GU945344  GU945356 KU887514
L. hormozganensis IRAN 1500C* Olea sp. Iran GU945343  GU945355  KU887515
L. huangyanensis CGMCC 320381  Citrus unshiu China MW880674 MW884177 MW88426
L. huangyanensis CGMCC 320380* Citrus lata China MW880675 MWwW884178 MW884207
L. hyalina CGMCC 317975* Acacia confusa China KX499917 KX499879 KX499992
L. iraniensis IRAN 1520C Juglans sp. Iran GU945335  GU945347 KU887517
L. iraniensis IRAN 1520C* Salvadora persica Iran GU945336  GU945348 KU887516
L. jatrophicola CMM 3610* Jatropha curcas Brasil KF226690 KF234544 KF254927
L. laeliocattleyae BOT 29 Mangifera indica Egito JN814428 JN814401
L. laeliocattleyae CBS 130992 Mangifera indica Egito JN814424 JN814397 KU887508
L. laeliocattleyae CBS 167.28* Laelio cattleya Italia MT592136  MT587425  MT592618
L. lignicola CBS 134112* Madeira morta desconhecida Tailandia KU887003  JX646797 JX646845
L. lignicola MFLUCC 110656  Madeira morta desconhecida Tailandia JX646863 JX646798
L. linhaiensis CGMCC 320383  C.sinensis China MW884181 MW880678 MW884210
L. linhaiensis CGMCC 3 20386* C. unshiu China Mw884180 MW880677 MW884209
L. lodoiceae AGQMy 0002 Lodoicea maldivica México MW604230 MW274148 MW604240
L. lodoiceae AGQMy 0006* Lodoicea maldivica México MW604229 MW274146 MW604239
L. macrospora CMM 3833* Jatropha curcas Brasil KF226718 KF234557 KF254941
L. mahajangana CMW 27801* Terminalia catappa Madagascar FJ900641 FJ900595 FJ900630
L. mahajangana CMW 27818 Terminalia catappa Madagascar FJ900642 FJ900596 FJ900631
L. margaritacea CBS 122065 Adansonia gibbosa Australia EU144066 EU144051
L. margaritacea CBS 122519* Adansonia gibbosa Australia EU144065 EU144050 KU887520
L. mediterranea BL1* Quercus ilex Italia KJ638331 KJ638312 KU887521
L. mediterranea BL101 Vitis vinifera Italia KJ638330 KJ638311 KU887522
L. mexicanensis AGQMy 0014* Chamaedorea seifrizii México MW604234 MW274151 MW604243
L. mexicanensis AGQMy 0015 Chamaedorea seifrizii Meéxico MW604233 MW274150 MW604242
L. microconidia CGMCC 318485*  Aquiliaria sp. Laos KY848614 KY783441
L. mitidjana ALG 111* Citrus sinensis Algeria MN159114 MN104115
L. mitidjana ALG 82 Citrus sinensis Algeria MN104112 MN159111
L. nanpingenis CGMCC 319596* Vaccinium uliginosum Fujian, China - MK802167  MK816340
L. nanpingenis CGMCC 319597  Vaccinium uliginosum Fujian, China - MK802168 MK816341
L. newvalleyensis EGY 20113 Phoenix dactylifera Egito OP080253 ON392175  OP080271
L. newvalleyensis EGY 20114* Phoenix dactylifera Egito 0OP080254 ON392180  OP080272
L. paraphysoides CGMCC 319174*  Vaccinium uliginosum China MH729355  MH729349  MH729358
L. paraphysoides CGMCC 319175  Vaccinium uliginosum China MH729356  MH729350 MH729359
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(continuacao)

Espécie Codigo do isolado® Hospedeiro/substrato Origem geogréfica  No. de acesso do GenBank
tefl-a ITS tub2

L. parva CBS 456.78* Solo de plantio de mandioca Colémbia EF622063 EF622083 KU887523
L. parva CBS 494.78 Solo de plantio de mandioca Colémbia EF622064 EF622084 EU673114
L. plurivora STEU 4583 Vitis vinifera Africa do Sul EF445396 AY343482 KU887525
L. ponkanicola CGMCC 320388  Camellia reticulata China MW884188 MW880685 MW884214
L. pontae IBL 12* Spondias purpurea Brasil KT151791 KT151794 KT151797
L. pseudotheobromae CBS 116459 Gmelina arborea Costa Rica EF622057 EF622077 EU673111
L. pseudotheobromae CGMCC 318047* Pteridium aquilinum China KX499914  KX499876  KX499989
L. regiae CDZM 911 Juglans regia Zhumadian, China OK316928  OK317023  OK316948
L. regiae CGMCC 320693* Juglans regia Xinyang, China OK316929  OK317024 0OK316949
L. rubropurpurea WAC 12535* Eucalyptus grandis Australia DQ103571  DQ103553  EU673136
L. rubropurpurea WAC 12536 Eucalyptus grandis Australia DQ103572  DQ103554  KUB887530
L. subglobosa CMM 3872* Jatropha curcas Brasil KF226721 KF234558 KF254942
L. subglobosa CMM 4046 Jatropha curcas Brasil KF226723 KF234560 KF254944
L. syzygii CBS 120512* Syzygium cordatum Africa do Sul MT592147  MT587434  MT592632
L. thailandica B 0041 Phyllanthus acidus Tailandia KMO006464  KM006433
L. thailandica B 0421 Phyllanthus acidus Tailandia KM006433  KMO006464
L. theobromae CBS 111530 Leucospermum sp USA EF622054 EF622074 KU887531
L. theobromae CBS 164.96* Frutos da costa de recife de corais Papua, Nova Guiné ~ AY640258  AY640255 KU887532
L. tropica CGMCC 318477* Aquilaria crassna Laos KY848616  KY783454  KY848540
L. venezuelensis WAC 12539* Acacia mangium, madeira Venezuela DQ103568 DQ103547 KU887533
L. venezuelensis WAC 12540 Acacia mangium, madeira Venezuela DQ103569 DQ103548 KU887534
L. viticola UCD 2553AR Vitis vinifera USA HQ288269 HQ288227 HQ288306
L. viticola UCD 2604MO* Vitis vinifera USA HQ288270 HQ288228 HQ288307
L. vitis CBS 124060* Vitis vinifera Italia MN938928  KX464148 KX464917
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Isolados de Lasiodiplodia obtidos de restos de poda de videiras cultivadas em trés tipos climaticos

do Nordeste brasileiro

Espécie de Codigodo Espéciede  Cultivar Municipio/UF (Regido)® Tipo No. de acesso do GenBank
Lasiodiplodia isolado? Vitis climético®

tefl-a ITS tub2
L. brasiliense CFC 1372 V. vinifera Isis Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1401 V.labrusca lsabel Machados/PE (VSI) As XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1405 V.labrusca  Isabel Machados/PE (VSI) As XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1408 V. labrusca Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1409 V.labrusca  Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1415 V.labrusca  Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1418 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1422 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1423 V. vinifera Festival Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1424 V. vinifera Festival Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1431 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1433 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1434 V. vinifera Vitoria Mauriti/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1438 V. vinifera Vitoria Mauriti/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1449 V. vinifera Itdlia Muscat Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1450 V. vinifera Crimson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1456 V. vinifera Thompson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1459 V. vinifera Candy Snaps Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. brasiliense CFC 1460 V. vinifera Ara 15 Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. crassispora CFC 1462 V. vinifera Sugar Crisp  Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXK  XXXXXXX
L. euphorbiaceicola  CFC 1395 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1368 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1369 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1371 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1373 V. vinifera Isis Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1374 V. vinifera Isis Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1440 V. vinifera Vitéria Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1441 V. vinifera Vitéria Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1445 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1451 V. vinifera Crimson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1453 V. vinifera Crimson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1454 V. vinifera Crimson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1455 V. vinifera Thompson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. hormozganensis CFC 1461 V. vinifera Sugar Crisp  Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
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(continuacao)
Espécie de Codigodo Espéciede  Cultivar Municipio/UF (Regido)® Tipo No. de acesso do GenBank
Lasiodiplodia isolado? Vitis climético®

tefl-a ITS tub2

L. iraniensis CFC 1417 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. iraniensis CFC 1446 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. iraniensis CFC 1463 V. vinifera Sugar Crisp  Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. laeliocattleyae CFC 1379 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. laeliocattleyae CFC 1406 V. labrusca  Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. laeliocattleyae CFC 1407 V. labrusca Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. laeliocattleyae CFC 1420 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. laeliocattleyae CFC 1430 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. mahajangana CFC 1375 V. vinifera Isis Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. newvalleyensis CFC 1444 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1383 V. labrusca Isabel Séao Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1384 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1385 V. labrusca  Isabel Sdo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1386 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1387 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1388 V. labrusca  Isabel Sdo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1389 V. labrusca Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1390 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1391 V. labrusca  Isabel Sao Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1392 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1393 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1394 V. labrusca  Isabel Sao Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1396 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1397 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1398 V. labrusca Isabel Séo Vicente Férrer/PE (VSI) As XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1399 V. labrusca  Isabel Séo Vicente Férrer/PE As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1400 V. labrusca  Isabel Machados/PE (VSI) As XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1402 V. labrusca  Isabel Machados/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1403 V. labrusca  Isabel Machados/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1404 V. labrusca  Isabel Machados/PE (VSI) As XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1411 V. labrusca Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXK  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1412 V. labrusca  Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1413 V. labrusca  Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1416 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1419 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
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Espécie de Codigodo Espéciede  Cultivar Municipio/UF (Regido)® Tipo No. de acesso do GenBank
Lasiodiplodia isolado? Vitis climatico®

tefl-a ITS tub2
L. pseudotheobromae CFC 1421 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1425 V. vinifera Vitéria Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1426 V. vinifera Vitéria Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1428 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1436 V. vinifera Vitoria Mauriti/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1437 V. vinifera Vitoria Mauriti/CE (CAR) AW XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1439 V. vinifera Vitéria Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXK  XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1442 V. vinifera Vitéria Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. pseudotheobromae CFC 1443 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1370 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXK  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1376 V. vinifera Isis Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. theobromae CFC 1377 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. theobromae CFC 1378 V. vinifera Italia Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXK  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1380 V. vinifera Sweet Globe Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. theobromae CFC 1381 V. vinifera Sweet Globe Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1382 V. vinifera Sweet Globe Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1410 V. labrusca Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1429 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1432 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1435 V. vinifera Vitoria Mauriti/CE (CAR) AW XXXXXXX XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1447 V. vinifera Itdlia Muscat  Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
L. theobromae CFC 1448 V. vinifera Itdlia Muscat  Petrolina/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. theobromae CFC 1452 V. vinifera Crimson Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. theobromae CFC 1457 V. vinifera Candy Snaps Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX
L. viticola CFC 1414 V.labrusca  Isabel Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX
Lasiodiplodia sp. 1 CFC 1458 V. vinifera Candy Snaps Lagoa Grande/PE (VSF) BSh XXXXXXX XXXXXXX XXXXXXX
Lasiodiplodia sp. 2 CFC 1427 V. vinifera Isis Barbalha/CE (CAR) AW XXXXXXX  XXXXXXX  XXXXXXX

aCFC, Colec¢do de Culturas de Fungos Fitopatogénicos do Cariri, Universidade Federal do Cariri, Crato, Ceara, Brasil.

PUF, Unidade da federacdo; CE, Ceara; PE, Pernambuco; VSF, Vale do S&o Francisco; VSI, Vale do Siriji; CAR,

Cariri Cearense.

As, Tropical com veréo seco; AW, savana; BSh, semiérido. Conforme classificagdo de Alvares et al. (2013).
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TABELA 2
Diversidade em termos de riqueza, equidade e dominancia de espécies de espécies de Lasiodiplodia
isoladas de restos de poda de duas espécies de videira cultivadas em trés tipos climaticos do

Nordeste brasileiro

Fonte dos isolados Ni Nt Hs J D

Espécies de videira
Vitis labrusca 33 6 1,03b 0,29 b 0,50a
Vitis vinifera 63 11 192 a 0,46 a 0,16 b

Tipos climéaticos

Tropical com verdo seco 23 4 0,47 b 0,15b 0,75b
Savana 33 7 1,56 a 0,45a 0,23 a
Semiarido 40 10 1,81a 0,49 a 0,19a

Nota: Ni = Namero de isolados, Nt = Nimero de espécies/taxons, Hs = indice de diversidade de Shannon-Weiner, J =
indice de equidade de Pielou, D = indice de dominancia de Simpson. Nimeros na coluna para a mesma fonte de
Lasiodiplodia seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si com base em seus intervalos de

confianca a 95%.
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indice de similaridade de Jaccard (1J) calculado para espécies de Lasiodiplodia isoladas de restos

de poda de duas espécies de videiras cultivadas em trés tipos climaticos do Nordeste brasileiro

Tipos climéticos Tropical com verdoseco  Savana Semiérido
Tropical com verdo seco 1,00

Savana 0,25 1,00

Semidarido 0,18 0,42 1,00
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FIGURA 1 Arvore filogenética de inferéncia Bayesiana mostrando as inter-relagdes entre isolados
de Lasiodiplodia obtidos de restos de poda de videira com base em dados combinados das
sequéncias de tefl-ITS-tub2, com D. mutila CMW?7060 e Diplodia seriata CBS 112555 incluidas
como grupo externo. Probabilidade Bayesiano posterior (PP > 0,70) e valores de suporte de
bootstrap IQtree (ML > 70%) sdo mostrados nos nos (PP/ML). Os isolados do ex-tipo sdo
assinalados com asterisco, enquanto 0s novos 0s novos isolados do presente estudo sdo destacados

em negrito. A barra de escala indica 0,01 mudancas esperadas por sitio.
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787  FIGURA 2 Prevaléncia de espécies de Lasiodiplodia isoladas de restos de poda de videiras
788  cultivadas no Nordeste brasileiro.
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791  FIGURA 3 Prevaléncia de espécies de Lasiodiplodia isoladas de restos de poda de duas espécies

792  de videiras cultivadas no Nordeste brasileiro.
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FIGURA 4 Prevaléncia de espécies de Lasiodiplodia isoladas de restos de poda de videiras

cultivadas em trés tipos climaticos no Nordeste brasileiro.
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Espécies de Lasiodiplodia

FIGURA 5 Comprimentos das lesfes induzidas por espécies de Lasiodiplodia isoladas de restos
de poda de videiras cultivadas no Nordeste brasileiro, 10 dias ap0s a inoculacdo de ramos
destacados da cultivar Vitoria com discos de agar colonizados. Barras acima das colunas sao os
erros padrdo das médias. Colunas com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p <

0,05), de acordo com o teste da diferengca minima significativa (LSD) de Fisher.
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CONCLUSOES GERAIS
Onze espécies de Lasiodiplodia estdo associadas aos restos de poda de videira em
pomares no Nordeste do Brasil;

Lasiodiplodia mahajangana, L. newvalleyensis e L. viticola séo relatadas pela

primeira vez em videira no Brasil,

Dois isolados de Lasiodiplodia nao se agruparam com nenhum taxon conhecido deste

género e necessitam de analises filogenéticas suplementares;

Lasiodiplodia pseudotheobromae é a espécie mais prevalente em restos de poda de
videira no Nordeste brasileiro;

No clima semiérido hd maior numero de espécies de Lasiodiplodia associadas aos

restos de poda de videira;

Héa maior diversidade de espécies de Lasiodiplodia nos restos de poda de videira dos

climas de savana e semiarido, comparada ao clima tropical com verdo seco;

Nem todas as espécies de Lasiodiplodia relatados neste estudo tém potencial para

causar a morte descendente em videiras;

Lasiodiplodia viticola é a espécie mais agressiva a ramos verdes destacados de videira

(cv. Vitdria).
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