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RESUMO GERAL

A identidade das espécies de Lasiodiplodia causando podridao peduncular em mamao ¢
revelada. No presente estudo espécies de Lasiodiplodia isoladas de mamao no Nordeste do
Brasil sdo descritas, bem como, a sua distribuicdo em sete diferentes populacdes. Os isolados
de Lasiodiplodia foram caracterizados por inferéncia filogenética baseada na sequéncia
completa da regido ITS e na sequencia parcial do gene fator de alongamento, pelas
caracteristicas culturais e morfoldgicas, bem como pela patogenicidade e viruléncia. Trés
espécies previamente descritas foram identificadas (L. theobromae, L. pseudotheobromae, L.
hormozganensis) juntamente com uma espécie desconhecida. Lasiodiplodia theobromae foi a
espécie mais prevalente em todas as populacdes. Todas as espécies de Lasiodiplodia foram

patogénicas.

Palavras chave: abordagem polifasica, distribuicao, EF-1a, filogenia, ITS
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GENERAL ABSTRACT

The identity of Lasiodiplodia species in causing stem-end rot papaya is reveal. In the current
study the Lasiodiplodia species isolated from papaya in Northeastern Brazil are described, as
well as their distribution in seven different populations. Lasiodiplodia isolates are
characterized through cultural, morphological, patogenicity and virulence data, and from
phylogenetic analyses based on the complete sequence of the ITS region and partial sequence
of the translation elongation factor-la gene. Based on sequence data, three previously
described species were identified (Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae, L.
hormozganensis) together with one unknown species. L. theobromae was the most prevalent

species in all populations. All Lasiodiplodia species were pathogenic.

Keywords: distribution, EF-1a, ITS, phylogeny, polyphasic approach
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Introducao Geral



ESPECIES DE Lasiodiplodia ASSOCIADAS A PODRIDAO PEDUNCULAR EM
MAMAO NO NORDESTE DO BRASIL

Cultura do Mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertencente a familia Caricaceae ¢ uma planta
herbacea de grandes dimensdes com um caule ereto podendo tornar-se multi-caule quando
danificado. Possui uma coroa de folhas grandes e palmadas emergindo do apice do tronco.
Esta planta produz frequentemente varios ramos se forem deixadas crescer durante mais de
quatro ou cinco anos, como no caso de mamoeiros de quintal. O caule ¢ oco, a casca ¢ lisa e
tem cicatrizes foliares proeminentes. Peciolos de folhas maduras se prolongam
horizontalmente a partir da haste principal e apresentam cerca de 45-70 cm de comprimento,
dependendo da cultivar. Em condigdes ideais, as arvores podem chegar a 8-10 metros de
altura (NISHIJIMA et al, 1998).

As cultivares de mamoeiro mais utilizadas no Brasil sdo classificadas em dois grupos
conforme o tipo de fruto: “Solo” e “Formosa”. As cultivares do grupo “Solo”, também
conhecida como Havai da Amazonia e mamao-papaya, sdo comercializadas nos mercados
interno e externo, enquanto que as do grupo “Formosa” sdo comercializadas apenas no
mercado interno (DIAS et al., 2007).

O mamao ¢ uma das frutas mais consumidas nas regides tropicais e subtropicais do
mundo que apresentam pluviosidade elevada, solos férteis e bem drenados (RITZINGER;
SOUZA, 2000). Provavelmente seja originario do sul do México e paises vizinhos. Suas
sementes foram distribuidas para o Caribe e o sul da Asia durante a exploragdo espanhola no
século XVI, de onde se espalhou para a India, Pacifico e Africa.

As regides produtoras de mamao no mundo estdo localizadas em uma faixa do globo
terrestre compreendida entre os tropicos de Cancer e Capricornio, a 21° de latitude Norte e 21°
de latitude Sul. Os maiores produtores, considerando a area de plantio, sdo pela ordem:
Nigéria, [ndia, Brasil, Bangladesh, México, Republica Democratica do Congo, Etiopia, Peru,
Tailandia e Filipinas. A érea total da cultura estd em torno de 386.000 ha e o volume de
producao ¢ de milhdes de toneladas de frutos (AGRA FNP, 2011).

A demanda de mamao no mercado internacional para exportacao situa-se em torno de
247.00 toneladas. India, Brasil e Nigéria sdo os maiores produtores, mas nio sio os maiores
exportadores. O México ¢ um exemplo de pais que possui uma area de cultivo menor que a do

Brasil, mas que exporta grande volume desta fruta (cerca de 136.000 toneladas). Malésia e

1



Estados Unidos (24.000 e 8.000 respectivamente) sdo também outros exemplos. Com relacao
aos paises importadores, os Estados Unidos notadamente ¢ o pais que mais importa, com um
crescimento substancial passando de 70 mil toneladas em 2000 para cerca de 156 mil
toneladas em 2009, ou seja, um crescimento superior a 50%. Cingapura e Canadé sdo também
paises que destacam-se no mercado internacional em relagdo a importagdo de mamao(AGRA
FNP, 2011, MARTINS; COSTA, 2003).

O mamoeiro € explorado, em todos os estados do Brasil. Na regido Nordeste
concentra-se a maior area de plantio, cerca de 23 mil ha. A regido Sudeste ¢ a segunda maior
produtora com nove mil ha. Seguem pelas regides Norte, com trés mil ha; e Centro-Oeste,
com 370 ha. Em 2008 a producao brasileira foi de 1.890,286 toneladas com destaque para o
Nordeste com producao de 1.179,101 toneladas (AGRA FNP, 2011, MARTINS; COSTA,
2003). E uma cultura de expressiva importancia para o Brasil, que necessita de renovagio dos
pomares de a cada trés anos, no maximo, e que produz o ano inteiro. A cultura do mamoeiro
tem grande relevancia, devido, a sua importancia social, pois gera empregos € absorve mao de

obra durante todo o ano (RITZINGER; SOUZA, 2000).

Podridao-Peduncular do Mamoeiro

As doencas do mamoeiro destacam-se economicamente, pois sua presenga acarreta
severas perdas econdmicas na producdo, comercializacdo e exportacdo de frutas in natura,
podendo chegar em alguns casos a 100% (MARTINS; COSTA, 2003). E infectado por
patogenos foliares, bem como por causadores de podriddes que surgem em todos os estadios
de crescimento da planta. Entre as doencgas foliares destacam-se aquelas causadas pelos virus
como 0 mosaico do mamoeiro — Papaya ringspot virus type P (PRSV-P), a meleira do
mamoeiro - Papaya meleira virus (PMeV) e o amarelo letal do mamoeiro — Papaya lethal
yellowing virus (PLYV) e aquelas causadas por fungos como a variola (Asperisporium
caricae (Speg) Maulb), a mancha-de-aschochita (Phoma caricae-papayae (Tarr) Punith), o
oidio (Oidium caricae Noack), mancha-de-corynespora (Corynespora cassicola (Berk &
Curt) Weti), Podridao-por-Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Ex Fr.) Lind, Podridao-por-Fusarium,
Podridao-por-Alternaria alternata (Fries) Keissler e, com menos ocorréncia, as ocasionadas
por bactérias. Outra doenga de grande importancia na cultura do mamoeiro ¢ a podridao-do-pé
e dos frutos causada pelo fungo Phytophthora palmivora (Botler) Butler. Dentre as doencas
que ocorrem em pos-colheita do mamao destacam-se a antracnose (Colletotrichum spp.) e a

mancha-chocolate (Glomerella cingulata (Ston) Spaud & Schr). Essas doengas sdo as mais
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importantes e as que causam maiores danos seguidos pela podridao-peduncular, causada por
diversos fungos fitopatogénicos, principalmente Lasidioplodia theobromae (Pat.) Griff. &
Maubl. (SANTANA et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2006).

A podridao-peduncular causada nas frutas de mamao na pds-colheita ¢ hoje uma das
doencas mais preocupantes no Brasil e que tem provocado sérios danos as frutas
principalmente durante o transporte para exportacao. O principal agente causal descrito na
literatura para a podridao peduncular ¢ constituido por um complexo de fungos, sendo o
principal L. theobromae, que tem crescimento rapido, causa a mumificacdo das frutas e
muitas vezes o processo de infec¢do pode iniciar-se no campo isoladamente ou em
combinagdo com outros fungos. Os sintomas causados pela podridao peduncular podem ser
observados no pedunculo, principalmente, e na superficie das frutas. O patéogeno causa
inicialmente lesdes que apresentam uma ampla margem de tecido encharcado, na base do
pedunculo, seguido de uma produgdo abundante de micélio esbranqui¢ado, de escurecimento
posterior com uma superficie rugosa, resultado da formagao de picnidios em estromas e assim
promovendo a podriddo que vai tomando toda a fruta. Em épocas de grande intensidade
pluviométrica, a incidéncia de podriddo peduncular em lavouras que ndo adotam nenhuma
medida de controle pode atingir 100% (REZENDE; MARTINS, 2005; SANTANA et al.,
2007).

Familia Botryosphaeriaceae

Na familia Botryosphaeriaceae, o género Botryosphaeria Ces & De Not. foi
inicialmente descrito por Cesati e De Notaris em 1863 e revisado por Saccardo em 1877
(PHILLIPS et al., 2005) e, mais recentemente, por Crous et al. (2006). Trata-se de um
Loculoascomycetes com ascos bitunicados, produzidos num tecido estromatico denominado
pseudotécio. Os ascosporos sdo hialinos, unicelulares e variam de fusoide, elipsoide a ovoide,
tornando-se, em algumas espécies, marrom ¢ com um a dois septos com o amadurecimento
(PHILLIPS, 2004). Varios géneros de fungos mitospéricos tém sido relatados como
anamorfos de Botryosphaeriaceae: Botryodiplodia (Sacc.) Sacc., Diplodia Fr. in Mont.,
Dothiorella Sacc., Fusicoccum Corda in Sturm., Lasiodiplodia Ellis & Everh., Macrophoma
(Sacc) Berl. & Voglino., Phyllosticta Pers. e Sphaeropsis Sacc. (JACOBS; REHNER, 1998;
SLIPPERS et al., 2004a). Espécies de Diplodia, Dothiorella e Lasiodiplodia sdo claramente
separadas daquelas de Fusicoccum por conidios de parede espessa € de menor razdo

comprimento e largura (LUQUE; MARTOS; PHILLIPS, 2005; PHILLIPS et al., 2005).
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Quando maduros, os conidios da maioria das espécies de Diplodia, Dothiorella e
Lasiodiplodia sao escuros e septados (ZHOU; STANOSZ, 2001). Apesar da semelhanga dos
tamanhos dos conidios entre esses géneros, no geral, os de Lasiodiplodia sio asseptados e
hialinos quando jovem e tornam-se escuros, septados, mais largos e ovoides e possuem parede
estriada na maturidade (BURGESS et al., 2006). Conidios de Dothiorella tornam-se marrons
e septados no seu estadio inicial de desenvolvimento, antes mesmo de serem liberados da
célula conidiogénica, enquanto conidios em Diplodia sao hialinos e tornam-se escuros e
septados somente com o amadurecimento e apds a liberagdo da célula conidiogénica
(PHILLIPS et al., 2005).

A atual identificacdo das espécies de Botryosphaeriaceae ¢ dificil, uma vez que os
teleomorfos sdo raramente encontrados na natureza (JACOBS; REHNER, 1998; ZHOU;
STANOSZ, 2001; VAN NIEKERK et al., 2004; SLIPPERS et al., 2004a; SLIPPERS et al.,
2007). Além disso, a sua diversidade morfologica ¢ limitada para permitir uma clara
diferenciagdo especifica, enquanto os anamorfos possuem uma larga diversidade morfologica
(JACOBS; REHNER, 1998; LUQUE; MARTOS; PHILLIPS, 2005; PHILLIPS et al., 2005).
A taxonomia de Botryosphaeriaceae ¢, portanto, frequentemente baseada nas caracteristicas
dos seus anamorfos, que sdo comumente encontrados em culturas puras (JACOBS; REHNER,
1998; SLIPPERS et al., 2004c; SLIPPERS et al., 2007; BARBER et al., 2005; PHILLIPS et
al., 2005) e em partes de plantas doentes (MOHALI; SLIPPERS; WINGFIELD, 2006).
Caracteres morfoldgicos de anamorfos dessa familia, considerados uteis para sua delimitagao
taxondmica, incluem morfologia conidial como forma, tamanho, cor, septacdo, espessura e
textura da parede, ornamentagdo, presenca de microconidio e modo de conidiogénese
(JACOBS; REHNER, 1998; ZHOU; STANOSZ, 2001; SLIPPERS et al., 2004c). No entanto,
esses caracteres exigem cuidadosa interpretacdo, uma vez que alguns deles se sobrepdem
entre as espécies (MOHALI; SLIPPERS; WINGFIELD, 2006).

Os géneros anamorficos de Botryosphaeriaceae nao foram claramente delimitados e
alguns tém sido reduzidos a sinonimia (PHILLIPS et al., 2005). Uma das razdes ¢ que varias
espécies foram descritas baseadas na associacdo com hospedeiro ou distribuicdo geografica
(GURE; SLIPPERS; STENLID, 2005). Segundo Zhou, Smith e Stanosz (2001), problemas
podem ser encontrados ao definir limites, especialmente entre espécies muito proximas dentro
do mesmo género, devido a falta de variagdo morfoldgica distinta, a interdependéncia dos
caracteres morfoldgicos e as influéncias ambientais na morfologia. Exemplos das dificuldades
em diferenciar espécies muito proximas sdo aparentes dentro de Botryosphaeriaceae

(JACOBS; REHNER, 1998).



Lasidioplodia theobromae (syn. Botryodiplodia theobromae Pat.) apresenta picnidios
simples ou compostos, frequentemente agregados, estromaticos, estiolados, subovoides para
elipsoides — oblongos, com parede espessa e base truncada frequentemente pilosos € podem
apresentar extrusdo de conidios com aspecto de uma massa preta (MENEZES; OLIVEIRA,
1993). Os conidios maduros de L. theobromae tornam-se uniseptados e de coloracao castanho
— amarelados, longitudinalmente estriados. As parafises quando presentes sdao hialinas,
cilindricas, algumas vezes septadas. Em frutas infectadas, os picnidios sdo imersos, tornando-
se erupentes.

L. theobromae ¢ um fitopatdgeno cosmopolita, polifago e oportunista, com pouca
especializacao patogénica, normalmente associado a processos patogénicos em plantas com
deficiéncia nutricional, estressadas e com ferimentos naturais ou provocados por insetos,
passaros ou pelo proprio homem, através de praticas culturais (TAVARES; BARRETO;
AMORIM, 1994). E tipico de regides tropicais e subtropicais. Até os anos 80 era considerado
de importancia secundaria. Contudo, nos ultimos anos, vem tornando-se importante para
varias culturas, causando prejuizos em numerosas espécies vegetais cultivadas de grande
expressdao econdmica devido a expansdo das culturas e o tipo de manejo adotado (PEREIRA;
SILVA; RIBEIRO, 2006).

Este fungo ¢ responsavel por doencas importantes como a morte descendente do
cacaueiro (Theobromae cacao L.), mangueira (Mangifera indica L.), coqueiro (Cocos
nucifera L.), cajueiro (Anacardium occidentale L.), gravioleira (Annona muricata L.),
mamoneira (Ricinus communis L.), guaranazeiro (Paullinia cupana Ducke) e ateira (Annona
squamosa L.) dentre outras (FREIRE; CARDOSO, 2003; PEREIRA; SILVA; RIBEIRO,
2006; RODRIGUES; PARADELA FILHO; RIBEIRO, 2004). Outras doengas apresentadas
sdo murcha, podriddo basal de frutos, cancro de tronco e de ramos (TAVARES, 2002).

A sua capacidade de L. theobromae infectar frutos coloca-o dentre os mais eficientes
patogenos causadores de doengas pos-colheita (FREIRE et al., 2004), o que proporciona a
disseminagdo deste fungo e o aparecimento de doencas como a podridao-seca-da-haste em
anondceas. Sementes obtidas de frutos de gravioleira infectadas podem apresentar percentuais
de transmissdo variando de 50 a 100% (CARDOSO; FREIRE, 2002).

A disseminac¢do do fungo ¢ feita pelo vento, agua, semente, insetos, animais silvestres
e pelo homem, via instrumentos agricolas (CARDOSO; FREIRE, 2002). Trata-se de um
fungo que pode penetrar a planta por meio de ferimentos causados por insetos, pelo homem,

por outros patdgenos ou por aberturas naturais (TAVARES, 2002).



Em plantas adultas, os sintomas comecam pelos ponteiros como uma podridao seca. A
doenca atinge os ramos e as gemas vegetativas causando hipertrofias e exsudacdo de goma
seguida de intensa desfolha e de morte progressiva no sentido da extremidade para a base.
Nos ramos mais grossos € troncos, a infec¢ao inicia-se a partir da superficie externa do lenho,
principalmente nas bifurcacdes e rachaduras naturais da casca. Com o progresso da doenga,
observa-se lesdes escuras que penetram o lenho, causando o bloqueio do fluxo de seiva e
posterior morte a partir de area lesionada até o topo da planta (TAVARES, 2002; CARDOSO
et al., 2002).

No campo, a penetracdo de L. theobromae nos frutos déa-se pelo pediunculo ou por
ferimentos. Formam lesdes escuras no pedinculo, com bordos bem definidos. Posteriormente,
os tecidos lesionados podem rachar, expondo a polpa da fruta. Em condi¢des de temperatura e
umidade elevadas, observa-se na parte central das lesdes uma grande quantidade de
minusculas pontuagdes escuras, que sao as estruturas de reproducdo do fungo denominadas de
picnidios. Esses mesmos sintomas podem ser observados em pos-colheita, em frutas
armazenadas (JUNQUEIRA et al., 1996; CARDOSO; FREIRE, 2002).

As perdas decorrentes da podriddo seca em pomares sdo, em primeira instancia, a
reducdo da produtividade das plantas e, em uma fase posterior, a redu¢do da longevidade
produtiva do pomar, pela reducao do nimero de plantas e ainda, causar perdas expressivas de
frutas na pos-colheita (JUNQUEIRA et al., 1996).

O controle da doenga ¢ dificil em razdo da variada gama de hospedeiros do fungo. O
controle quimico ndo tem demonstrado eficiéncia, sendo entdo indicada a adogdo de uma série
de medidas adicionais de controle (PEREIRA; SILVA; RIBEIRO, 2006, TAVARES, 1995).
No controle da doenga em frutos recomenda-se o tratamento hidrotérmico a temperatura de
55° C durante cinco minutos aliado ao uso de fungicidas (RIBEIRO, 2004; RODRIGUES;
PARADELA FILHO; TAVARES, 2002). No entanto, no desenvolvimento de estratégias de
controle de doencas de plantas ¢ importante conhecer a epidemiologia do patogeno (PAULA
et al., 2000).

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

A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de doengas fingicas tem sido

objeto de estudo por diversos autores (ARAUZ; SUTTON, 1989; MICHAILIDES;
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MORGAN, 1992; MILA et al.,, 2005; SILVEIRA et al, 2001; VALDEBENITO-
SANHUEZA et al., 2005). O conhecimento dos efeitos da temperatura e da umidade no
desenvolvimento de doengas em varios hospedeiros torna possivel prevenir uma epidemia
através do uso de estratégias mais eficientes de controle (MICHAILIDES; MORGAN, 1992)
pela manipulacdo da irrigacdo, sistema de previsdo e através do momento mais adequado de
aplicacdo de fungicidas (MICHAILIDES; MORGAN, 1992; MILA et al., 2005).

A temperatura € o molhamento foliar sdo os fatores ambientais que afetam mais
intensamente o inicio e o progresso de doencas infecciosas em plantas (SILVEIRA et al.,
2001). A temperatura afeta a germinagdo e o crescimento dos fungos (OLIVEIRA et al.,
2006). Enquanto que a umidade ¢ indispensavel para a germinagdo da maioria dos esporos
fingicos e para a penetracdo do tubo germinativo no hospedeiro, além de aumentar a
suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a incidéncia e a severidade da doenca (AGRIOS,
2005).

A variagdo nas caracteristicas morfologica e fisioldgica entre isolados de L.
theobromae provenientes de diferentes hospedeiros e regides geograficas tem sido observada
por varios autores como por exemplo variacdo na coloracdo das colonias (MENEZES;
MUNIZ; QUEIROZ, 1997; MORAES et al., 1995; RAM, 1993). Tradicionalmente, 0s
fungos sao classificados de acordo com suas caracteristicas morfologicas. No entanto esse
procedimento pode ndo ser completamente seguro porque algumas diferencas observadas
nessas caracteristicas podem ser devidas a instabilidade do isolado ou as condig¢des de cultivo.
Além disso, caracteristicas morfologicas sdo também influenciadas pelo ambiente
(COUTEAUDIER, 1994, apub LEAL-BERTOLI, 1998; SHARMA; SINGH; PRACHI, 1999;
SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2005), e nem sempre essas caracteristicas estdo relacionadas
com a patogenicidade dos mesmos (JEGER et al., 1995). Similarmente, andlises filogenéticas
ndo podem ser baseadas unicamente nessas caracteristicas, devido a simplicidade destes, se
comparadas a animais e plantas. Para minimizar o problema, estudos visando a integracao de
métodos devem ser considerados numa abordagem polifasica. Portanto, resultados baseados
em morfologia devem ser completados com outros métodos, como caracteristicas fisioldgicas,
pois esse € outro critério que evidencia a variabilidade de uma populacdo ou ainda, pode-se
utilizar métodos baseados em caracteristicas genéticas, sendo este um método mais acurado

(LEAL-BERTIOLI, 1998).



Filogenia

Marcadores moleculares sdao usados como ferramentas para caracterizacdo de
diversidade genética de fitopatdogenos, onde caracteristicas morfologicas sdo ausentes ou
incapazes de diferenciacdo de isolados (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2005; SHARMA;
SINGH; PRACHI, 1999). Estudos recentes sobre a taxonomia de Botryosphaeriaceae t€ém
empregado métodos moleculares para revelar relagdes filogenéticas entre as espécies
(JACOBS; REHNE, 1998) e para ajudar a resolver complexo de espécies (SMITH et al. 2001,
PHILLIPS et al. 2002, DENMAN, et al. 2003, ALVES et al. 2004, SLIPPERS et al. 2004a,
SAKALIDIS et al. 2011, BEGOUDE et al. 2010).

Apesar de 27 espécies de Lasiodiplodia serem conhecidas atualmente (L. abnormis
Traverso & Spessa, L. citri Av. —Sacca, L. citricola Abdollahzadeh, Javadi & A. J. L. Phillips,
L. crassispora T. 1. Burgess & Barber, L. fiorii Bacc., L. frezaliana Faurel & Schotter, L.
gilanensis Abdollahzadeh, Javadi & A. J. L. Phillips, L. gonubiensis Pavlic, Slippers & M. J.
Wingf., L. hormozganensis Abdollahzadeh, Zare & A. J. L. Phillips, L. iraniensis
Abdollahzadeh, Zare & A. J. L. Phillips, L. mahajangana Begoude, Jol. Roux & Slippers, L.
margaritacea Pavlic, T. 1. Burgess & M. J. Wingf., L. nigra K. R. Appel & Laubert, ), L.
missouriana Urbez-Torres, Peduto & Gubler, L. paraphysaria (Sacc.) Keissl.,, L. parva A. J.
L. Phillps, A. Alves & Crous, L. plurivora Damm & Crous, L. pseudotheobromae A. J. L.
Phillips, A. Alves & Crous, L. ricini Sacc., L. rubropurpurea T. 1. Burgess, Barber & Pegg,
L. theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., L. thomasiana Sacc., L. triflorea B. B. Higgins, L.
tubericola Ellis & Everh., L. undulata (Berk. & M. A. Curtis) Abbas, B. Sutton, Ghaffar &
Abbas, L. venezuelensis T. 1. Burgess, Barber & Mohali, L. viticola Urbez-Torres, Peduto &
Gubler), apenas 16 estdo disponiveis (L. crassispora, L. gonubiensis, L. margaritacea, L.
missouriana, L. parva, L. plurivora, L. pseudotheobromae, L. rubropurpurea, L. theobromae,
L. venezuelensis, L. citricola, L. gilanensis, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. viticola e L.
mahajangana) para andlises filogéneticas e todas elas sdao espécies recém descritas, desde
2004 e possuem sequéncias de DNA depositadas em banco de dados, como por exemplo o
GenBank, por esta razdo, torna-se possivel incluir apenas essas espécies recentemente
descritas nas andlises filogenéticas. O recente aumento no numero de espécies € reconhecido
em grande parte devido a utilizacdo de dados filogenéticos, mas ¢ também devido a
amostragem, em regides relativamente pouco exploradas, incluindo Venezuela (BURGESS et
al. 2006), Australia (PAVLIC et al. 2008) e Ira (ABDOLLAHZADEH et al. 2010). As

espécies descritas mais recentemente foram separadas, nao s6 na morfologia, mas também
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com base em dados da sequéncia ITS (Internal Transcribed Spacer) e EF-la (Elongation
Factor).

A filogenia molecular tem desempenhado um papel importante para distinguir as
espécies de Lasiodiplodia. Pavlic et al. (2004) utilizaram dados de sequéncia de ITS para
distinguir L. gonubiensis de L. theobromae. Burgess et al. (2006) descreveram mais trés
espécies novas de Lasiodiplodia claramente separada de L. theobromae baseados em
sequéncias de ITS. Inclusdo de sequéncias EF-1a na analise filogenética deu suporte para
estas espécies (BURGESS et al. 2006).

Em um estudo de Botryosphaeriaceae em espécies de Prunus na Africa do Sul,
Damm; Crous; Fourie (2007) descreveram L. plurivora como uma nova espécie. Esta espécie
estd intimamente relacionada com L. theobromae e as duas espécies ndo poderiam ser
distinguidas unicamente na base de dados da sequéncia ITS mas foram claramente separadas
quando os dados EF-1a foram incluidos. Alves et al. (2008) usaram ITS e EF-1a, juntamente
com dados morfoldgicos para caracterizar uma colecao de isolados inicialmente identificados
como L. theobromae. Dessa forma, os pesquisadores mostraram que L. theobromae ¢ um
complexo de espécies cripticas e descreveram como novas espécies L. pseudotheobromae e L.
parva. As espécies atualmente reconhecidas ndo podem ser distinguida apenas em suas
sequéncias da regido ITS e a separagdo filogenética ¢ efetivamente com base em uma regiao
do gene tUnico, ou seja, EF-la. Pavlic et al. (2004) descreveram uma nova espécie L.
gonubiensis, com base na morfologia e dimensdes de conidios e sequéncia de dados. Essa foi
a primeira espécie deste género a ser encontrada em arvores nativas na Africa do Sul.

Abdollahzadeh et al (2010) estudaram seis espécies de Lasiodiplodia associadas com
uma variedade de sintomas em uma gama de hospedeiros lenhosos no Ird e descreveram
quatro espécies novas (L. citricola, L. gilanensis, L. hormozganensis e L. iraniensis). Todas as
quatro espécies podem ser distinguidas morfoldgica e filogeneticamente umas das outras e das
espécies previamente descritas. Todas as espécies utilizadas foram isoladas de galhos mortos,
mas nao sabe-se se eles eram patdogenos primdarios ou saprofitos que se desenvolveram no
tecido doente. Mesmo sabendo-se que L. citricola foi isolado apenas de Citrus sp., ndo foi
possivel determinar qualquer grau de especificidade. Na verdade, as outras trés novas
espécies foram isoladas apartir de varios hospedeiros diferentes, sugerindo uma natureza
polifaga. Apesar de L. theobromae ter sido relatado em mais de 500 hospedeiros, a gama de
hospedeiros das espécies descritas nos ultimos anos tém sido supostamente restrita
(BURGESS et al., 2006; DAMM; CROUS; FOURIE, 2007; PAVLIC et al., 2004). No

entanto, ndo estad claro se a gama de hospedeiros restrita das espécies mais recentemente
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descritas ¢ um reflexo de amostragem em vez de uma representacdo real da gama de
hospedeiros. Assim, ¢ possivel que haja uma variagdo na amplitude de gama de hospedeiros
entre espécies como visto de outros géneros de Botryosphaeriaceae. Por exemplo, Diplodia
seriata De Not. tem uma gama muito ampla de hospedeiro, enquanto D. pinea (Desm.) J. J.
Kickx € restrita aos pinheiros e D. corticola A.J. L. Phillips, A. Alves & J. Luque esta restrita
as espécies do género Quercus. No Brasil ndo ha estudos sobre a diversidade genética de L.
theobromae que possivelmente pode incluir varias espécies recentemente descridas e/ou
desconhecidas, identificadas como sinénimos de L. theobromae, estas nao podem ser
separadas somente por caracteres morfologicos, como tem-se visto em estudos envolvendo
este patogeno em diversas partes do mundo, principalmente na Africa, Irdi e Venezuela
(ABDOLLAHZADEH et al., 2010; ALVES et al., 2008; BURGESS et al. 2006; DAMM,;
CROUS; FOURIE, 2007; PAVLIC et al., 2004).

Diante de estudos recentes na taxonomia do género Lasiodiplodia com a descri¢cdo de
novas espécies fitopatogénicas, o presente trabalho teve como objetivo determinar as espécies

de Lasiodiplodia associadas a podridao peduncular do mamao no Brasil.
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RESUMO

A identidade das espécies de Lasiodiplodia causando podriddo peduncular em mamao ¢
revelada. No presente estudo espécies de Lasiodiplodia isoladas de mamao no Nordeste do
Brasil sdo descritas, bem como, a sua distribuicdo em sete diferentes populagdes. Os isolados
de Lasiodiplodia foram caracterizados por inferéncia filogenética baseada na sequéncia
completa da regido ITS e na sequencia parcial do gene fator de alongamento, pelas
caracteristicas morfoldgicas, bem como pela patogenicidade e viruléncia. Trés espécies
previamente descritas foram identificadas (L. theobromae, L. pseudotheobromae, L.

hormozganensis) juntamente com uma espécie desconhecida. Lasiodiplodia theobromae foi a
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espécie mais prevalente em todas as populacdes. Todas as espécies de Lasiodiplodia foram

patogénicas.

Palavras chave: abordagem polifasica, distribuicao, EF-1a, filogenia, ITS

ABSTRACT

The identity of Lasiodiplodia species in causing stem-end rot papaya is reveal. In the current
study the Lasiodiplodia species isolated from papaya in Northeastern Brazil are described, as
well as their distribution in seven different populations. Lasiodiplodia isolates are
characterized through cultural, morphological, patogenicity and virulence data, and from
phylogenetic analyses based on the complete sequence of the ITS region and partial sequence
of the translation elongation factor-la gene. Based on sequence data, three previously
described species were identified (Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae, L.
hormozganensis) together with one unknown species. L. theobromae was the most prevalent

species in all populations. All Lasiodiplodia species were pathogenic.

Keywords: distribution, EF-10a, ITS, phylogeny, polyphasic approach

INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya L.) ¢ uma das frutas mais consumidas nas regides tropicais
e subtropicais do mundo que apresentam pluviosidade elevada, solos férteis e bem drenados
(Ritzinger; Souza, 2000).

Dentre as doengas que ocorrem em pds-colheita do mamao destacam-se a antracnose

(Colletotrichum spp.) e a mancha-chocolate (Glomerella cingulata (Ston) Spaud & Schr).
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Essas doengas s3o as mais importantes € as que causam maiores danos seguidas pela
podridao-peduncular, causada por diversos fungos fitopatogénicos, principalmente por
Lasiodiplodia theobromae (Santana et al, 2007; Oliveira et al, 2006). A podridao-peduncular
causada no mamao na pos-colheita ¢ hoje uma das doencas mais preocupantes no Brasil e que
tem provocado sérios danos as frutas principalmente durante o transporte. O agente causal da
podridao peduncular ¢ constituido por um complexo de fungos. A literatura relata L.
theobromae, como o principal agente causal desta enfermidade. O fungo tem crescimento
rapido, causa muitas vezes a mumificagdo dos frutos e o processo de infec¢do pode iniciar-se
no campo isoladamente ou em combinagdo com outros fungos (Rezende; Martins, 2005;
Santana et al., 2007).

A filogenia tem desempenhado um papel importante para distinguir as espécies de
Lasiodiplodia. Pavlic et al. (2004) utilizaram dados de sequéncia da regido ITS para distinguir
L. gonubiensis de L. theobromae. Burgess et al. (2006) descreveram mais trés espécies novas
de Lasiodiplodia claramente separada de L. theobromae baseados na mesma regido. Inclusdo
de sequéncias EF-la na andlise filogenética melhorou o poder de resolucdo das analises
filogenéticas que revelaram estas espécies (Burgess et al., 2006).

Em um estudo de Botryosphaeriaceae em espécies de Prunus na Africa do Sul,
Damm; Crous; Fourie (2007) descreveram L. plurivora como uma nova espécie. Esta espécie
estd intimamente relacionada com L. theobromae e as duas espécies ndo poderiam ser
distinguidas unicamente na base de dados da sequéncia ITS mas foram claramente separadas
quando os dados EF-1a foram incluido. Alves et al. (2008) usaram ITS e EF-10, juntamente
com dados morfoldgicos para caracterizar uma cole¢ao de isolados inicialmente identificados
como L. theobromae. Dessa forma, eles mostraram que L. theobromae ¢ um complexo de
espécies cripticas e descreveram L. pseudotheobromae e L. parva como nova espécie. Pavlic

et al. (2004) descreveram uma nova espécie L. gonubiensis, com base na morfologia e
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dimensdes de conidios e andlises de sequéncia de DNA. L. gonubiensis foi a primeira espécie
deste género a ser encontrada em arvores nativas na Africa do Sul.

Abdollahzadeh et al (2010) estudaram seis espécies de Lasiodiplodia associados com
uma variedade de sintomas em uma gama de hospedeiros lenhosos no Ird. Descreveram
quatro espécies novas (L. citricola, L. gilanensis, L. hormozganensis e L. iraniensis). Todas as
espécies utilizadas foram isoladas de galhos mortos de varios hospedeiros, mas ndo sabe-se se
eles eram patdgenos primarios ou saprofitos que se desenvolveram no tecido doente.
Enquanto L. citricola foi isolada apenas de Citrus sp. e ndo foi possivel determinar qualquer
grau de especificidade de hospedeiros.

Diante de estudos recentes na taxonomia do género Lasiodiplodia com a descrigcdo de
novas espécies fitopatogénicas, o presente trabalho teve como objetivo determinar as espécies

de Lasiodiplodia associadas a podridao peduncular do mamao no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e isolamento fungico

Durante 2006 e 2007, isolados de Lasiodiplodia foram obtidos de 18 campos de
produ¢do de mamao localizados no Nordeste brasileiro. Esses isolados representam seis
populacdes (A a F) conforme a origem geografica (Figura 1). Somente os campos da
populacao C ndo receberam aplicagdes de fungicidas. Todos os outros campos receberam pelo
menos uma pulverizagdo com fungicidas inibidores da demetilagdo (DMIs), metil
benzimidazole carbamatos (MBC) ou pertencentes a outros grupos. Os isolados foram obtidos
da Colegdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos "Prof®. Maria Menezes". Para obtencdo de
isolados monosporicos, picnidios foram obtidos em meio agar agua 2% - AA com aciculas de

inheiro esterilizadas como substrato apos trés semanas de incubacdo a 25°C sob fotoperiodo
p p ¢ p
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de 12 h com luz préxima a ultravioleta (Slippers et al. 2004). Um tnico picnidio foi retirado
de cada isolado sob microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi DV4; Carl Zeiss, Berlin,
Germany) e colocado em 250 ml de agua esterilizada para produ¢do de uma suspensao de
conidios. Uma aliquota de 20 mL da suspensdo foi distribuida em BDAS e incubada a 28°C
no escuro por 24 h. Um tnico isolado monospdrico foi recuperado de cada amostra individual
e transferido para uma nova placa com BDA. Culturas estoque foram mantidas em BDA

inclinado a 5°C no escuro.

Extracdo de DNA, amplificacido, sequenciamento e analise filogenética

Usando a ponta de uma pipeta esterilizada de 10 pl, uma pequena quantidade de
micélio aéreo foi raspado da superficie de uma cultura com sete dias de idade em meio BDA a
25°C e o DNA genomico foi extraido utilizando AxyPrep™ Multisource Genomic DNA
Miniprep Kit (Axygen Scientific Inc., Union City, CA, USA) seguindo as instrugdes do
fabricante. A regido do RNA ribossomal (ITS) foi amplificada usando os primers ITS1 e ITS4
(White et al. 1990), e parte do gene fator de elongacao 1 a (EF1-a) foi amplificada usando os
primers EF1-688F ¢ EF1-1251R (Alves et al. 2008). Cada reacdo em cadeia da polymerase
(PCR) foram realizadas em um volume final de 50 pl contendo 21 ul de agua, 1 ul de DNA, 1.5
uM de cada primers e 25 pl de PCR Master Mix (2X) (0.05 u pl"' de Tag DNA polimerase,
reaction buffer, 4 mM MgCl,, 0.4 mM de cada ANTP; Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). As reagoes de PCR foi realizada no termociclador (Biocycler MJ 96; Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) usando o seguinte programa para os primers de ITS:
desnaturagdo inicial de 95°C por 2 min., seguidos por 38 ciclos de desnaturacao a 95°C por 1
min., anelamento a 55°C por Imim., extensdo a 72°C por 2 min. e uma extensao final a 72°C
por 10 min. As condi¢cdes de ciclagem para os primers EFl-a foram as seguintes:

desnaturagdo inicial a 95°C por 5 min., seguido por 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 s,
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anelamento a 55°C por 1 min., extensdo a 72°C por 90 s e uma extensao final a 72°C por 10
min. Os produtos de PCR amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1.5% em tampao 1x Tris-acido acético EDTA (TAE) e foram fotografados sob luz ultravioleta
corado com brometo de etidio (0.5 pg ml™") por 1 min. Os produtos de PCR foram purificados
usando AxyPrep™ PCR Cleanup Kit (Axygen) seguindo as instru¢des do fabricante. As
regides ITS e EF1-a foram sequenciadas em ambas as dire¢des utilizando sequenciador ABI
3730 na Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

As sequéncias foram alinhadas com o programa ClustalX v.1.83 (Thompson et al.
1997), utilizando os seguintes parametros: parametros de alinhamento par a par (gap opening
= 10, gap extension = 0.1) pardmetros de alinhamento multiplo (gap opening = 10, gap
extension = (.2, transition weight = 0.5, delay divergent sequences = 25 %). Os alinhamentos
foram ajustados manualmente quando necessario. Os eventos de indels (gaps) foram
considerados na andlise filogenética conforme descrito por Young and Healy (2003). As
analises filogenéticas foram feitas usando PAUP v.4.0b10 (Swofford 2003) com o método da
Maxima-parcimdnia (MP). As andlises de Maxima-parcimonia foram realizadas utilizando a
opcdo de busca heuristica com 1000 taxa de adi¢do aleatoria e arvore com bisseccdo e
reconexao (TBR) com o algoritmo “branch-swapping”. A robustez das arvores mais
parcimoniosas foi avaliada a partir de 1 000 replicagdes de bootstrap (Hillis and Bull 1993). O
indice de consisténcia (CI), indice de retencdo (RI) e indice de homoplasia (HI) foram

calculados. As arvores foram visualizadas no programa TreeView (Page 1996).

Caracterizacao Morfologica
Um total de 30 isolados de Lasiodiplodia spp. representantes dos diversos clados
observados apds a andlise filogenética, foram caracterizados pela morfologia da coldnia e

caracteristicas dos conidios. Estes incluiram cinco isolados de L. hormozganensis, L.
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pseudotheobromae, Lasiodiplodia sp. e 10 isolados de L. theobromae. A coloragdo e o
crescimento micelial dos isolados foram observados durante 15 dias a 25°C no escuro em
meio extrato de malte agar 2% (EMA) (HiMedia Laboratories, Mumbai, India). Para
coloracdo foi utilizada a metodologia descrita por Rayner (1970). Caracteristicas morfoldgicas
dos conidios foram observadas em meio agar agua (AA) 2% com aciculas de pinheiro
esterilizadas como substrato sob fotoperiodo de 12 h com luz préxima a ultravioleta, como
descrito anteriormente. O comprimento e a largura de 50 conidios por isolados foram
mensuradas usando microscopio composto (Olympus BX41; Olympus Co., Tokyo, Japao)
com camara digital (Sansung SDC-415; Sansung Co., Seoul, Korea) e dispositivo de imagem
(Motic Image Plus 2.0; Motic Group Co., Beijing, China). A média e o desvio padrio das
medidas dos conidios, incluindo a propor¢do comprimento e largura (L/W), foram obtidos
usando o programa STATISTIX v. 9.0 software (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

Cor, forma dos conidios e presenca ou auséncia de septos também foram observadas.

Taxa de Crescimento dos Isolados

Os isolados de Lasiodiplodia selecionados para caracterizacdo das coldnias e conidios
também foram utilizados para determinar o efeito da temperatura no crescimento das colonias
de diferentes espécies. Discos contendo micélio fungico (3 mm de diametro) foram obtidos da
borda de colonias com trés dias de idade e transferidos para o meio EMA 2% com trés
repeti¢des para cada isolado e incubados separadamente nas temperaturas 5°C, 10°C, 15°C,
20°C, 25°C, 30°C e 35°C no escuro. Apds dois dias de incubagdo, o didmetro das colonia
(mm) foi mensurado em duas dire¢des perpendiculares. O experimento foi conduzido duas
vezes. Os valores dos didmetros das coldnias versus temperatura foram ajustados para curva
de regressdo usando modelo polinomial cibico (y = a + bx + ¢x” + dx°) e a temperatura 6tima

foi estimada usando modelo de regressdo e o sumario numérico com o auxilio do programa
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TableCurve™ 2D v. 5.01 software (SYSTAT Software Inc., Chicago, IL, USA). A
temperatura 6tima foi definida como aquela que apresentou maior crescimento radial. Os
didmetros da col6nia a 30°C foram usadas para calcular a taxa de crescimento radial (mm dia™).
Analises de variancia de um fator (ANOVA) foram conduzidas com os dados obtidos pela

temperatura 6tima e taxa do crescimento micelial usando STATISTIX.

Teste de patogenicidade em frutos

Os trinta isolados utilizados na caracterizagdo morfologica foram selecionados para a
patogenicidade. As culturas foram cultivadas em BDA por cinco dias a 28°C no escuro.
Mamao cv. Golden em estadio 4 de maturacao (Ministério da Integracao Nacional 2000), nos
quais nao houve aplicacao de fungicidas, foram colhidos de plantios comerciais do municipio
de Mamanguape, estado da Paraiba. Os frutos foram transportados para o laboratorio onde
foram lavados em 4gua corrente, e entdo desinfestados em solu¢do 1% NaOCI por 3 min e
novamente lavados em agua destilada. Apds secagem, os frutos foram distribuidos em quatro
repeti¢oes, sendo a unidade amostral representada por dois mamoes, colocados em bandejas
plésticas. Antes o fundo de cada bandeja foi coberto com papel toalha umidecido com agua
destilada para aumentar a umidade. Visto que tratamentos sem ferimento ndo causaram lesao
de Lasiodiplodia (dados nao publicados), os frutos foram feridos com a ponta de uma agulha
esterilizada na superficie de um dos lados do fruto com profundidade de trés mm. Discos
contendo micélio fungico (5 mm de didmetro) foram obtidos da borda de colonias com sete
dias de idade em meio BDA e imediatamente colocados sobre o ferimento. Para o controle,
discos nao colonizados pelo patégeno foram usados. As bandejas plasticas foram cobertas
com sacolas plasticas e incubadas a 30°C no escuro. As sacolas plasticas e os papeis toalhas
foram removidos apds 24 horas, ¢ os frutos mantidos na mesma temperatura por mais um

periodo de 48 horas. Os diametros das lesdes foram mensurados 72 horas apos a inoculagao
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em dire¢des perpendiculares em cada mamao. Os dados do comprimento e da largura foram
combinados para determinar a area da lesdo usando a equagdo A = mlw, onde A ¢ a area oval
(Sakalidis et al. 2011). Diferengas na area das lesdes causada por cada espécie de
Lasiodiplodia foi determinada por ANOVA. Um fator e médias foram comparadas por teste

de diferenca minima de Fisher’s (LSD) em nivel de 5% de significancia usando STATISTIX.

RESULTADOS

Analise Filogenética

Os primers ITS e EF1-a produziram sequencias de aproximadamente 500 e 300 pares
de bases respectivamente, as sequéncias geradas nesse estudo foram depositadas no GenBank
(Tabela 1). Apos o alinhamento, foram identificados 8 grandes grupos de haplétipos (34, 31,
22,20, 17, 7, 6 e 5 isolados cada). Cinco sequéncias de cada um destes haplotipos foram
escolhidas ao acaso para constru¢do da arvore, juntamente com os demais isolados que
apresentaram sequéncias Unicas (Tabela 1). A combinacdo dos dados apresentou 873
caracteres, dos quais 142 foram informativos a nivel de parcimonia, 29 foram variaveis ou
ndo informativos e 543 foram constantes. A analise de méxima parcimonia dos dois conjuntos
de dados concatenados gerou oito arvores igualmente parcimoniosas (comprimento= 333,
CI=0.685, RI=0.907 e HI=0.315). A topologia dessa arvore (Figura 2) foi consistente com a
topologia da arvore gerada pela sequéncia do EF1-a quando analisado isoladamente (dados
ndo mostrados). As andlises combinadas identificaram cinco grupos correspondentes ao
género Lasiodiplodia, comparadas com sequéncias de espécies descritas disponiveis no
GenBank previamente identificadas (Tabela 2). Sendo o primeiro (suporte 84% de bootstrap)
correspondendo as sequéncias de L. hormozganensis. O segundo (suporte 64% de bootstrap)

correspondendo as sequencias de Lasiodiplodia sp. terceiro (suporte 99% de bootstrap)
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correspondendo as sequéncias de L.  pseudotheobromae e quarto correspondendo a

sequéncias de L. theobromae disponiveis no Genbank.

Distribuicio das espécies de Lasiodiplodia spp.

No total, quatro espécies de Lasiodiplodia foram encontradas nas populacdes
amostradas neste estudo. L. theobromae foi a espécie mais frequente (Figura 3), seguida por
Lasiodiplodia. sp., L. pseudotheobromae e L. hormozganensis Apenas L. theobromae foi
encontrado em todas as populacdes. L. pseudotheobromae foi encontrado nas populagoes C e
D. Lasiodiplodia sp. foi encontrado nas populagdes C e E. A espécie L. hormozganensis foi

encontrada apenas na populagdo C.

Caracterizacao morfologica

Foram obtidos um total de 166 isolados monosporicos de Lasiodiplodia. Todos os
isolados produziram picnidios em aciculas em meio AA 2% dentro de duas semanas.
Nenhuma estrutura sexual foi observada. Os conidios foram inicialmente hialinos e
asseptados, e com a maturidade apresentaram-se pigmentados e com um septo mediano
transversal (Figura 6,7 e 8). Houve diferenca entre as medidas de comprimento e largura dos
conidios entre as diferentes espécies (Tabela 3). Lasiodiplodia theobromae apresentou como
caracteristicas culturais: micélio aéreo branco macio e abundante, tornando-se pale mouse
grey (15°°7°°b) a Smoke grey (23°°°’d), com os lados reversos das colonias dark mouse grey
(15°°°’k) a Grey olivaceous (21°°"’1). Colonias atingindo 33 mm em MEA apo6s dois dias no
escuro a 25°C. Com temperatura 6tima para o crescimento: 32,5°C, cobrindo uma 90 mm de
diametro placa de Petri apos trés dias em MEA no escuro, nenhum crescimento observada a
10°C. Lasiodiplodia hormozganensis apresentou como caracteristicas culturais: micélio aéreo

abundante, macio e branco, tornando-se pale mouse grey (13°’’’d) a grey olivaceus (21°°”°b),
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com os lados reversos das coldnias grey olivaceus (21°°7’b) a dark slate blue (39°°7°k).
Colonias atingindo 42 mm em MEA ap06s dois dias no escuro a 25°C. Com temperatura 6tima
para o crescimento: 31,4°C, cobrindo uma 90 mm de didmetro placa de Petri apds trés dias em
MEA no escuro, nenhum crescimento observada a 10°C. Lasiodiplodia pseudotheobromae
apresentou como caracteristicas culturais: micélio aéreo pouco denso e branco a cinza,
tornando-se mouse grey (13°°°”°1) a grey olivaceus (21°°”’1), com os lados reversos das
coldnias dark mouse grey (17°°°°k) a grey olivaceous (23°”°’1). Colonias atingindo 37 mm em
MEA ap6s dois dias no escuro a 25°C. Com temperatura 6tima para o crescimento: 32,4°C,
cobrindo uma 90 mm de diametro placa de Petri apos trés dias em MEA no escuro, nenhum
crescimento observada a 10°C. Lasiodiplodia sp. apresentou caracteristicas culturais: micélio
aéreo abundante, macio e branco, tornando-se mouse grey (13°°”°’1) a mouse grey (17°7°’1),
com os lados reversos das colonias grey olivaceous (21°°”’b) a olivaceous black (27°”’m).
Colonias atingindo 39 mm em MEA ap06s dois dias no escuro a 25°C. Com temperatura 6tima
para o crescimento: 32,8°C, cobrindo uma 90 mm de didmetro placa de Petri apds trés dias em
MEA no escuro, nenhum crescimento observada a 10°C. Nao houve diferenca significativa
(P>0,05) entre as espécies de Lasiodiplodia quanto a temperatura 6tima para o crescimento
micelial e a taxa de crescimento micelial a 30°C. As temperaturas Otimas variaram entre
31,4°C (L. hormozganensis) e 32,8°C (Lasiodiplodia sp.), enquanto as taxas de crescimento
variaram entre 35,7 mm/dia (L. hormozganensis) e 41,0 mm/dia (L. pseudotheobromae).

(Figura 4)

Teste de patogenicidade
Todas as especies foram patogénicas, resultando em infec¢ao nos frutos, 72 horas apos
inoculacdo. Houve diferenga significativa quanto a area das lesdes. A espécie L.

hormozganensis apresentou-se mais virulenta, com as maiores areas de lesdo, enquanto que as
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demais espécies foram menos virulentas ndo havendo diferenca significativa entre elas

(Figura 5).

DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o primeiro levantamento de espécies da Lasiodiplodia que estao
associados a podriddo peduncular em mamao na regido do Nordeste do Brasil. Quatro
espécies de Lasiodiplodia foram identificados, L. theobromae, L. hormozganensis, L.
pseudotheobromae e Lasiodiplodia sp. com base em caracteristicas morfométricas e analises
de suas sequéncias. Sendo uma delas, Lasiodiplodia sp. possivelmente como nova. Esta
espécie pode ser distinta filogeneticamente das demais espécies presente nesse estudo.

Apesar de 26 espécies de Lasiodiplodia sejam corretamente conhecidas, culturas de
apenas 13 espécies estdo disponiveis em cole¢des de culturas e todas estdo descritas desde
2004. Por esta razdo que somente estas espécies recentemente conhecidas podem ser incluidas
em estudos de analises filogenéticas para esse gé€nero. Descoberta de novas espécies de
Lasiodiplodia talvez ndo seja tdo surpreendente, devido ao fato que mais de 10 espécies serem
atribuidas a este género e que Punithalingam (1976), as reduziu em sinonimias em sua
monografia. Atualmente existe um problema que ¢ o fato de nenhum dos isolados atuais pode
ser associado ao isolado tipo. Pavlic et al. (2004) ndo obtiveram sucesso em localizar um
holétipo de L. theobromae e recorreram as descri¢des originais da espécie. Alves et al. (2008)
mostraram que isolados previamente identificados como L. theobromae sao na verdade, um
complexo de diferentes espécies cripticas. A presente diversidade de espécies € similar a que
ocorre em outros hospedeiros no mundo (Abdollahzadeh et al., 2010; Alves et al., 2008;

Burgess et al., 2006; Pavlic et al., 2004).
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As andlises filogenéticas de ITS combinada com EF1-a claramente separa todas as
espécies dentro de Lasiodiplodia. Este resultado mostra que as novas espécies de
Lasiodiplodia descritas estdo proximamente relacionadas, mas distintas de L. theobromae. Em
termos filogenéticos L. hormozganensis, L. pseudotheobromae e Lasiodiplodia sp. sdo mais
estreitamente relacionados entre si do que L. theobromae. Variagdo intraespecifica pode ser
observada no clado de L. theobromae no qual houve um subclado com suporte de 71% de
bootstrap. Resultados semelhantes foram observados por Alves et al. (2008) e Burgess et al.
(2006). A alta variabilidade intra-especifica pode estar levando a formagao de agrupamentos
dentro de L. theobromae. Lasiodiplodia sp. ¢ distinta morfoldgica e filogeneticamente de L.
theobromae, L. hormozganensis e L. pseudotheobromae que possivelmente podera se tratar de
uma nova espécie. Burgess et al. (2006) examinaram mais de 200 isolados de Lasiodiplodia
obtidos de pinos, eucalipto, acicia e na Australia, Africa do Sul, Venezuela e México e entre
todos esse isolados somente 10 (menos que 10%) foram encontrados sendo distinto de L.
theobromae. No presente trabalho foi observado que aproximadamente 11% dos isolados
foram distintos. Isso confirma que L. theobromae ¢ considerado um patdégeno pantropical que
ocorre no mundo em uma ampla gama de hospedeiro, mas outras espécies podem ser
descritas.

Lasiodiplodia theobromae aparenta ocorrer mais comumente em regides tropicais
como ¢ vista nas condigdes climaticas do Nordeste brasileiro onde as amostras foram
coletadas. L. pseudotheobromae faz parte de um complexo de espécies criptas que
originalmente foram identificadas como L. theobromae. Ha relatos na Africa, Europa e
America Latina. A gama de hospedeiro de L. pseudotheobromae é pouco conhecida. Alguns
isolados foram obtidos de Rosa sp. na Holanda, Gmelina arborea e Acacia mangium na Costa
Rica, Coffea sp. na Republica Democrata do Congo, Citrus spp. no Suriname e Ird, Mangifera

indica na Austréalia, sendo este o primeiro relato dessa espécie em C. papaya. Isto mostra um
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aumento na dissemina¢do desse fungo, sugerindo que L. pseudotheobromae assim como L.
theobromae, tem uma distribuicdo mundial e uma ampla gama de hospedeiro. Recentemente
L. hormozganensis foi descrito em M. indica e Olea sp. no Ird, Adansonia digitata na
Australia e pela primeira vez na America do Sul em C. papaya causando podriddo
peduncular.

O teste de patogenicidade mostrou que L. hormozganensis foi mais virulento que todas
as espécies testadas. Portanto, este estudo fornece os primeiros dados sobre a patogenicidade
dessa espécie. Estudos devem avangar no sentido de determinar sua gama de hospedeiro e
distribui¢do com a finalidade de entender melhores medidas de manejo. Caracterizagdo da
morfologia das culturas raramente tem sido usada como um caractere para separacdo das
espécies em Lasiodiplodia. Abdollahzadeh et al. (2010) e Alves et al.(2008) observaram
crescimento de L. hormozganensis e L. pseudotheobromae, respectivamente, a 10°C, o que
contrasta com os resultados deste trabalho no qual ndo houve crescimento para essas espécies.
Assim, caracteristicas culturais podem variar largamente entre isolados de qualquer espécie e
portanto, sdo de valor limitado na determinagdo das espécies. Diferencas foram encontradas
no tamanho de conidios e colorag¢do de colonia. Conidios de Lasiodiplodia sp. sdo maiores do
que os de L. hormozganensis € menores do que os de L. theobromae e L. pseudotheobromae.
Para L. hormozganensis as medidas dos conidios e colora¢do das colonias estdo de acordo
com Abdollahzadeh et al. (2010). Com relagdo a distribuicao das espécies nas populagdes
amostradas, foi observada uma maior variabilidade das espécies na populagio C,
possivelmente hd uma correlacdo entre as medidas de manejo como, por exemplo, o tipo de
fungicidas aplicado, havendo pressdo de selecdo. A Unica espécie que esta presente em todas
as populagdes foi L. theobromae demonstrando assim que esta espécie possivelmente

desenvolveu algum tipo de resisténcia ou adaptagdo a certos fungicidas como os aplicados nas
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areas. Atualmente, as espécies de Lasiodiplodia sdo distinguidas com base nas sequéncias da
regido ITS e EF-1a, caracteristicas morfologicas e cultural, como também o tipo de manejo.
Este trabalho mostra que varias espécies do género Lasiodiplodia estdo associadas a
podridao pencular no mamao. As espécies L. pseudotheobromae, L. hormozganensis e
Lasiodiplodia sp. sdo aqui relatas pela primeira vez, tanto no Brasil como na cultura do
mamao. Apesar de L. theobromae ser o mais frequente ndo ¢ unico o agente etiologico. Os
resultados desse estudo certamente serdo decisivos para uma melhor formulacio de estratégias

de controle e programas de melhoramento genético para a cultura do mamoeiro.
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Tabela 1 Relagdo de isolados de Lasiodiplodia utilizados no presente trabalho

ISOLADO* ESPECIE LOCAL CULTIVAR DE MAMOEIRO
CMM 2168 Lasiodiplodia theobromae Parnamirim, RN Golden

CMM 2170 Lasiodiplodia pseudotheobromae Parnamirim, RN Golden

CMM 2171 Lasiodiplodia pseudotheobromae Parnamirim, RN Golden

CMM 2173 Lasiodiplodia sp. Parnamirim, RN Golden

CMM 2179 Lasiodiplodia theobromae Sao José do Mapitu, RN Golden

CMM 2183 Lasiodiplodia theobromae Sdo José do Mapitu, RN Golden

CMM 2184 Lasiodiplodia theobromae Sao Jos¢ do Mapitu, RN Golden

CMM 2185 Lasiodiplodia theobromae Santa Rita, PB Baixinho de Santa Amélia
CMM 2186 Lasiodiplodia theobromae Santa Rita, PB Baixinho de Santa Amélia
CMM 2188 Lasiodiplodia theobromae Santa Rita, PB Baixinho de Santa Amélia
CMM 2190 Lasiodiplodia theobromae Santa Rita, PB Baixinho de Santa Amélia
CMM 2193 Lasiodiplodia theobromae Santa Rita, PB Golden

CMM 2208 Lasiodiplodia theobromae Conde/PB Havai

CMM 2209 Lasiodiplodia theobromae Conde, PB Havai

CMM 2210 Lasiodiplodia theobromae Conde, PB Havai

CMM 2212 Lasiodiplodia theobromae Pitibu PB Calimosa

CMM 2214 Lasiodiplodia hormozganensis Pitibu PB Calimosa

CMM 2215 Lasiodiplodia hormozganensis Pitibu PB Calimosa

CMM 2216 Lasiodiplodia hormozganensis Pitibu PB Calimosa

CMM 2219 Lasiodiplodia hormozganensis Pitibu PB Calimosa

CMM 2220 Lasiodiplodia theobromae Pitibu PB Calimosa

CMM 2231 Lasiodiplodia theobromae Sdo José do Mapitu, RN Havai
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Tabela 1 Cont.

CMM 2232
CMM 2235
CMM 2237
CMM 2238
CMM 2239
CMM 2241
CMM 2248
CMM 2249
CMM 2251
CMM 2253
CMM 2255
CMM 2256
CMM 2257
CMM 2258
CMM 2259
CMM 2260
CMM 2261
CMM 2262
CMM 2265
CMM 2266
CMM 2267
CMM 2268
CMM 2269

Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae

Sdo José do Mapitu, RN
Juazeiro, BA
Sdo José do Mapitu, RN
Sdo José do Mapitu, RN
Sdo José do Mapitu, RN
Sdo José do Mapitu, RN
Mossoro, RN
Mossoro, RN
Quixere, CE
Quixere, CE
Quixere, CE
Quixere, CE
Quixere, CE
Quixere, CE
Quixere, CE
Quixere, CE
Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE

Havai
Golden
Havai
Havai
Havai
Golden
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Havai
Havai
Havai
Havai
Havai
Havai
Havai
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Tabela 1 Cont.

CMM 2271
CMM 2272
CMM 2274
CMM 2275
CMM 2276
CMM 2278
CMM 2280
CMM 2282
CMM 2287
CMM 2288
CMM 2289
CMM 2292
CMM 2294
CMM 2295
CMM 2297
CMM 2298
CMM 2303
CMM 2306
CMM 2310
CMM 2312
CMM 2313
CMM 2314
CMM 2315
CMM 2317

Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae

Lasiodiplodia pseudotheobromae
Lasiodiplodia pseudotheobromae

Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae

Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae

Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Amaraji, PE
Amaraji, PE
Amaraji, PE
Amaraji, PE
Goiana, PE
Goiana, PE
Mossoro, RN
Mossoro, RN
Santa Rita, PB
Santa Rita, PB
Conde/PB
Sdo José do Mapitu, RN
Santa Rita, PB
Sdo José do Mapitu, RN
Santa Rita, PB
Petrolina, PE
Petrolina, PE
Petrolina, PE
Petrolina, PE
Petrolina, PE

Golden
Golden
Golden
Golden
Havai
Havai
Havai
Golden
Golden
Golden
Formosa
Formosa
Golden
Baixinho de Santa Amélia
Havai
Golden
Golden
Golden
Golden
Havai
Havai
Havai
Havai
Havai
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Tabela 1 Cont.

CMM 2318
CMM 2319
CMM 2321
CMM 2327
CMM 2328
CMM2218

Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia hormozganensis

Petrolina, PE
Petrolina, PE
Petrolina, PE
Juazeiro, BA

Juazeiro, BA
Pitibu PB

Havai
Havai
Havai
Golden
Golden
Calimosa

* Colegdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos "Prof*. Maria Menezes".
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Tabela 2 Relagdo dos isolados e nimero de acesso do GenBank das sequéncias utilizadas como referéncia

ESPECIE IDENTIFICAO HOSPEDEIRO LOCAL AUTOR CODIGO DE ACESSO DO GENBANK
ITS EF-la
L. theobromae CBS164.96 Fruit on coral reef Nova Guiné A.Aptroot AY 640255 AY 640258
coast
CBS111530 desconhecido desconhecido Desconhecido EF622074 EF622054
L. hormozganensis IRANI500C Olea sp Ira J. GU945355 GU945340
Abdollahzadeh/A.
Javadi
IRAN1498C Magifera indica Ird J. GU945356 GU945344
Abdollahzadeh/A.
Javadi
L .crassispora CMW13488 E. urophylla Venezuela S. Mohali DQ103552 DQ103559
CMW 14691 S. album Australia T.I. Burgess/G. DQ103550 DQ103557
Pegg
L. iraniensis IRAN1520C Salvadora persica Ira J. GU945348 GU945336
Abdollahzadeh/A.
Javadi
IRAN1502C Juglans sp. Ird A. Javadi GU945347 GU945335
L. pseudotheobromae CBS116459 Gmelina arborea Costa Rica J. Carranza- EF622077 EF622057
Velasquez
IRAN1518C Citrus sp. Ird J. GU973874 GU973866
Abdollahzadeh/A.
Javadi
L. gonubiensis CMW14078 Syzigium Africa do Sul D. Pavlic AY 639594 DQ103567
cordatum
CBS115812 Syzygium Africa do Sul D. Pavlic DQ458892 DQ458860
cordatum
L. margaritaceae CBS122065 Adansonia Australia T.1. Burgess EU144051 EU144066
gibbosa Ocidental
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Tabela 2 Cont.

L. rubropurpurea

L. mahajangana

L. venezuelensis

L. parva

L. citricola

L. plurivora

L. gilaniensis

L. viticola

CBS122519
CMW 14700
WACI12536
CMW27820
CMW27801
WACI12539
WAC12540

CBS494.78
CBS456.78

IRAN1522C

IRAN1521C
STE-U5803
STE-U4583
IRAN1501C

IRAN1523C

UCD2604MO

Adansonia
gibbosa
E. grandis

E. grandis

Terminalia
catappa
Terminalia
catappa
Acacia mangium
Acacia mangium
Cassava-field soil
Cassava-field soil

Citrus sp

Citrus sp
Prunus salicina
Vitis vinifera
desconhecido

desconhecido

grapevines

Australia
Ocidental
Queensland
Queensland
Madagascar
Madagascar
Venezuela
Venezuela

Colombia
Colombia

Ira

Ira

Africa do Sul
Africa do Sul

Ira

Ira

Missouri, USA

T.I. Burgess

T.1. Burgess/G.

Pegg
T.1. Burgess/G.

Pegg
J. Roux

J. Roux

S. Mohali
S. Mohali
O. Rangel
0. Rangel

J.
Abdollahzadeh/A.
Javadi
A. Shekari
U.Damm F.
Halleen
J.
Abdollahzadeh/A.
Javadi
J.
Abdollahzadeh/A.
Javadi
k.Striegler &
G.M.Leavitt

EU144050
DQ103553
DQ103554
FI900597

FI900595

DQ103547
DQ103548

EF622084
EF622083

GU945354

GU945353
EF445362
AY343482
GU945352

GU9%45351

HQ288228

EU144065
DQ103571
DQ103572
FJ900643

FJ900641

DQ103568
DQ103569

EF622064
EF622063

GU945340

GU9%45339
EF445395
EF445396
GU9%45341

GU9%45342

HQ288270
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Tabela 2 Cont.

UCD2553AR grapevines Arkansas, USA  R.D. Cartwright & HQ288227 HQ288269
W.D. Gubler
L. missouriana UCD2199MO grapevines Missouri, USA k.Striegler & HQ288226 HQ288268
G.M.Leavitt
UCD2193MO grapevines Missouri, USA k.Striegler & HQ288225 HQ288267
G.M.Leavitt
Diplodia seriata CBS112555 Vitis vinifera Portugal A.J.L. Phillips AY259094 AY573220
Diplodia mutila CBS112553 Vitis vinifera Portugal A.J.L. Phillips AY259093 AYS573219
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Tabela 3 Dimensao dos conidios de espécies de Lasiodiplodia

Espécies Tamanho do conidio (um)* Média £ desvio padrao L/W®  Tamanho do conidio L/W Referéncia
(um) (um)°

Lasiodiplodia (16.2-)19.8-25.7 x (8.8-)11-12.8 209+1.9x10.9+0.8 1.9 19.6-23.4x 11.7- 1.7 Abdollahzadeh et
hormozganensi 13.3 al. 2010
Lasiodiplodia (12.3-)21.7-33.6 x (10.3-)12.8-18.5 227+£2.0x129+1.2 1.8 23.6-28.8x 13-154 1.9 Alves et al. 2008
theobromae
Lasiodiplodia (19.9-)24.2-31.4 x (11.1-)13.2-14.9 23.5+£23x13.2+£0.7 1.8 21.7-26.3 x 13.4- 1.7 Abdollahzadeh et
pseudotheobromae 14.8 al. 2010
Lasiodiplodia sp. (15.4-)19.1-28.5 x (8.8-)10-15.3 21.2+32x11.4+1.6 19 e ---

.. .. N FET ) . . . N
* Tamanho minimo, moda e tamanho maximo do comprimento e largura de 50 conidio. ° Tamanho minimo e tamanho méaximo do comprimento e largura
de conidios na literatura. © Razdo comprimento/ largura.
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Figura 1 Locais de coleta dos isolados de Lasiodiplodia em pomares brasileiros de
mamao, localizados nos estados da Bahia (BA), Pernambuco (PE), Paraiba (PB),

Rio Grande do Norte (RN) e Ceara (CE).
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Figura 2 Uma das oito arvores mais parcimoniosas obtidas a partir da analise combinada
das sequéncias de ITS e EF1-alfa (comprimento= 333, CI=0.685, RI=0.907 e HI=0.315). Os
valores de Bootstrap a partir de 1000 repeticdes sdo mostrados acima dos ramos.
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Figura 3 Distribui¢ao das espécies de Lasiodiplodia associadas com podriddo peduncular em

mamao no nordeste do Brasil.
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Figura 4 Influéncia da temperatura no crescimento micelial de quatro espécies de Ladiodiplodia associadas com podriddo peduncular em mamao no nordeste

do Brasil. TOp = temperatura 6tima (média £ erro padrdo) para o crescimento micelial.
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Figura 6 Lasiodiplodia theobromae a. célula conidiogenica, b. conidio imaturo; c.

conidio maturo mostrando as estrias longitudinais; d. Escala = 10pum.
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Figura 7 Lasiodiplodia sp. a. célula conidiogenica; b. conidio imaturo; c.

conidios maturos; d. conidio maturo mostrando as estrias longitudinais.

Escala = 10pm.
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Figura 8 Lasiodiplodia hormozganensis a. conidio imaturo;

b. célula conidiogenica; c. conidio maturo mostrando as
estrias longitudinais; d. conidio maturo, conidio imaturo.

Escala = 10pum.
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Conclusoes Gerais



CONCLUSOES GERAIS

e A combinagdo dos genes ITS e EF-1a foram eficientes para a identificacdo das espécies L.
theobromae, L.pseudotheobromae, L. hormozganensis ¢ Lasiodiplodia sp. associados a

podridao peduncular no Brasil;

e Taxa de crescimento ndo foi uma variavel eficiente para separa as espécies de

Lasiodiplodia,

e Lasiodiplodia theobromae ndo ¢ o Unico agente etioldgico associado a podridao

peduncular do mamoeiro.
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