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Lasiodiplodia spp. ASSOCIADAS A DANOS EM SEMENTES, MUDAS E ARVORES

DE Caryocar brasiliense Camb.

RESUMO

O Caryocar brasiliense Camb. € uma importante frutifera nativa do Cerrado brasileiro,
seu fruto é muito utilizado na culinéria regional, sendo fonte de renda e alimento para
as comunidades tradicionais e extrativistas da regido. Tem sido evidenciada a reducao
de plantas de pequizeiros em ecossistemas naturais e, dentre vérios fatores dessa
mortalidade, tem-se a ocorréncia de doencas bidticas, como a seca de ponteiros e
morte descendente. O patdégeno Lasiodiplodia theobromae foi identificado, por meio
das suas caracteristicas morfolégicas, como agente causador da seca de ponteiros e
morte descendente em pequizeiros no norte de Minas Gerais. Objetivou-se com este
estudo identificar os microrganismos associados a doencas bidticas em pequizeiro de
diferentes estadios de desenvolvimento e realizar a caracterizacdo morfocultural e
molecular de Lasiodiplodia spp. a fim de subsidiar 0 manejo e a conservagao da
espécie. No primeiro estudo, foi realizado um diagnéstico de campo, avaliando-se a
ocorréncia de sintomas de doencas bidticas. Realizaram-se analises laboratoriais para
identificagdo dos agentes bidticos a partir de material vegetal sintomatico, isolando os
microrganismos e identificando-os. Avaliou-se a sanidade das sementes de C.
brasiliense e testou-se a patogenicidade de L. theobromae em mudas de pequizeiro.
No segundo estudo foi avaliado o indice de velocidade de crescimento micelial, a
coloracdo da col6nia e tipo de micélio, além da dimensdo dos conidios dos seis
isolados de Lasiodiplodia spp. cultivados em meio de cultura BDA e MEA. Estudos
filogenéticos basearam-se nas sequéncias das regibes ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e na
sequéncia parcial do gene fator de elongacéo (EF-1a). Resultados do primeiro estudo
evidenciaram que em todos os locais de estudo, observaram-se sintomas de manchas
foliares e seca de ponteiros. Os fungos Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp. e
Lasiodiplodia sp. tiveram maior frequéncia nas andlises realizadas em laborat6rio
associados aos sintomas de manchas foliares, seca de ponteiros, respectivamente.
Constatou-se Lasiodiplodia sp. associada as sementes de C. brasiliense. O fungo
Lasiodiplodia spp. se mostrou patogénico ao pequizeiro. No segundo estudo, verificou-
se que os diferentes meios de cultura ndo influenciaram nos aspectos culturais e
morfolégicos dos isolados. Os conidios apresentaram dimensdes médias de 21,1 x
12,2 cultivados em BDA e 21,9 x 12,5 cultivados em MEA. As regibes génicas
utilizadas nas analises filogenéticas ndao confirmaram, com precisdo, a identidade dos
isolados.

Palavras-chave: Pequizeiros; doencgas bidticas; seca de ponteiros; viveiro florestal.



Lasiodiplodia spp. ASSOCIATED WITH DAMAGES IN SEEDS, SEEDLINGS, AND
TREES OF Caryocar brasiliense Camb.

ABSTRACT

The Caryocar brasiliense Camb. is an important native fruit tree in the Brazilian
Cerrado, and its fruit is widely used in regional cuisine, serving as a source of income
and food for traditional and extractive communities in the region. The reduction of pequi
plants in natural ecosystems has been observed, and among various factors
contributing to this mortality, biotic diseases such as shoot blight and downward dieback
have been identified. The pathogen Lasiodiplodia theobromae was identified through its
morphological characteristics as the causative agent of shoot blight and downward
dieback in pequi trees in northern Minas Gerais. The objective of this study was to
identify microorganisms associated with biotic diseases in pequi trees at different stages
of development and to perform the morphocultural and molecular characterization of
Lasiodiplodia spp. to support the management and conservation of the species. In the
first study, a field diagnosis was conducted, assessing the occurrence of symptoms of
biotic diseases. Laboratory analyses were performed to identify biotic agents from
symptomatic plant material, isolating and identifying the microorganisms. The seed
health of C. brasiliense was evaluated, and the pathogenicity of L. theobromae was
tested on pequi seedlings. In the second study, the mycelial growth rate index, colony
color, and mycelium type, as well as the dimensions of conidia from six isolates of
Lasiodiplodia spp., were evaluated when cultivated on BDA and MEA culture media.
Phylogenetic studies were based on the sequences of the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
regions and the partial sequence of the elongation factor gene (EF-1a). Results from the
first study showed that symptoms of leaf spots and shoot blight were observed at all
study sites. The fungi Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp., and Lasiodiplodia sp. were
most frequently associated with leaf spot and shoot blight symptoms, respectively.
Lasiodiplodia sp. was identified in association with C. brasiliense seeds, and the fungus
Lasiodiplodia spp. proved to be pathogenic to pequi trees. In the second study, it was
observed that different culture media did not influence the cultural and morphological
aspects of the isolates. The conidia had average dimensions of 21.1 x 12.2 when
cultivated on BDA and 21.9 x 12.5 when cultivated on MEA. The gene regions used in
phylogenetic analyses did not accurately confirm the identity of the isolates.

Keywords: Pequi trees; biotic diseases; shoot blight; forest nursery.
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1 INTRODUCAO

O Caryocar brasiliense Camb., conhecido popularmente como pequi,
pertencente a familia Caryocaraceae, € uma espécie nativa encontrada em todo o
cerrado brasileiro (ALMEIDA; SILVA, 1994), sendo eleita a arvore simbolo do
Cerrado e do estado de Minas Gerais (MACEDO, 2005; AMBIENTE BRASIL, 2001).

O pequi possui grande importancia econdmica, social e cultural na regiao
norte mineira, principalmente devido a exploracao dos seus frutos que, por meio do
seu extrativismo, processamento e comercializacdo nos mercados, associacdes e
cooperativas, contribuem com a geracdo de empregos e renda da populacéo local
(AFONSO et al., 2014). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2021), a extracao de pequi no Brasil, no ano de 2021, foi em torno de 74 mil
toneladas, sendo o estado de Minas Gerais responsavel por aproximadamente 54%
dessa producéo.

O pequizeiro, em seu habitat natural, ndo modificado, é distribuido em
agrupamentos mais ou menos densos em meio a vegetacdo (LORENZI, 2008).
Porém, quando este ambiente é degradado, hd a possibilidade de aumento na
disseminacdo de doencas (LORENZI, 2008). Na literatura, sdo citadas como as
principais doencas em pequizeiros a podriddo de raizes (Cylindrocladium clavatum
Hodges & L.C. May), a morte descendente e seca de ponteiros (Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl), a podriddo dos frutos (Lasiodiplodia sp.,
Phomopsis sp.), a antracnose (Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds), e o mal-do-
cipd (Phomopsis sp.) (SANTOS et al., 2013; BARROSO, 2021; LOPES et al., 2006;
MACEDO, 2005; JUNQUEIRA et al., 2021).

Alguns estudos demonstraram que vem ocorrendo mortalidade do pequizeiro
em diferentes regides do norte de Minas Gerais (LEITE et al., 2012b), e uma
possivel reducdo da populagédo da espécie, fato que tem preocupado extrativistas,
pesquisadores, e profissionais de 6rgaos ambientais (BARROSO, 2021), tais fatores
prejudicam as comunidades dependentes dessa espécie. Muitos aspectos parecem
estar relacionados a vulnerabilidade do pequizeiro, como a coleta excessiva, que

reduz a existéncia de individuos jovens no campo, além da incidéncia de pragas e



15

doencas (LEITE et al., 2012b, LEITE et al., 2012a, LEITE et al., 2013, SILVA et al.,
2017).

Para a identificacdo de problemas bidticos, afetando uma comunidade
vegetal, é necessaria a utilizacdo de metodologias de diagnose que auxiliem nesse
levantamento. A diagnose de doencas de plantas € uma importante tarefa para a
identificacdo correta do agente causal e, a realizacdo de um manejo eficaz das
doencas. O sucesso de uma estratégia de manejo € definida por fatores que
envolvem o conhecimento da planta, das doencas que incidem sobre ela e dos
possiveis patdgenos envolvidos (SILVEIRA; GRAICHEN, 2012).

Geralmente, as doencas em plantas sdo diagnosticadas pelos sintomas e
sinais dos patdgenos nos tecidos do hospedeiro. Em alguns casos, € necesséria a
realizacdo da diagnose em laboratorio, por meio dos isolamentos e caracterizacao
morfologica, e patogénica dos microrganismos. A biotecnologia vem para
complementar os métodos convencionais de diagnose, sendo uma excelente
ferramenta para o diagnostico de patdégenos que apresentam dificuldades de serem
identificados pelos métodos tradicionais, como as espécies cripticas, que sao
morfologicamente semelhantes, porém sdo geneticamente distintas. Logo, a
combinacdo das técnicas de biologia molecular com os métodos convencionais é
necessaria para uma melhor compreensao da diversidade microbiana (BARROCAS
et al., 2009; DAS et al., 2014).

Em 2021, um trabalho realizado por Barroso (2021), desenvolvido no
laboratorio de Patologia Florestal do Instituto de Ciéncias Agrérias da UFMG,
constatou multiplos fatores atuando sobre os pequizeiros da Area de protecéo
ambiental (APA) situada na Bacia do rio Pandeiros, norte de Minas Gerais. Dentre
eles, a ocorréncia de doencas bibdticas, insetos considerados pragas, reducdo da
populacdo jovem e atuacdo de mudancas climaticas (BARROSO, 2021). Os
sintomas mais caracteristicos observados por Barroso (2021) em pequizeiros adultos
de ecossistemas naturais foram a seca de ponteiros e morte descendente. O

patdogeno L. theobromae foi identificado, por meio das suas caracteristicas
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morfolégicas, e constatado como causador destes sintomas, por meio da a
comprovacédo de sua patogenicidade em mudas desta espécie.

Apesar do fungo Lasiodiplodia theobromae ser relatado na literatura como
causador da seca de ponteiros e morte descendente em pequizeiros, sua
identificagéo foi realizada somente por meio das suas caracteristicas morfolégicas
(BARROSO, 2021; REZENDE et al., 2000; JUNQUEIRA et al., 2021). E, por se tratar
de uma espécie criptica, sdo necessarias analises moleculares para verificar,
efetivamente, qual ou quais espécies de Lasiodiplodia estdo causando doengcas em
pequizeiros.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento dos
principais sintomas de doencas bibticas ocorrendo em pequizeiros, em diferentes
estadios de desenvolvimento e em diferentes locais da regido norte mineira. Verificar
a ocorréncia de Lasiodiplodia sp. associada a estes sintomas, comprovar se todos
os isolados deste fungo, obtidos dos diferentes materiais vegetais dos pequizeiros,
sdo patogénicos; e realizar a sua identificacdo, por meio das caracteristicas morfo-

moleculares.



17

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um levantamento dos principais sintomas de doencas bioticas ocorrendo
em pequizeiros em diferentes estadios de desenvolvimento, e verificar a ocorréncia

do patégeno Lasiodiplodia sp. associado a estes sintomas.

2.2 Objetivos Especificos

° Identificar manchas foliares, seca de ponteiros e morte descendente em
plantas de pequizeiros;

° Identificar o patdgeno Lasiodiplodia sp. associado a sintomas de doencas em
pequizeiros em diferentes estadios de desenvolvimento;

° Verificar a ocorréncia de Lasiodiplodia sp. em sementes de pequizeiros;

° Realizar a caracterizacao cultural, morfolégica, molecular e de patogenicidade

do fungo Lasiodiplodia sp. associado ao pequizeiro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1Pequizeiro

O Caryocar brasiliense Camb., conhecido popularmente como pequi, pequia,
piqui, pequid-bravo, améndoa-de-espinho, grdo-de-cavalo, pequia-pedra, € uma
espécie arbdorea nativa do Cerrado brasileiro que pertencente a familia
Caryocaraceae (MACEDO, 2005). O nome Caryocar tem origem grega, onde 0s
termos caryon (nucleo) e Kara (cabeca) referem-se ao formato do fruto e, o termo
indigena pequi refere-se a casca espinhenta, alusdo aos espinhos presentes no
endocarpo do fruto (MACEDO, 2005).

O género Caryocar abrange 16 espécies, a com maior ocorréncia no Brasil é
o C. brasiliense, entretanto também sdo encontradas no pais as espécies C.
coriaceum, C. crenatum (LOPES et al., 2006). O pequi tem boa adaptabilidade aos
diferentes solos e condi¢cbes de crescimento do Cerrado, ambientando-se bem tanto
nos Cerrados densos quanto nos Cerrados ralos (SANTANA; NAVES, 2007; NAVES
et al., 2010). Porém, a espécie apresenta maior predominancia nas regidées com boa
luminosidade, com solos profundos, bem drenados e menos férteis (SANTANA;
NAVES, 2007; NAVES et al., 2010). Ocorre em areas de Cerrado dos estados da
Bahia, Ceard, Para, Maranhdo, Distrito Federal, Goids, Tocantins, Minas Gerais,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sado Paulo e, por isso, é considerado a arvore
simbolo do Cerrado (MACEDO, 2005).

O pequizeiro é uma planta perene, semidecidua, helitfita, seletiva xerdfita
que, quando adulta, pode atingir aproximadamente 10 metros de altura (ALMEIDA,
SILVA, 1994; SANTOS et al., 2004; SANTOS et al.,, 2013). Apresenta tronco
tortuoso, com casca rugosa, espessa, acinzentada e aspera (MACEDO, 2005). Suas
folhas sdo opostas, trifolioladas, pilosas e com bordas recortadas (MACEDO, 2005,
LOPES et al.,, 2006; CARVALHO, 2009). As flores sdo grandes, com pétalas de
coloracdo brancas ou branco-amareladas, e sépalas de coloracdo verde-amarelada,
hermafroditas, com vérios estames (LOPES et al., 2006). Apresenta floracdo nos

meses de julho a novembro, com frutificagdo em novembro, podendo prolongar-se
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até o més fevereiro (ALMEIDA et al., 1998). Sua polinizacdo é realizada por
morcegos, mariposas, passaros, abelhas e vespas (MACEDO, 2005). O pequi é uma
drupa, contendo até quatro carocos (putamens), de coloracdo verde, depresso-
globoso; o exocarpo (casca) verde-amalarelado; o mesocarpo (polpa) amarelo-claro,
carnoso, rico em 6leo e com odor caracteristico; o endocarpo (envoltério da
semente) rigido, coberto por uma camada de aculeos; e no interior do endocarpo, a
améndoa (semente) (OLIVEIRA et al., 2008; LOPES et al., 2006).

3.2Importancia do pequizeiro

Dentre as frutiferas nativas do Cerrado, 0 pequizeiro destaca-se
principalmente pela ampla utilizagdo de seus frutos que, devido ao seu sabor, sédo
bastante apreciados e comercializados (VIEIRA et al., 2005). A apreciacédo de seu
fruto pelas populacdes regionais assegura sua expressao na economia, sociedade e
cultura do territério norte mineiro (SILVA; TUBALDINI, 2013). O pequizeiro é uma
espécie tipica do Cerrado, sendo eleito em 2001 como a “Arvore Simbolo do Estado
de Minas Gerais” (SANTOS et al., 2004; AMBIENTE BRASIL, 2001). A importancia
dessa espécie esta explicita pela Portaria Federal 54 de 05 de marco de 1987 do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA
(Antigo Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal — IBDF), que impede o corte
e comercializacdo de sua madeira em territério nacional (BRASIL, 1987).

A exploracao sustentavel dessa espécie tem grande potencial, bem como, sua
utilizacdo em sistemas agroflorestais, enriquecimento de &reas de Cerrado,
recuperacdo de areas degradadas e na arborizacdo de pastagens, sendo uma
excelente alternativa para combater a degeneracdo do Cerrado, aumentar a oferta
de frutos, reduzir os impactos do extrativismo sem prejudicar o ecossistema (LOPES
et al., 2006). Quando se faz a preservacdo do pequizeiro de forma correta, nao
somente proibindo 0 seu corte, mas preservando a espécie e as demais no seu

entorno, preserva-se também o Cerrado como um todo (LOPES et al., 2006).
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Em época de safra, diversas familias realizam a coleta de frutos no campo
para venda em vilas, beira de estradas, ruas das cidades regionais e de capitais
(MACEDO, 2005). A cadeia produtiva desta espécie permite a geracdo de emprego
e renda para milhares de pessoas em diversos municipios (FONSECA et al., 2017).
No municipio de Japonvar, norte de Minas Gerais, a venda de pequi pode ser
considerada a principal fonte de renda anual para a populagéo que vive das lavouras
e dos frutos nativos (SANTOS et al., 2013). O pequi, considerado como a carne do
Cerrado, é fundamental na alimentacdo, principalmente da populacdo carente,
devido ao baixo custo e elevado valor nutricional e proteico (MACEDO, 2005).

O pequizeiro possui ampla utilizagdo, nas industrias alimenticias os seus
frutos, na indastria farmacoldgica e de cosméticos os seus 6leos e vitaminas, e na
medicina popular, utilizando suas propriedades antioxidantes, antifingicas e anti-
inflamatorias (SANTOS et al., 2004). A extracdo de pequi no Brasil no ano de 2021,
foi em torno de 74 mil toneladas (IBGE, 2021), sendo o estado de Minas Gerais 0
maior produtor e consumidor de pequi (LIMA et al., 2007).

Apesar de evidenciar a importancia do pequizeiro e de seus frutos, €
necessaria uma mudanca na forma de exploracdo da espécie. Sua exploracdo é
predominantemente extrativista e pode futuramente gerar a erosdo genética, pois
devido aos precos, maior parte dos frutos de boa qualidade advinda de gendétipos
superiores sdo coletados, impedindo a regeneracdo natural e a perpetuacdo da
espécie em campo (SANTOS et al.,, 2004; VIEIRA, PACHECO, LOPES, 2005;
SANTOS et al., 2013).

3.3 Doencas em pequizeiros

O pequizeiro, assim como outras espécies nativas do Cerrado, esta sujeito, a
doencas que podem atingir todas as fases de desenvolvimento da planta, reduzindo
sua produtividade (JUNQUEIRA et al., 2021). O C. brasiliense, em seu habitat

natural, € observado em agrupamentos mais ou menos densos, distribuidos em meio
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a vegetacdo (LORENZI, 2008). Quando esse ambiente € degradado h4 um aumento
no risco de disseminagéo de doengas nos pequizeiros.

As principais doencas do pequizeiro citadas na literatura sdo a podriddo de
raizes (Cylindrocladium clavatum Hodges & L.C. May), a morte descendente e seca
de ponteiros (Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl), a podridao dos frutos
(Lasiodiplodia sp., Phomopsis sp.), a antracnose (Colletotrichum acutatum J.H.
Simmonds), o mal-do-cip6 (Phomopsis sp.) e a murcha-de-Ceratocystis
(Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst.) (SANTOS et al., 2013; LOPES et al., 2006;
MACEDO, 2005).

A podriddo de raizes, causada pelo patégeno C. clavatum, € uma doenca
caracterizada pelo apodrecimento, morte ou retardamento no desenvolvimento da
planta (CARVALHO, 2009). Este fungo ataca as raizes das mudas, causando o seu
mau desenvolvimento, amarelecimento e queda de folhas. Além da presenca de
lesbes escuras no coleto, seguida do apodrecimento das raizes, resultando na morte
da planta (JUNQUEIRA et al., 2021; CARVALHO, 2009). Na literatura sdo citadas
como forma de prevencdo da doenca, 0 uso de sacos de polietileno perfurados de
forma a evitar o acimulo de agua, o excesso de sombreamento e realizar regas
controladas (MACEDO, 2005).

A morte descendente ou seca dos ponteiros, causada pelo fungo
Lasiodiplodia theobromae, é uma doenca comum em pequizeiros adultos (MACEDO,
2005; SANTOS et al., 2013). Os primeiros sintomas sao caracterizados pelas folhas
secas, permanecendo assim, por até trés meses (CARVALHO, 2009). Nos galhos e
ramos novos séo observadas rachaduras e lesbes escuras, e na casca dos ramos,
galhos e troncos afetados, observa-se um tecido escuro e necrosado, iniciando da
copa para a base da arvore (MACEDO, 2005; CARVALHO, 2009). O patégeno L.
theobromae é disseminado principalmente pelo vento, chuva, agua de irrigacéo e
inseto, tornando seu controle bastante dificil, além da diversidade de plantas
hospedeiras (LIMA et al., 2013). Em um estudo recente realizado na Area de
Protecdo Ambiental (APA) do rio Pandeiros, no norte de Minas Gerais, constatou-se

a mortalidade e reducdo da populacdo de pequizeiros adultos em decorréncia da
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seca de ponteiros e morte descendente, entre outros fatores, associados ao
patogeno L. theobromae (BARROSO, 2021). Como forma de controle, é
recomendado cortar e incinerar os galhos secos, e nas extremidades, aplicar sulfato
de cobre (1 kg), cal hidratada (4 kg) diluidos em 6 litros de agua (MACEDO, 2005;
CARVALHO, 2009).

Lasiodiplodia theobromae também é associada a podriddo dos frutos de
pequizeiros, assim como patégeno Phomopsis sp. (CARVALHO, 2009). Doenca
caracterizada pelo apodrecimento dos frutos antes e apds a colheita se inicia com
lesbes escuras deprimidas ao longo da casca ou regido do pedunculo dos frutos,
posteriormente evoluindo para podriddo mole e escura, podendo atingir toda a casca
do fruto e o endocarpo, sendo capaz de prejudicar o sabor do fruto, tornando-o
amargo (MACEDO, 2005; CARVALHO, 2009).

A antracnose, ocasionada pelo fungo Colletotrichum acutatum, tem como
sintoma principal a presencga de lesdes irregulares de coloragdo marrom nos foliolos
e lesBes escuras na casca dos frutos (ANJOS et al., 2002). A doenca é favorecida
por alta umidade, tendo maior desenvolvimento em periodos chuvosos e
temperatura entre 25 e 30°C (CARVALHO; AMARAL, 2018). Em locais onde nao ha
ocorréncia da doenca, € considerado que o in6culo priméario seja proveniente de
mudas contaminadas (CARVALHO; AMARAL, 2018). J& em locais previamente
contaminados, o inéculo é o solo e restos culturais, considerando que o fungo
consegue sobreviver nessas condicbes por aproximadamente nove meses
(CARVALHO, AMARAL, 2018). Deve-se realizar o controle da doenga com a
remocao de materiais vegetais contaminados (frutos, flores e folhas) para evitar a
disseminacao do patogeno (CARVALHO; AMARAL, 2018).

O mal-do-cipd, causado pelos fungos Phomopsis sp. e Cerotelium giacometti
€ considerada a mais grave doenca do pequizeiro, principalmente por ocorrer tanto
em plantas adultas quanto em mudas no viveiro (QUEIROGA et al., 2016). Em
mudas, os sintomas séo o estiolamento, deformacdes e lesdes nos ramos e folhas
mais novas, evoluindo para a seca das mudas e paralisacdo do crescimento

(CARVALHO, 2009). Em plantas adultas, os sintomas caracterizam-se pelo
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alongamento dos entrends do caule (internédios) e estiolamento dos ramos novos,
fazendo-os tornar flexiveis, retorcidos e com aspecto de cipd, em alguns casos
ocorre dilatacdo das extremidades dos ramos e escurecimento da casca (MACEDO,
2005). Pode ocorrer, com o tempo, a partir do estiolamento dos ramos, 0 secamento
da planta, sendo possivel atingi-la por completo provocando sua morte (CARVALHO,
2009). Como forma de prevenir, € aconselhado evitar a coleta de material vegetal
(sementes e galhos para enxertia) com contaminacdo do patégeno (CARVALHO,
2009). Se caso for observado no viveiro a incidéncia da doenca, recomenda-se a
retirada imediata das mudas com sintomas (QUEIROGA et al., 2016; MACEDO,
2005). Para as plantas adultas, recomenda-se a retirada e queima dos galhos
afetados, e nos ferimentos, aplicar 4 kg de cal hidratada e 1 kg de sulfato de cobre
diluido em 6 litros de dgua (CARVALHO, 2009).

A murcha-de-Ceratocystis, descrita por Silva et al.,, (2017), acometendo
pequizeiros no municipio de Montes Claros, norte de Minas Gerais, € uma doenca
caracterizada inicialmente pelo amarelecimento, escurecimento e murchamento das
folhas dos ramos laterais (SILVA et al., 2017). E, quando em estadios avancados,
perda da maior parte das folhas e morte da planta (SILVA et al., 2017). Além disso, o
xilema lenhoso das éarvores afetadas podem apresentar faixas irregulares com
lesBes escuras (SILVA et al., 2017). Uma das formas de prevencdo da doenca é a
producdo de mudas de forma correta, evitando-se o enovelamento das raizes, que
facilita a ocorréncia da doenca (JUNQUEIRA et al., 2021).

Outros patdgenos citados na literatura como causadores de doencas em
pequizeiros sao o fungo Capillaurem caryovora gen. sp. nov. associado ao cancro do
pequizeiro, ocorrendo em plantas no sul de Minas Gerais (FERREIRA et al., 2019), e
o Chrysoporthe sp. causando sintomas semelhantes ao Capillaurem sp.
(JUNQUEIRA et al., 2021).

3.4 Lasiodiplodia theobromae
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O fungo Lasiodiplodia theobromae (Patouillard) Griffon & Maublanc € um
fitopatdgeno importante, que infecta cerca de 500 espécies de plantas, causando
diferentes sintomas, sendo disseminado em todas as regifes tropicais e subtropicais
do mundo (PUNITHALINGAM, 1976; CARDOSO et al., 1998). E um fungo
cosmopolita, poligafo e oportunista, com reduzida especializacdo patogénica
(PUNITHALINGAM, 1980 apud LIMA et al., 2013).

Em geral, € associado a processos patogénicos em plantas previamente
estressadas, que foram submetidas a processos naturais ou provocados por pragas
e praticas culturais (PUNITHALINGAM, 1976; TAVARES et al., 1994). Este fungo
demonstra capacidade de colonizar os tecidos da planta sem exibir sintomas de
infeccao, tipico comportamento endofitico (CARDOSO et al., 2009), entretanto com a
evolucdo do fungo da condicdo de endofitismo para o parasitismo, devido as
condicdbes de pressdes ambientais, principalmente nas regibes semiaridas
(TAVARES, 2002), observa-se o aumento dos sintomas causados por L.
theobromae.

Este aumento dos sintomas é evidenciado com o crescente relato desse
patbgeno nas frutiferas tropicais, causando grandes perdas no processo de
producdo e na pés-colheita, sendo uma ameaca a fruticultura (LIMA et al., 2013). Os
tipos e extensbes dos danos causados por este fungo, se ddo em funcdo do
hospedeiro, podendo ser deterioragdo de sementes, “damping off’, murcha, seca,
definhamento, formacédo de cancro em caules de espécies arbéreas e podriddo de
frutos e raizes (PUNITHALINGAM, 1976).

Este patdgeno € associado a varios sintomas em frutiferas, como seca de
ponteiros e morte descendente na mangueira (MARQUES et al., 2013), resinose e
podriddo preta da haste no cajueiro e cajazeiro (LIMA et al., 2014), podriddo seca
em videira (PEIXINHO et al., 2017), morte descendente na aceroleira (TAVARES,
1995), podriddo peduncular no mamoeiro (NETTO et al., 2014), seca-de-ponteiro e
morte-descendente no pequizeiro (BARROSO, 2021; JUNQUEIRA et al., 2021),
dentre outras doencas nos citros, bananeira, coqueiro, cacaueiro, cupuaguzeiro e
seringueira (TAVARES, 2002).



25

Lasiodiplodia sp. se desenvolve em temperaturas entre 25 a 35 °C, podendo
causar danos dentro de amplitudes maiores (SULTANA et al., 2018; NETTO et al.,
2014). Em meio de cultura, as caracteristicas morfoldgicas e a taxa de crescimento
micelial de L. theobromae s&o variadas (SANGEETHA et al., 2012). As colbnias
apresentam coloragéo variando do branco ao preto, passando por tonalidades de
cinza, com miceélio ralo ou abundantes e conidios com dimensdes variando de 18,10
a 30,94 pm de comprimento e 10,64 a 15,86 um de largura (SANGEETHA,
ANANDAN; RANI, 2012; LIMA et al., 2013; LIMA et al., 2014; SULTANA et al., 2018;
AHMED et al., 2019). Os conidios sdo inicialmente hialinos, com paredes finas e
assetadas, com formato cilindrico a subovoide; na maturidade tornam-se marrom-
escuros, com paredes espessas, septados e estrias longitudinais irregulares
(SANGEETHA et al., 2012; SULTANA et al., 2018; AHMED et al., 2019).
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Artigo 1 — Fungos associados as sementes e sintomas de doencas em mudas
e arvores de Caryocar brasiliense Camb. no cerrado no norte de Minas Gerais
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Fungos associados as sementes e sintomas de doengas em mudas e arvores

de Caryocar brasiliense Camb. no cerrado no norte de Minas Gerais

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma importante espécie nativa do
Cerrado brasileiro, devido a ampla utilizacdo dos seus frutos na culinaria regional.
Em ecossistemas naturais, tem sido relatado por extrativistas e evidenciada por
pesquisadores a reducdo da populacdo da espécie. Dentre os varios fatores
responsaveis pela diminuicdo das populacdes de pequizeiros, tem-se a ocorréncia
de doencas bidticas. O objetivo deste estudo foi realizar um levantamento dos
principais sintomas de doencas bidticas ocorrendo em pequizeiros de diferentes
estadios de desenvolvimento, verificar a ocorréncia de Lasiodiplodia sp. associada a
estes sintomas e sementes de pequizeiros, e verificar a patogenicidade destes
isolados. Para isso, realizou-se o levantamento de sintomas de doencas em dois
viveiros e um plantio na regido norte de Minas Gerais. Avaliaram-se
aproximadamente 150 plantas em cada local de estudo, determinando-se a
incidéncia de manchas foliares e seca de ponteiros. Materiais vegetais com sintomas
foram coletados para andlises laboratoriais. Realizou-se a analise sanitaria das
sementes e pirénios, por meio do plaqgueamento em MEA e Blotter test,
respectivamente, e testou-se a patogenicidade de isolados fungicos em mudas de
pequizeiros. Evidenciaram-se que todos os locais apresentavam os sintomas de
manchas foliares e seca de ponteiros. As manchas foliares foram predominantes em
todos os locais, sendo que 52, 35 e 99% das plantas do viveiro 1, viveiro 2 e plantio
apresentaram algum tipo de mancha foliar, respectivamente. A seca de ponteiros
ocorreu em cerca de 4, 40 e 16% das plantas avaliadas no viveiro 1, viveiro 2 e
plantio, respectivamente. Os fungos Lasiodiplodia sp., Colletotrichum sp., e
Pestalotiopsis sp. foram resgatados com maior frequéncia dos isolamentos de
materiais vegetais com sintomas de seca de ponteiros e manchas foliares.
Constatou-se a ocorréncia de Lasiodiplodia sp. nas sementes de pequizeiros e,
isolados do fungo se mostrou patogénico ao pequi. Contudo, compreende-se a
necessidade de elucidar melhor as formas de transmissdo de patégenos do
pequizeiro, principalmente de Lasiodiplodia sp., a fim de subsidiar o manejo de
doencas e a conservacao da espécie.

Palavras-chave: Pequi, doencas florestais, manchas foliares, seca de ponteiros.
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Fungi associated with seeds and disease symptoms in seedlings and trees of
Caryocar brasiliense Camb. in the Cerrado in northern Minas Gerais

The pequi tree (Caryocar brasiliense Camb.) is an important native species of the
Brazilian Cerrado, due to the widespread use of its fruits in regional cuisine. In
natural ecosystems, a reduction in the population of this species has been reported
by extractivists and highlighted by researchers. Among the various factors
responsible for the decline in pequi populations, the occurrence of biotic diseases
has been identified. The objective of this study was to survey the main symptoms of
biotic diseases occurring in pequi trees at different stages of development, verify the
occurrence of Lasiodiplodia sp. associated with these symptoms and pequi seeds,
and assess the pathogenicity of these isolates. To achieve this, a survey of disease
symptoms was conducted in two nurseries and one plantation in the northern region
of Minas Gerais. Approximately 150 plants were evaluated at each study site,
determining the incidence of leaf spots and shoot blight. Plant materials with
symptoms were collected for laboratory analyses. Seed and pyrene health analyses
were performed through plating on MEA and Blotter tests, respectively, and the
pathogenicity of fungal isolates was tested on pequi seedlings. It was evident that all
locations exhibited symptoms of leaf spots and shoot blight. Leaf spots were
predominant in all locations, with 52%, 35%, and 99% of plants in nursery 1, nursery
2, and the plantation showing some type of leaf spot, respectively. Shoot blight
occurred in approximately 4%, 40%, and 16% of plants evaluated in nursery 1,
nursery 2, and the plantation, respectively. The fungi Lasiodiplodia sp.,
Colletotrichum sp., and Pestalotiopsis sp. were most frequently recovered from
isolates of plant materials with symptoms of shoot blight and leaf spots. The
occurrence of Lasiodiplodia sp. in pequi seeds was confirmed, and isolates of the
fungus were found to be pathogenic to pequi. However, there is a need to better
understand the transmission methods of pequi pathogens, especially Lasiodiplodia
sp., to support disease management and species conservation.

Keywords: Pequi, forest diseases, leaf spots, shoot blight.
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1. INTRODUCAO

O Caryocar brasiliense Camb., pertencente a familia Caryocaraceae, é uma
espécie arborea nativa do Cerrado, que em funcdo dos seus frutos, possui elevada
importancia econdmica, social e cultural (ARAUJO, 1995; SANTOS et al., 2013). O
pequizeiro, no norte de Minas Gerais, promove a geracao de emprego e renda para
as comunidades tradicionais que, por meio do extrativismo, exploram seus frutos
(ARAUJO, 1995).

A propagacéo do pequizeiro é feita majoritariamente de forma seminal, sendo
essencial a obtencdo de sementes com boa qualidade fisica, fisiologica e sanitéria,
para a producdo de mudas vigorosas e, posteriormente, plantas sadias no campo.
Muitos microrganismos podem ser transportados em associacdo aos tecidos
(externos e internos) das sementes florestais, dentre os quais se destacam o0s
fungos (PARISI et al., 2019). Da mesma forma nos viveiros florestais, onde os
principais problemas patolégicos sdo causados por fungos.

A deteccdo e identificacdo dos fitopatbgenos sdo os procedimentos mais
importantes para se definir as medidas de prevencdo e controle de doencas em
plantas. Uma maior atencéo deve ser dada a deteccdo de patdgenos em sementes,
plantas matrizes e materiais propagativos, para evitar a introducdo dos
microrganismos patogénicos em areas até entdo ndo contaminadas (BARROCAS et
al., 2009). A elucidacdo dos mecanismos de transmisséo e identificacdo do indculo
primario de fitopatégenos é imprescindivel para selecionar a estratégia de manejo da
doenca mais adequada (CARDOSO et al., 2009b).

A reducéo de arvores de pequizeiros nos ecossistemas naturais é um fato que
tem preocupado as comunidades tradicionais que tém seu sustento dependente
dessa espécie. Varios fatores parecem estar relacionados a mortalidade do
pequizeiro (BARROSO, 2021). Doengas como antracnose, mal-do-cip0, seca de
ponteiros e morte-descendente tém sido relatadas ocorrendo em arvores e mudas
da espécie no norte de Minas Gerais, causadas por diferentes patdgenos (LEITE et
al., 2012; BARROSO, 2021). O fungo Lasiodiplodia sp. foi relatado como causador
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da seca-de-ponteiros e morte descendente de pequizeiros na regido, sendo um dos
fatores responsaveis pela reducdo das arvores nos ambientes naturais (BARROSO,
2021). Entretanto, ndo se sabe se este fungo também € responsavel por tais
sintomas em mudas e arvores, em viveiros e plantios, respectivamente.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento dos
sintomas e doencas bidticas ocorrendo nos pequizeiros em diferentes estadios de
desenvolvimento e identificar os microrganismos associados; verificar a ocorréncia
de Lasiodiplodia sp. em sementes de pequizeiros e nos diferentes materiais vegetais
sintométicos; e, por fim, confirmar a patogenicidade dos diferentes isolados do

fungo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta de amostras

A coleta de materiais de plantas com sintomas de doenca foi realizada em
dois viveiros de producdo de mudas e um plantio de pequizeiro nos municipios de
Montes Claros, Januaria e Japonvar, respectivamente, situados na regido norte do
estado de Minas Gerais (FIGURA 1).

Figura 1 - Locais de coleta de materiais vegetais de Caryocar brasiliense sintomaticos,
localizados nos municipios de Januaria, Japonvar e Montes Claros, norte de Minas Gerais.



36

45°15'W 44°30W 43°45'W

15°15'S
15°15'S

LEGENDA

I Municipios Amostrados

| Estado de Minas Gerais

| Norte_Minas

[_] Unidades da Federagdo Brasileira
SISTEMA DE COORDEMADAS

16°0'S
16°0'S

Projeca@o Universal Transversal de Mercator:
utMm

Datum Horizontal: Sirgas 2000

Zona 23 8

Elaborado

Ruth Monte Alto Souza Aguiar

Engenheira Florestal

Técnica em Agropecuaria

16°45'S
16°45'S

45*15'W 44°30W 43°45'W

Fonte: Da autora, 2023.

Em todos os locais foram selecionadas mudas e plantas jovens de pequi
analisando-se aspectos fitossanitarios como manchas foliares, seca de ponteiros e
mortalidade das plantas. Nos viveiros foram selecionadas de forma aleatéria
aproximadamente 150 mudas para observacdo dos sintomas, e no plantio foram
analisadas todas as 173 plantas.

O viveiro situado no municipio de Montes Claros, denominado de Viveiro 1,
tem sua producao destinada para fins comerciais. Os pirénios utilizados na producao
das mudas séo oriundos do municipio de Sdo Jodo da Lagoa, norte de Minas
Gerais. No viveiro os pirénios sdo submetidos a tratamentos para facilitar a
germinacao, conforme descrito por Mendes (2015). Depois sdao semeados em
sementeiras a pleno sol, preenchidas com solo de ambiente de cerrado, sendo
irrigados diariamente. Apds emissao da parte aérea, as plantulas séo repicadas para

sacos plasticos contendo terra de subsolo, e colocadas em bancadas sob sombrite
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50% até atingirem idade para comercializacdo. As mudas sao irrigadas diariamente,
duas vezes ao dia, por rega manual.

O viveiro do municipio de Januaria, denominado de Viveiro 2, tem sua
producdo destinada a doacgdOes para plantio pela sociedade em geral. Os pirénios
utilizados séo provenientes dos municipios de Lontra, Sdo Jodo da Ponte, Japonvar
e Pandeiros (distrito de Januaria). Na &rea do viveiro, os pirénios sdo depositados no
chdo em ambiente aberto, até apresentarem rachaduras no endocarpo, como
método para superacdo de dorméncia. Depois, 0s pirénios sdo semeados em
sementeiras, contendo terra de subsolo, onde recebem incidéncia solar somente
num periodo do dia. ApGs a emissao da radicula e parte aérea, as plantulas sédo
repicadas para sacos plasticos contendo terra de subsolo, posteriormente, sao
acondicionadas em bancadas a pleno sol até atingirem idade para sua doacdo. A
irrigacdo, em todas as etapas de producdo, é realizada duas vezes ao dia, pela
manha e ao final da tarde.

O plantio, situado na comunidade de Mangai, no municipio de Japonvar, tem
por finalidade o consumo e a comercializacdo dos frutos. Foi implantado ha
aproximadamente 13 anos atras, com sementes dos frutos coletados na prépria
regido. ApOGs o0 despolpamento dos frutos, de acordo com informacdes da
proprietaria os pirénios foram amontoados no chdo, em ambiente aberto, até
comecgarem a apresentar rachaduras e aspecto de “mofado” (estruturas fungicas) na
sua superficie. Depois foram semeados, por meio de semeadura direta, em covas
rasas, em numero de cinco pirénios por cova. Nao foram realizadas irrigagdes nem
adubacdes no decorrer do desenvolvimento do plantio.

As sementes analisadas foram coletadas de quatro matrizes situadas em
zona rural do municipio de Montes Claros - MG. Para isso, frutos foram colhidos,
apos amadurecimento, descascados e despolpados. Os pirénios foram secos a
temperatura ambiente e armazenados em sacos plasticos, acondicionados em
geladeira (8+ 2°C) por 7 dias, até a montagem do teste. Coletaram-se cerca de 150

pirénios.
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2.2 Anélises laboratoriais

As amostras coletadas e identificadas por local foram separadas de acordo
com os sintomas, fotografadas e armazenadas para posteriores analises
laboratoriais.

Foram realizados procedimentos de isolamentos diretos e indiretos, conforme
descrito por Alfenas e Mafia (2016). Para o isolamento indireto, os fragmentos do
material vegetal foram desinfestados com uma solucdo de alcool 70% por 30
segundos, solucéo de hipoclorito de sodio a 2% por 2 minutos, e trés lavagens com
agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram inoculados em placas de Petri com
meio de cultura MEA (Malt Extract Agar), que foram posteriormente acondicionadas
em camara de crescimento com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, por
sete dias.

O isolamento direto foi realizado transferindo-se as estruturas de fungos
desenvolvidas sobre os materiais vegetais em camara Umida, para placas de Petri
com o meio de cultura MEA. Apés o isolamento as placas foram acondicionadas em
camara de crescimento com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, por
sete dias. Depois do crescimento das culturas e producdo de estruturas
reprodutivas, procedeu-se a identificagdo pela morfologia das colonias e
caracterizacdo das estruturas formadas por meio de observacdo de laminas ao

microscopio optico.

2.3 Teste de sanidade de sementes

Foram analisados, no teste de sanidade, os pirénios (semente + endocarpo)
e, apenas sementes de pequizeiros. Avaliaram-se 48 pirénios pelo método do papel
de filtro (blotter test), conforme Tempe (1970). Para isso, estes foram desinfestados
com alcool 70% por 5 minutos, com hipoclorito de sodio 5% por 15 minutos e, em
seguida, lavadas trés vezes em agua estéril. Em seguida, foram dispostos quatro

pirénios por caixa gerbox, contendo trés folhas de papel mata borrao esterilizadas e
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umedecidas com agar-agua 1% (1g de agar em 1000 mL de &gua), conforme
metodologia descrita por Sales e Castro (1994). As caixas gerbox com as sementes
foram acondicionadas em camara de crescimento por 14 dias, sob fotoperiodo de 12
horas e temperatura constante de 25°C. Posteriormente, as caixas foram
acondicionadas por mais sete dias em temperatura ambiente até o desenvolvimento
dos fungos.

Avaliaram-se 52 sementes, pelo método de plagueamento em meio MEA.
agar). Para isso, removeram-se as sementes do interior dos endocarpos utilizando
torno manual de bancada, alicate de bico com abertura invertida e chapa na ponta e
moto esmeril de bancada, conforme descrito por Mendes (2015). Em seguida, as
sementes foram desinfestadas com alcool 70%, por dois minutos, hipoclorito de
sédio 5%, por 5 minutos e, em seguida realizou-se triplice lavagem em agua
destilada esterilizada. Foram entdo colocadas em placas de Petri de 13cm de
diametro, contendo meio MEA e, foram acondicionadas em camara incubadora por
15 dias, sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C. Depois do periodo de
incubacédo, as sementes foram avaliadas sob microscopio estereoscopico e laminas
de vidro foram montadas com as estruturas fangicas e observadas ao microscopio

Optico, sempre que necessario para a identificacdo dos microrganismos.

2.4  Teste de Patogenicidade

Para testar a patogenicidade, utilizaram-se seis isolados de Lasiodiplodia sp.
(QUADRO 1), obtidos de sementes, folhas, peciolos e ramos de plantas de
pequizeiros em diferentes estadios de desenvolvimento e que apresentavam
sintomas de doencas (manchas foliares, seca de ramos e ponteiros). Para a
obtencdo do indculo, os isolados monohifais foram cultivados em placas de Petri
contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), incubados a 25°C, fotoperiodo de 12
horas durante 15 dias.

Quadro 1 - Descricéo dos isolados de Lasiodiplodia sp. utilizados no teste de patogenicidade
em mudas de Caryocar brasiliense Camb.
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Idade da

Caodigo Origem Planta Cidade Local Sintomas
. . Seca de
LPO1 Arvores >30 anos Bonito de  Ecossistema ponteiros
Minas natural
) Manchas
LPO2 Arvores 13 anos Japonvar Plantio foliares
) Montes Manchas
LPO3 Arvores >18 anos Plantio foliares
Claros
Seca de
LPO5 Mudas 5 meses Januéria Viveiro ponteiros
Manchas
LPO7 Mudas 4 meses Montes Viveiro foliares
Claros
LPo8 Sementes i Montes Ecossistema -
Claros natural

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para inoculacdo, foram utilizadas 32 mudas sadias de pequi com cinco
meses de idade, depositando-se um disco de micélio do fungo, de aproximadamente
6mm, sobre um corte transversal e superficial de um centimetro de comprimento,
realizado com o auxilio de um estilete no caule das mudas, aproximadamente 5 cm
acima do coleto. O ferimento e o in6culo foram cobertos com filme de policloreto de
vinila (PVC) evitando-se o ressecamento. As testemunhas constituiram-se de mudas
sadias com e sem ferimento, inoculadas com discos de meio de cultura estéril, todas
envolvidas com filme de PVC, conforme descrito por Barroso (2021).

As mudas foram acondicionadas em camara Umida, proporcionada pelo
molhamento excessivo do ambiente e envolvimento com sacos plasticos, por 72
horas. ApGs este tempo, as mudas foram mantidas em casa de vegetacdo do Setor
de Silvicultura do ICA/UFMG, por 30 dias. Nesse periodo foi realizado o
acompanhamento diario das plantas para observar o aparecimento de sintomas
como murchas, descoloragdes, manchas nas folhas, secas de ramos e morte das
plantas. Apos a deteccdo dos sintomas, os materiais foram colhidos e levados para
proceder o reisolamento do fungo em laboratério e a confirmac¢do dos postulados de
Koch.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintomatologia em mudas e arvores de pequizeiros

Os pequizeiros avaliados em todos os locais de estudo apresentavam
manchas marrom-avermelhadas de varios formatos, e lesées marrom-escuras a
enegrecidas nas nervuras primarias e secundarias da face abaxial das folhas e nos
peciolos, assim como constatado por Barroso (2021) em pequizeiros de
ecossistemas naturais de Cerrado no norte de Minas Gerais. De modo geral, as
manchas foliares eram pequenas, que ao coalescer formavam grandes areas
irregulares (FIGURA 2), isso pode afetar a fotossintese devido a reducédo da area
das folhas ou, pelo desfolhamento prematuro da planta, sendo prejudiciais
principalmente no desenvolvimento durante a producdo de mudas (ASSIS, 2006;
MACIEL et al., 2022).

Figura 2 - Manchas irregulares nos foliolos de mudas e arvores de pequizeiros do norte de
Minas Gerais.

Fonte: Da autora, 2023
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Os sintomas observados foram separados, de acordo com suas
caracteristicas, como manchas nas bordas dos foliolos (FIGURA 3A, 3B, 3G);
manchas marrons irregulares (FIGURA 3B, 3D, 3E), manchas circulares e
arredondadas, marrom avermelhadas (FIGURA 3C, 3F), manchas nos peciolos
(FIGURA 3H), e seca de ponteiros.

Figura 3 - Manchas foliares em mudas e arvores de pequizeiros do norte de Minas Gerais.
(A) seca e encarquilhamento das bordas dos foliolos, (B) seca e manchas marrons no
foliolo, (C) manchas circulares marrons avermelhadas no foliolo, (D) manchas irregulares
nos foliolos, (E) manchas irregulares nos foliolos e peciolo, (F) manchas circulares marrons
avermelhadas no foliolo, (G) manchas enegrecidas nas bordas do foliolo, (H) manchas nos
peciolos

2 4

Fonte: Da autora, 2023

As manchas nas bordas dos foliolos, apareceram em aproximadamente, 13,
24 e 16%, das plantas no Viveiro 1 (Montes Claros), Viveiro 2 (Januaria) e plantio,
respectivamente. As manchas irregulares ocorreram em 46,7 e 93% das plantas, no
Viveiro 1, Viveiro 2 e plantio, nesta ordem. Assim como as manchas circulares, que
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apareceram mais no plantio (85%), do que nos demais locais de estudo, Viveiro 1
(7%) e Viveiro 2 (21%). O sintoma de manchas no peciolo foi observado somente no
Viveiro 1, em cerca de 9% das plantas (GRAFICO 1).

A seca de ponteiros também foi evidenciada nos viveiros estudados, sendo
4% no viveiro 1 e 40% no viveiro 2. No plantio, em torno de 16% das plantas
apresentavam seca dos ponteiros e em aproximadamente 30% das plantas
observou-se o estiolamento dos ramos. O estiolamento e alongamento dos entrenos
do pequizeiro sdo sintomas caracteristicos do mal-do-cip0, doenca associada ao
patdgeno Phomopsis sp. que pode ocorrer em arvores no campo e em mudas no
viveiro (CARVALHO, 2009).

Gréfico 1 - Porcentagem de manchas nas bordas dos foliolos, manchas irregulares e
circulares no limbo foliar, manchas nos peciolos e seca de ponteiros em mudas e arvores
jovens de pequizeiros em viveiros e plantio, no norte de Minas Gerais.
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De modo geral, a proporcao de plantas que apresentaram algum tipo de
mancha foliar ou nos peciolos, foi em torno de 52% no viveiro 1, 35% no viveiro 2 e
99% no plantio.

Situacdo semelhante foi relatada por Barroso (2021), em ecossistemas
naturais, onde, arvores jovens apresentaram maior ocorréncia de manchas foliares
do que &rvores mais velhas.

Assim como na avaliacao realizada em areas naturais (BARROSO, 2021), as
manchas foliares ndo apresentaram relacdo com a seca de ponteiros nas mudas e

nas arvores jovens no campo (GRAFICO 2).

Gréfico 2 - Porcentagem de manchas foliares, seca de ponteiros e plantas mortas de
pequizeiros em viveiros e plantio, no norte de Minas Gerais.

125

100
v
8
o
~@
£ 75
2
=
v
v
(1)
c 50
K
o
f 1
=]
s 25

£
, — . -
Viveiro 1 Viveiro 2 Plantio
Locais de estudo
B % de manchas foliares % de seca de ponteiros [} % de plantas mortas

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.



45

A seca de ponteiros em espécies arboreas pode ser causada por diversos
fatores, sendo fatores bidticos (fungos, bactérias e pragas), déficit nutricionais ou
condi¢cbes climaticas (MARQUES et al.,, 2013; ARRIEL et al., 2014; LEITE et al.,
2014; REIS et al., 2017). Entretanto, no pequizeiro, este sintoma foi associado ao
patogeno L. theobromae, apos a recuperacdo do fungo dos isolamentos de amostras
com sintomas de seca em arvores de ambientes naturais (BARROSO, 2021). Ainda
no grafico 2, é possivel observar que a mortalidade das mudas também nao se
mostrou relacionada aos demais sintomas, podendo estar associada a diferentes

fatores bidticos ou abiobticos.

3.2 Diagnose em laboratério

Foram identificados, por meio das caracteristicas morfolégicas, 11 géneros
fungicos isolados de sintomas de manchas foliares, manchas nos peciolos e seca de

ponteiros, conforme descrito no quadro 2.

Quadro 2 - Fungos isolados a partir de sintomas de manchas foliares e seca de ponteiros
em mudas e arvores de pequizeiros do norte de Minas Gerais

Géneros
fungicos
Colletotrichum
Epicoccum
Fusarium
Penicillium

Local Sintoma Tipo de sintoma

Bordas

Alternaria
Colletotrichum
Irregulares Lasiodiplodia

Viveiro 1 Manchas Foliares Penicillium
Pestalotiopsis

Alternaria
Colletotrichum
Fusarium
Lasiodiplodia
Penicillium
Pestalotiopsis

Circulares
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Peciolos

Lasiodiplodia
Penicillium
Phoma

Seca de ponteiros

Lasiodiplodia
Phoma

Viveiro 2

Bordas

Aspergillus
Colletotrichum
Lasiodiplodia
Pestalotiopsis
Phoma

_ Irregulares
Manchas Foliares

Aspergillus
Colletotrichum
Phoma
Phomopsis

Circulares

Colletotrichum
Lasiodiplodia
Penicillium Phoma
Phomopsis

Peciolos

Seca de ponteiros

Colletotrichum
Lasiodiplodia
Phoma

Plantio

Bordas

Manchas Foliares

Alternaria
Aspergillus
Bipolaris Fusarium
Lasiodiplodia
Phomopsis

Irregulares

Alternaria
Lasiodiplodia
Pestalotiopsis

Phomopsis
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Bipolaris
Colletotrichum
Fusarium
Lasiodiplodia
Penicillium
Pestalotiopsis
Phoma
Phomopsis

Circulares

Peciolos

Alternaria
Colletotrichum
Lasiodiplodia
Pestalotiopsis

Seca de ponteiros

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Considerando-se todos os sintomas detectados nos viveiros 1 e 2, os fungos
de maior ocorréncia foram dos géneros Lasiodiplodia e Colletotrichum e no plantio,
0S géneros mais incidentes foram Lasiodiplodia e Pestalotiopsis.

Em todas as repeticbes do isolamento com material vegetal sintomatico de
seca dos ponteiros, foi observada a predominédncia do fungo Lasiodiplodia
theobromae, identificado morfologicamente, corroborando com Barroso (2021), onde
houve a comprovacdo desse patdgeno como causador da seca de ponteiros em
pequizeiros. Lasiodiplodia € um patégeno que ocorre em Varias espécies arboreas,
apresentando diversos sintomas, sendo observados nos diferentes estadios de
desenvolvimento da planta, e em frutos e sementes (CARDOSO et al., 2009a;
CARDOSO et al., 2009b; LIMA et al., 2013; MARQUES et al., 2013; ROLIM et al.,
2022;).

Estudos mostram que Lasiodiplodia sp. pode ser disseminado por meios
bidticos ou abidticos (CARDOSO; FREIRE; SA, 1998; CARDOSO et al., 2009a;
CARDOSO et al., 2009b), sendo as mudas contaminadas, consideradas fonte de
in6culo primario e as plantas infectadas como fonte secundaria (CARDOSO et al.,
2010).
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Além dos sintomas mais frequentemente encontrados em decorréncia desse
patégeno, como podridao de raizes (PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017), morte
descendente (MACEDO, 2005), cancros (PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017,
HUDA-SHAKIRA et al.,, 2022), gomose (CARDOSO et al., 2004; AHMED et al.,
2019) e podriddo de frutos (ROSADO et al., 2016), esse patégeno também é
causador de manchas foliares em espécie arborea (ZHU et al., 2014), como
observado neste estudo. Frequentemente, constatou-se a presenca Lasiodiplodia sp.
associada as les@es foliares, porém, néo se testou sua patogenicidade em folhas de
pequizeiros para comprovagao do seu comportamento patogénico.

Em cerca de 60% dos isolamentos realizados no laboratorio, foi constatada a
presenca do fungo Colletotrichum. Esse patégeno € relatado na literatura como o
causador da antracnose em pequizeiro (ANJOS; CHARCHAR; AKIMOTO, 2002), e é
uma das principais doencas desse hospedeiro, sendo observada em pequizeiros de
diferentes estados brasileiros (ANJOS; CHARCHAR; AKIMOTO, 2002; CARVALHO;
AMARAL, 2018; BARROSO, 2021; JUNQUEIRA et al.,, 2021). A antracnose €
caracterizada por lesbes marrons escuras de formato irregular nas folhas,
aparecendo também nos ramos novos na forma de lesdes necréticas escuras
(JUNQUEIRA et al., 2021), assim como observado nas mudas e arvores analisadas
neste estudo.

No pequizeiro, o fungo Pestalotiopsis, € relatado causando manchas foliares
em mudas (CARVALHO; ARAUJO, 1994), porém, nos isolamentos realizados nesse
estudo, Pestalotiopsis foi identificado tanto nos materiais vegetais obtidos de mudas
quanto de arvores. Este patdégeno é associado a manchas foliares em diversos
hospedeiros, como em plantas ornamentais, frutiferas e florestais (SERRA;
COELHO, 2007; CARDOSO et al., 2003; SOUZA; SILVA; PEREIRA, 2020).

Phomopsis sp. foi constatado nos isolamentos a partir de materiais vegetais
do Viveiro 2 e plantio. Este fungo € relatado como o causador do mal-do-cip6 em
pequizeiros, atacando arvores e mudas (JUNQUEIRA et al., 2021). Ainda conforme
Junqueira et al. (2021), essa doenca inicia-se com areas necroticas nas folhas e

brotacdes novas progredindo para folhas retorcidas e deformadas com crescimento
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reduzido e os ramos alongados e estiolados excessivamente. Além do pequizeiro,
Charchar, Anjos e Melo (2002) comprovaram a patogenicidade de Phomopsis sp. em
jatoba (Hymenaea stigonocarpa Mart.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), soja
(Glycine max L. (Merr.)), café (Coffea arabica L.), tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.), aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All.), baru (Dipteryx alata Vog.), cagaita
(Eugenia dysenterica Mart. ex. DC.), mangaba (Hancornia speciosa Gomez) e caju-
do-campo (Anacardium humile Matrt.).

Fungos contaminantes dos géneros Aspergillus e Penicillium, o endofitico
Phoma sp. (POLLI et al., 2013), fungos associados a doencas foliares em espécies
arboreas como Fusarium sp., Alternaria sp. (LUCINI; PUTZKE, 2015), Epicoccum sp.
(BENSO et al.,, 2020), Bipolaris sp. (GONGCALVES; VALLIM; MACEDO, 2022)
também foram resgatados nos isolamentos realizados de materiais de todos os
locais de estudos, porém, com menor frequéncia. Entretanto, ndo se testou a
patogenicidade destes fungos para confirmar o seu comportamento patogénico em

pequizeiros.

3.3 Sanidade de sementes

Na avaliacdo sanitdria das sementes de pequi, considerando os dois
tratamentos (com e sem endocarpo) e os métodos de analise (Blotter e MEA), foram
detectados géneros de cinco fungos e um microrganismo desconhecido, semelhante
a um actinomiceto (QUADRO 3).

Quadro 3 - Porcentagem de ocorréncia de microrganismos associados as sementes de
Caryocar brasiliense, com e sem endocarpo, submetidos aos métodos de Blotter e meio Malt
Extract Agar, respectivamente.

. : Semente com endocarpo  Semente sem endocarpo
Microrganismos

Blotter MEA
Aspergillus 67 88
Lasiodiplodia 69 0
Penicillium 40 8
Trichoderma 23 25

Desconhecido 50 65
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O género Aspergillus teve alta incidéncia nos dois métodos de analise, Blotter
e MEA, com 67% e 88%, respectivamente. Esse género, juntamente com o
Penicillium, que também ocorreu nas sementes dos dois tratamentos, séo fungos de
armazenamento, descritos como 0s principais géneros de fungos associados a
sementes durante o armazenamento em condi¢cées inadequadas (NEERGAARD,
1979; DHINGRA, 1985). Tais fungos sdo encontrados em sementes de espécies
florestais (BOTELHO; MORAES; MENTEN, 2008; ARAUJO et al, 2009),
normalmente pela contaminacao dos frutos quando caem no solo e sua propagacao
durante o beneficiamento e armazenamento (MAGALHAES et al., 2008). Ainda
conforme os autores, esses fungos comprometem a qualidade fisiolégica das
sementes, diminuindo sua capacidade germinativa ou levando a morte de embrides.
Porém, Oliveira, Davide e Carvalho (2003), avaliando métodos de desinfestacdo de
sementes de canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert), detectaram que
as sementes infectadas por esses fungos ndo tiveram sua capacidade de
germinacao afetada.

O fungo Lasiodiplodia, também ocorreu com expressiva frequéncia no Blotter
test, em 69% das sementes avaliadas (FIGURA 4). Alguns autores relatam a
associacdo patogénica desse fungo em espécies de Pinus e Passiflora, causando
podriddo de sementes e damping-off (MACIEL et al., 2015; PARISI et al., 2018).

Figura 4 - Blotter test com pirénios de Caryocar brasiliense Camb. Presenca de conidiomas
na superficie dos pirénios (setas vermelhas).
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Fonte: Da autora, 2023

Cardoso et al. (2009b), avaliando a transmissédo de Lasiodiplodia sp. em
propagulos de cajueiro, expuseram a hipétese da transmissédo do patdgeno ser via
sementes, considerando a incidéncia da doenca, em proporcdes elevadas, nas
arvores em areas isoladas. No pequizeiro, o fato de o teste de sanidade ter retratado
a ocorréncia frequente desse patdgeno nas sementes reforca essa hipétese,
necessitando-se de comprovacao da sua transmissao por essa via.

O fungo Trichoderma, é comumente encontrado em teste de sanidade de
sementes de espécies florestais (OLIVEIRA; DAVIDE; CARVALHO, 2003;
LAZAROTTO et al., 2012; MACIEL et al., 2015). Além disso, é utilizado como agente
de controle biol6gico (MEYER et al., 2019). Moura et al. (2022), avaliando o controle
biolégico de Trichoderma sobre a qualidade de sementes de Astronium urundeuva,
constatou uma maior germinacao e vigor de plantulas que haviam sido inoculadas
com esse fungo.

Em relacdo ao microrganismo desconhecido, apresentaram crescimento
micelial abundante, inicialmente esbranquicado até chegar ao cinza-escuro, porém
sua identificacdo nao foi possivel por ndo haver crescimento de estruturas que
permitissem essa caracterizacao.
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3.4  Patogenicidade de Lasiodiplodia sp.

Apés 72 horas da inoculagdo foram observados os primeiros sintomas de
murcha das folhas apicais de algumas das repeticBes inoculadas com os isolados
LP02, LPO5 e LPO7. A sete dias da inoculacéo, ficaram mais evidentes os aspectos
de murcha, necrose do peciolo e apice das mudas inoculadas com o isolado LP05
(FIGURA 5). Depois de 10 dias do inicio do experimento, as mudas inicialmente
murchas, se tornaram totalmente secas e quebradicas, com folhas de coloracao

verde, constatando-se finalmente a morte dessas plantas.

Figura 5 - Mudas de Caryocar brasiliense durante o teste de patogenicidade. Mudas com
sintomas de murcha ap6s 7 dias de inoculacédo (A, B, C). (A) Muda inoculada com isolado
LP02; (B) Muda inoculada com isolado LPO5; (C) Muda inoculada com isolado LPO7; (D)
Testemunha sem ferimento; (E) Testemunha com ferimento.

Fonte: Da autora, 2023.

Apesar de metodologia de inoculacdo semelhante a usada por Barroso
(2021), os sintomas se apresentaram diferentes aos da pesquisa da autora, que
conseguiu reproduzir sintomas de seca de ponteiros e morte descendente em todas
as repeticdes de plantas inoculadas com o isolado LP02. No presente estudo, nem
todos os isolados e repeticdes foram capazes de reproduzir sintomas de doencas
durante o teste de patogenicidade.

Uma das hipoteses que poderia explicar o fato € que mudas de Caryocar
brasiliense sdo produzidas de forma seminal, com sementes provenientes de
diferentes matrizes, ocasionando alta variabilidade genética entre elas. Isso poderia

ocasionar distintos comportamentos das mudas apds a inoculacdo do patdégeno
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talvez por diferentes graus de resisténcia ao patdogeno. Mas, novos estudos deveréo
ser realizados para comprovacao do fato.

As testemunhas com e sem ferimento, mais inoculagcdo com disco de meio de
cultura estéril, ndo apresentaram nenhum sintoma ou dano, apos 20 dias da
inoculacdo (FIGURA 4). Apés 30 dias da inoculagéo, foi possivel confirmar os
postulados de Koch, com o reisolamento do patégeno a partir de materiais de

plantas com sintomas, que foram inoculadas com os isolados LP02, LP0O5 e LPO7.

4. CONCLUSAO

Independentemente do estadio de desenvolvimento das plantas, mudas nos
viveiros ou arvores jovens no plantio, foram constatados diferentes sintomas de
doencas bidticas.

Foram resgatados a partir de materiais de plantas com sintomas e,
identificados por meio de caracteristicas morfolégicas, 11 géneros flngicos
associados a manchas foliares (manchas nas bordas dos foliolos, manchas
circulares e irregulares no limbo foliar, e manchas nos peciolos) e, a secas de
ponteiros.

O fungo Lasiodiplodia sp. foi resgatado em todos os isolamentos realizados
com materiais de origens e sintomas diversos, além, de ser detectado em 70% das
sementes de pequizeiros no Blotter test.

A metodologia usada permitiu a comprovacao de patogenicidade dos isolados
LP02, LPO5 e LPO7, originarios de materiais com manchas foliares em arvores
jovens no plantio, manchas foliares em mudas no Viveiro 1 e de secas de ponteiros
em mudas no Viveiro 2, respectivamente.

O quadro sintomatologico se caracterizou por murcha inicial das folhas,
descoloracédo foliar, seca de folhas, ramos e ponteiros e finalmente, morte das

plantas.
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Caracterizacdo cultural, morfolégica e molecular de isolados de Lasiodiplodia
spp. associados a Caryocar brasiliense Camb.

RESUMO

Um fungo morfologicamente semelhante a Lasiodiplodia theobromae foi comprovado
como causador de seca de ponteiros e morte descendente em pequizeiros no
cerrado da regido norte de Minas Gerais. Porém, pouco se conhece sobre a
diversidade de isolados obtidos nas diferentes fases de desenvolvimento da planta.
Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar a caracteriza¢éo cultural, morfolégica e
molecular de isolados de Lasiodiplodia spp. obtidos de sementes, mudas e arvores
de Caryocar brasiliense. O desenvolvimento das colbnias, crescimento micelial,
coloracéo, tipo de micélio e dimensdao de conidios dos diferentes isolados foram
avaliados em dois meios de cultura, BDA e MEA. Estudos filogenéticos basearam-se
nas sequéncias das regides ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e na sequéncia parcial do gene
fator de elongacdo (EF-1a). Os diferentes meios de cultura ndo influenciaram os
aspectos culturais e morfolégicos dos isolados. As dimensdes dos conidios variaram
de 15,7 — 25,6 x 8,6 — 15,3, cultivados em meio de cultura BDA e 14,8 — 27,5 x 8,9 —
16,3 cultivados em meio de cultura MEA. A anélise dos fragmentos dos genes ITS e
EF-1a nao foram suficientes para confirmar com precisdo a identidade dos isolados
de Lasiodiplodia, apresentando dualidade de identidade para um mesmo isolado.
Estudos adicionais de caracterizacdo sdo necessarios para entender a complexidade
da biologia do patdgeno e subsidiar estratégias eficientes de manejo da doenca e a
conservagao do pequizeiro.

Palavras-chave: Pequizeiros, seca de ponteiros, Botryosphaeriaceae, analises
filogenéticas.
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Cultural, morphological and molecular characterization of Lasiodiplodia spp.

isolates associated with Caryocar brasiliense Camb.

ABSTRACT

A fungus morphologically similar to Lasiodiplodia theobromae has been confirmed as
the causative agent of tip dieback and downward death in pequi trees in the Cerrado
region of northern Minas Gerais. However, little is known about the diversity of
isolates obtained at different stages of plant development. Therefore, the objective of
this study was to perform cultural, morphological, and molecular characterization of
Lasiodiplodia spp. isolates obtained from seeds, seedlings, and trees of Caryocar
brasiliense. The development of colonies, mycelial growth, color, type of mycelium,
and conidial dimensions of the different isolates were evaluated on two culture
media, PDA (Potato Dextrose Agar) and MEA (Malt Extract Agar). Phylogenetic
studies were based on the sequences of the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA regions and the
partial sequence of the elongation factor gene (EF-1a). Different culture media did
not influence the cultural and morphological aspects of the isolates. Conidial
dimensions ranged from 15.7 to 25.6 x 8.6 to 15.3 when cultured on PDA and from
14.8 to 27.5 x 8.9 to 16.3 when cultured on MEA. The analysis of ITS and EF-1a
gene fragments was not sufficient to confirm the identity of Lasiodiplodia isolates
accurately, showing dual identity for the same isolate. Further characterization
studies are needed to understand the complexity of the pathogen's biology and
support effective disease management strategies and the conservation of pequi
trees.

Keywords: Pequi trees, tip dieback, Botryosphaeriaceae, phylogenetic analyses.
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1. INTRODUCAO

O Pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma espécie nativa do Cerrado
com elevada importancia na regido norte de Minas Gerais, devido principalmente a
comercializacdo dos seus frutos que contribui com a renda das comunidades
tradicionais e extrativistas da regido. Dentre as doencas citadas na literatura e de
ocorréncia no pequizeiro, tem-se a morte descendente e seca de ponteiros, que é
encontrada com frequéncia em pequizeiros nativos e cultivados, atacando plantas de
todas as idades (JUNQUEIRA et al.,, 2021). Relatada como sendo causada por
Lasiodiplodia theobromae, a doenca € caracterizada pelo secamento dos ramos
novos e das folhas, sentido copa base, progredindo para a morte das plantas,
sintoma tipico de “dieback” (JUNQUEIRA et al., 2021).

Os fungos pertencentes a ordem Botryosphaeriales, como o género
Lasiodiplodia, possuem distribuicdo mundial com uma ampla gama de hospedeiros
(BURGESS et al., 2019). Sdo conhecidos pelas doencas que causam em espécies
arbéreas, como patdégenos primarios ou latentes que residem nos tecidos de
hospedeiros assintomaticos (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007). As recentes revisdes
dos Botryosphaeriales constam 11 familias, 90 géneros e aproximadamente 6.482
espécies (INDEX FUNGORUM, 2023), sendo a Botryosphaeriaceae a maior familia
dentro dessa ordem (SLIPPERS et al., 2017; INDEX FUNGORUM, 2023).

Espécies da familia Botryosphaeriaceae sdo associadas a diversos
hospedeiros, atuando como patégenos primarios ou secundarios, e endofiticos que,
gquando em condicbes de estresse da planta hospedeira podem, se tornar
patogénicos (PUNITHALINGAM, 1976; SLIPPERS; WINGFIELD, 2007). Muitas
espécies dessa familia representam complexos de espécies cripticas, ou seja, sao
morfologicamente semelhantes, porém sdo geneticamente distintas (PHILLIPS et al.,
2013).

Espécies de Lasiodiplodia estdo presentes em todo o mundo, no Brasil,
espécies desse género sdo relatadas ocorrendo em diferentes culturas arboreas

como bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) (NAKASONE et al., 2020); cajaraneira
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(Spondias cytherea Sonn.) (LIMA et al.,, 2014), cajazeira (Spondias mombin L.),
gravioleira (Annona muricata L.), umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) (LIMA et al.,
2013), mamoeiro (Carica papaya L.) (NETTO et al., 2014), videira (Vitis sp.)
(PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017), coqueiro (Cocos nucifera L.) (ROSADO et
al., 2016), cajueiro (Anacardium occidentale L.) (CARDOSO et al., 2010), mangueira
(Mangifera indica L.) (MARQUES et al., 2013) e aceroleira (Malpighia emarginata
DC.) (LIMA et al., 2012). Atualmente, o género possui 85 espécies descritas, com
base em dados genéticos e caracteristicas morfologicas (INDEX FUNGORUM,
2023). Entretanto, a maior parte dessas espécies sdo consideradas cripticas dentro
do complexo L. theobromae (ALVES et al., 2008; CRUYWAGEN et al., 2017).

Devido a ocorréncia de Lasiodiplodia sp. associado a sintomas de doencas
em pequizeiros de diferentes estadios de desenvolvimento, e a ampla diversidade
genética do fungo, estudos mais detalhados sobre este género sao necessarios para
melhor compreensdo da sua diversidade populacional, e consequentemente da
variabilidade genética dos isolados fitopatogénicos existentes em uma populacéo
hospedeira ou regido, informacdes que sdo importantes para o melhoramento
genético da espécie hospedeira e manejo de doencas.

Diante disso, este trabalho objetivou realizar a caracterizagdo -cultural,
morfolégica e molecular de isolados de Lasiodiplodia spp. obtidos de sementes,

mudas e arvores de Caryocar brasiliense.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencgéao de isolados e culturas monohifais

Foram obtidos seis isolados de Lasiodiplodia sp. a partir de materiais com
diferentes sintomas em mudas e arvores. Foram coletados nos municipios de
Montes Claros, Januaria, Bonito de Minas e Japonvar, todos inseridos na regido
norte de Minas Gerais, além de sementes (QUADRO 4; FIGURA 6). Os isolamentos

foram realizados no Laboratorio de Patologia Florestal do Instituto de Ciéncias
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Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais, pelo método de isolamento direto
ou indireto, conforme Alfenas e Mafia (2016).

Quadro 4 - Descricdo dos isolados de Lasiodiplodia sp. obtidos de pequizeiros no Cerrado
do Norte de Minas Gerais.

Cddigo Tipo d‘? Idade da Cidade Local Sintomas
Hospedeiro Planta
LPO1 Arvores >30 anos Bonito de Ecossistema Soen?t:i;joes
Minas natural P
) Manchas
LPO2 Arvores 13 anos Japonvar Plantio foliares
) Montes Manchas
LPO3 Arvores >18 anos Plantio foliares
Claros
Seca de
LPO5 Mudas 5 meses Januaria Viveiro ponteiros
Montes Manchas
LPO7 Mudas 4 meses Viveiro foliares
Claros
LPO8 Sementes i Montes Ecossistema -
Claros natural

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Figura 6 - Distribuicdo (por municipio) dos isolados de Lasiodiplodia.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para obtencdo das culturas monohifais, discos de micélio das culturas puras
dos isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio BDA (39g de
Batata-dextrose-agar em 1000 mL de agua). Apds 24 horas, um segmento individual
de hifa foi seccionado, e com auxilio de uma agulha esterilizada, foi transferido para
uma nova placa de Petri com meio BDA e acondicionado a 25 °C e fotoperiodo de

12 horas em camara de crescimento.

2.2  Caracterizacao cultural e morfoldgica dos isolados

Para a caracterizagdo cultural dos isolados, transferiu-se discos de micélio de
5mm de diametro, das culturas puras previamente cultivadas, para o centro de
placas de Petri contendo o meio de cultura a ser testado, BDA (399 de Batata-
dextrose-agar em 1000 mL de agua) e MEA (20g de Extrato-Malte-Agar em 1000mL

de agua) e, posteriormente, foram incubadas sob fotoperiodo de 12 horas a 25 °C.
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Na avaliagdo do crescimento micelial, foram medidos os diametros das
colénias com o auxilio de uma régua milimétrica, em dois sentidos perpendiculares,
a cada 24 horas. As medi¢cdes foram finalizadas quando o micélio da col6nia cobriu
toda a placa, determinando-se a velocidade média de crescimento do fungo
(mm/dia). O calculo de velocidade do crescimento é dado pela férmula, conforme
descrito por Oliveira (1991):

%(D —Da)
N

IVCM =

Onde:

IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial;
D= Diametro médio atual da colbnia;

Da= Diametro Médio da Col6nia do dia anterior;

N= numero de dias ap6s montagem do experimento (repicagem do fungo).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 6x2 (6 isolados versus 2 meios de cultura), com 4 repeticdes,
totalizando 12 tratamentos e 48 parcelas, sendo cada repeticAo composta por uma
placa. Os dados foram submetidos a analise de variancia, por meio do software R
Studio, comparando-se as médias pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Aspectos macromorfolégicos como producdo de picnidio e coloracdo da
colénia também foram avaliados para a caracterizacdo cultural dos isolados. A
producédo de picnidios foi analisada por meio da visualizacdo dessas estruturas com
auxilio de microscépio estereoscopico, em cada isolado, apés 15 dias de cultivo.
Para a caracterizacdo da coloracdo das colonias, utilizou-se a carta de Munsell
(2009) como parametro, avaliando-se a coloracdo predominante das colbnias de
cada isolado 15 dias apds a repicagem.

Culturas monohifais dos isolados foram examinadas por meio de microscopio

optico Zeiss Axio Lab A.1 associado ao programa computacional para analises
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morfométricas das estruturas por meio das imagens. As dimensdes dos conidios

(largura e comprimento) foram medidas apés 35 dias de cultivo, em 30 repeticdes.

2.3  Caracterizacao molecular

A extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) dos isolados fungicos, a
amplificacé@o, o sequenciamento e as analises filogenéticas foram realizadas por um
laboratorio especializado. Para a identificacdo dos isolados foi realizada a
amplificacdo e o sequenciamento das regides “internal transcribed spacer region”
(ITS) e fator de elongacao (TEF1-a) (QUADRO 5).

Quadro 5 - Iniciadores “primers” selecionados para a identificacdo da espécie para os
estudos filogenéticos

Temperatura
Regido génica Primer Sequéncia Sentido e tempo de Referéncia
anelamento

5'_
CGGTCACTT o , .
EF1-688F GATCTACAA Senso 55°C-1 Jietal., 2017
GTGC-3'
5'_
CCTCGAACT . o . :
EF1-1251R CACCAGTAC Anti-senso 55°C-1 Jietal., 2017
CG-3'
5'_
TCCGTAGGT o .
ITS1 GAACCTGCG Senso 52°C-1 Jietal., 2017
5.8S e 28S G-3'
rDNA (ITS) 5'-
TCCTCCGCTT . o .
ITS2 ATTGATATGC Anti-senso 52°C-1 Jietal., 2017

-3'

Fator de
elongacéo
(TEF1-a)

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas no software Geneious
Prime® versdo 2022.2.2 (https://www.geneious.com/prime/). Todas as sequéncias
passaram por analises e foram alinhadas utilizando as sequéncias obtidas pelas fitas
senso e antisenso (foward e reverse), quando necessario. A identificacdo inicial dos
isolados foi realizada utilizando o algoritmo Basic Local Alignment Search Tool

nucleotide (BLASTn) alocado na plataforma do National Center for Biotechnology
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Information (NCBI), com outros isolados depositados no banco de dados do
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). O alinhamento das sequéncias

obtidas neste estudo e GenBank foi realizado por meio do software MEGA, verséo
11.0, utilizando-se o método ClustalWw.

Fusicoccum fabicercianum foi utilizado como outgroup para compor a raiz da
arvore filogenética, sendo esta espécie adequada para a analise, pois as espécies
pertencem a mesma familia, Botryosphaeriaceae, mas sdo claramente separadas
pela morfologia dos conidios, que apresenta parede espessa e menor razao
comprimento e largura (LUQUE et al., 2005; PHILLIPS et al., 2005). As sequéncias
(ITS e EF-1a) foram avaliadas de maneira concatenada e individualmente.

Para a sintese da arvore filogenética, foi considerada a selecdo de todos os
acessos de Lasiodiplodia spp., de outros paises e hospedeiros, disponiveis no NCBI.
O método selecionado para a andlise foi o da Maxima Verossimilhanga, os valores
foram calculados e o modelo foi escolhido de acordo com o Akaike Information
Criterion (AIC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao cultural e morfoldgica dos isolados

Para o crescimento micelial, ndo houve interacéo significativa a 5%, entre os
fatores isolados e meios de cultura, apresentando apenas diferencas entre os
isolados (TABELA 1). Resultados semelhantes foram observados por Fovo, Dostaler
e Bernier (2017), onde, avaliando a influéncia dos meios de cultura BDA, MEA e V8
e temperaturas no crescimento micelial de Lasiodiplodia sp., isolados de
Ricinodendron heudelotii (Baill.) Heckel, também n&o detectaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos.

Os isolados LP02 e LPO5 apresentaram maiores valores do indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM), sendo iguais estatisticamente, seguidos

pelo isolado LPO8 que se diferenciou estatisticamente dos demais, e os isolados
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LPO1, LPO7 e LPO3 que apresentaram os menores valores de IVCM e nao diferiram
estatisticamente entre si (TABELA 1).

Tabela 1 - indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) dos isolados de
Lasiodiplodia sp. cultivados nos meios de cultura BDA (Batata-dextrose-agar) e MEA (Agar-
extrato-de-malte)

ISOLADO IVCM
LP02 43,8 A
LPO5 41,7 A
LPOS 38,3B
LPO1 33,8C
LPO7 32,0C
LPO3 30,4 C

CV(%) 7,73

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As variacdes de crescimento micelial entre os isolados sédo resultados do
aproveitamento dos mesmos sobre os meios de cultura que sao utilizados
(OLIVEIRA et al.,, 2010), demonstrando que os isolados LP02 e LPO5, que
apresentaram maiores valores de IVCM, tiveram maior aproveitamento das
substancias fornecidas pelos meios de cultura, desenvolvendo-se mais rapidamente.
Valores semelhantes de crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae crescidos
em meio BDA foram observados por Lima et al. (2013), Lima et al. (2014), Pereira et
al. (2006), e de Lasiodiplodia pseudotheobromae crescida em meio MEA observados
por Netto (2014).

O isolado LP0O8 apresentou IVCM de 38,3 mm/dia, aproximando das taxas
meédias de crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae encontrada por Maciel
et al. (2015) e Halfeld-Vieira, Nechet e Souza (2007), isolados de pinus (Pinus elliottii
e Pinus taeda), citros (Citrus sp.), coqueiro (Cocos nucifera L.) e acécia (Acacia
mangium Willd.), respectivamente. Os demais isolados apresentaram um IVCM
variando de 30,4 a 33,8 mm/dia. Taxas semelhantes também foram constatadas por
Lima (2011) em isolados de cajueiro com sintomas de podriddo preta da haste e
resinose. De modo geral, as colbnias de todos os isolados nos meios de cultura BDA
e MEA apresentaram crescimento vigoroso, cobrindo totalmente a placa entre 72 a

120 horas de cultivo.
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Todos os isolados apresentaram, inicialmente, micélio aéreo esbranquicado,
onde, apods trés dias passaram a apresentar tonalidades de cinza, e, com 7 a 10 dias
tornaram-se colbnias enegrecidas (FIGURA 7).

Figura 7 - Variabilidade morfolégica entre isolados de Lasiodiplodia spp. associados a
Caryocar brasiliense. (A) 3 dias apds crescimento micelial total da placa (B) 7 dias apés
crescimento micelial total da placa

Fonte: Da autora, 2023.

Assim como neste estudo, outros autores notaram uma variagcéo na coloracéo
de colbnias de L. theobromae, isolados de diferentes hospedeiros e regides, sempre
se iniciando branca ou branca acinzentada, passando por tons de cinza, até tornar-
se preta (PUNITHALINGAN, 1976; PEREIRA et al., 2006; MARQUES et al., 2013;
NETTO et al., 2014; NAM et al.,, 2016; RAMJEGATHESH et al., 2019; HUDA-
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SHAKIRAH et al., 2022). Varia¢cdes nas caracteristicas morfoldgicas das colbnias
também foram observadas por Pereira et al. (2006) e Lima et al. (2014), avaliando,
entre outras, as caracteristicas morfolégicas do patégeno L. theobromae isolados do
cajueiro (Anacardium occidentale L.), mangueira (Mangifera indica L.), maracujazeiro
(Passiflora edulis L.), coqueiro (Cocos nucifera L.), mamoeiro (Carica papaya L.) e
cajarana (Spondias cytherea Sonn.), respectivamente. Apenas os isolados LP01, 02,
03 e 07 cultivados em MEA e LP03 e LP0O7 em BDA apresentaram a formacéo de
picnidios no periodo avaliado (QUADRO 6).

Quadro 6 - Caracteristicas culturais de isolados de Lasiodiplodia spp. em relagdo a cor da
colénia e formacéo de picnidios nos meios de cultura BDA (Batata-dextrose-agar) e MEA
(Agar-extrato-de-malte)

Cor da Colbnia* Formacdao de picnidios**

Meios BDA MEA BDA MEA
Isolados

LPO1 7.5YR4/0 7.5YR5/0 - +

LPO2 2.5Y4/0 7.5YR3/0 - +

LPO3 7.5YR5/0 2.5Y4/0 + +

LPO5 2.5Y5/0 7.5YR3/0 - -

LPO7 7.5YR4/0 7.5YR5/0 + +

LPO8 10YR4/1 2.5Y2/0 - -

* Classificagc&o pela carta de Munsell
** (-) = ndo formou picnidios; (+) formou picnidios
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Foram observados conidios imaturos, no isolado LP02 cultivado no meio BDA,
e maduros nos isolados LP01, 03 e 07, cultivados no meio BDA e MEA. Os conidios
eram inicialmente hialinos, de paredes finas e asseptados, de formato ovoide a
elipsoide, forma que se mantém quando maduros. As dimensdes dos conidios

maduros e imaturos de Lasiodiplodia spp. estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 - Medidas de comprimento e largura de conidios de isolados de Lasiodiplodia spp.
de Caryocar brasiliense Camb.
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Comprimento X Largura (um)

Meios BDA MEA
m

LPO1 16,1-23,6 x 8,6-14,7 14,8-23,2 x 8,9-12,9
LPO2 15,7-24,7 x 10,4-14,0 -

LPO3 19,1-25,5 x 11,1-15,3 18,9-27,5x 11,9-154
LPO5 - -

LPO7 19,7-25,6 x 10,5-14,7 19,1-26,3 x 9,9-16,3
LPO8 - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os conidios imaturos observados no isolado LP02, sdo hialinos, asseptados,
com paredes duplas, de formatos elipsoides e ovoides (FIGURA 6), com tamanho
variando de 15,7 a 24,7 uym de comprimento por 10,4 a 14,0 um de largura. Os
conidios imaturos de Lasiodiplodia sp. observados por Huda-Shakirah et al (2022),
isolados do cacaueiro, apresentaram médias aproximadas as observadas neste
estudo. Os isolados LP0O1, 03 e 07 apresentaram conidios maduros de coloracéo
castanho claro a escuro, com um septo e estrias longitudinais (FIGURA 8), e
dimensbes médias variando 19,9-22,6 um x 11,4-12,9 um cultivados no meio de
cultura BDA, e 19,5-23,6 um x 11,0-13,6 pum cultivados no meio MEA.

Figura 8 - Conidios imaturos (A) e maduros (B) de Lasiodiplodia spp. isolados de Caryocar
brasiliense Camb. Detalhes de coloragdo marrom escura, septos longitudinais e transversais
caracteristicos do patégeno (B).
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Fonte: Da autora, 2023.

O isolado LPO3 apresentou 0s menores Vvalores para a relacao
comprimento/largura, tanto para o meio BDA (1,73 um), quanto para o MEA (1,65
pm). Borges (2014), realizando a etiologia do cancro na teca e a caracterizagéo
patogénica e molecular da Lasiodiplodia sp., observou os mesmos valores para a
relacdo C/L de isolados obtidos da cajazeira e serigueleira. O isolado LPO1
apresentou valores médios para a relagcdo comprimento/largura (C/L), 1,75 ym e
1,78 um, em BDA e MEA, respectivamente, valores semelhantes aos observados
por Ramjegathesh et al. (2019) e Costa et al. (2010) em isolados obtidos da
mangueira e coqueiro, nessa ordem. O isolado LPQO7 apresentou 0os maiores valores
para a relacdo comprimento/largura, 1,79 um em meio de cultura BDA e 1,83 um em
meio de cultura MEA, assim como os valores observados por Alves et al. (2008).

Essa relagdo comprimento/largura expressa a forma do conidio, onde quanto
maior o valor dessa relacédo, mais afinado é o conidio, ou seja, elipsoide. E quanto
menor esse valor, mais arredondado €, ou seja, ovoide (LIMA et al., 2013). Neste
estudo, ficou evidente que houve wuma variagdio nas dimensdes e,
consequentemente, nas formas dos conidios dos isolados de Lasiodiplodia spp.,
independente do meio de cultura em que foram cultivados. Apesar disso, as
dimensfes observadas estdo em concordancia com as descritas por Punithalingam
(1976).
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3.2  Caracterizacado molecular dos isolados

Somente para os isolados LP0O1, 02 e 03 foi possivel realizar a caracterizacao
molecular, pois, para os demais isolados, houve uma impossibilidade de realizar o
sequenciamento. Os isolados LP01, LP02 e LPO3 foram identificados por meio da
analise filogenética da sequéncia parcial das regides ITS e EFl-a, onde foram
submetidas a uma comparacao inicial com as sequéncias j4 depositadas no NCBI
usando o algoritmo BLAST.

A porcentagem de semelhanca entre os isolados e as sequéncias disponiveis
no banco de dados variou de 98,74 a 100%, identificando quatro espécies do género
Lasiodiplodia, como, Lasiodiplodia sp., L. brasiliensis L. hormozganensis e L.
theobromae (QUADRO 7). Sendo uma dessas espécies, Lasiodiplodia sp.,

possivelmente nova.

Quadro 7 - Identificacdo das sequéncias EF1-a e ITS através da comparacao de sequéncias
depositadas no GenBank usando o BLAST

Isolado EF-1a Similaridade (%) ITS Similaridade (%)
LPO1 L. brasiliensis 100 L. theobromae 100
LPO2 Lasiodiplodia sp. 98,87 L. theobromae 99,63
LPO3 L. hormozganensis 98,74 L. theobromae 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os amplicons obtidos com os primers das regiées ITS e EF1- a produziram
sequéncias de aproximadamente 500 bp e 550 bp, respectivamente. A matriz dos
genes combinados consistiu em 2084 caracteres totais no alinhamento, incluindo
gaps, divididos entre as regides ITS (1371pb) e TEF1- a (713pb). Os isolados foram
separados do grupo externo (Fusicoccum fabicercianum) com um valor de 100%
bootstrap.

Apés as andlises filogenéticas das regides ITS e EF1-a, percebeu-se que 0s
isolados que inicialmente tinham sido identificados como L. theobromae, devido as
caracteristicas morfoculturais, foram identificadas como diferentes espécies para o
mesmo isolado com a mesma identidade de nucleotideos (QUADRO 6). Assim como

0 observado por Borges (2014), onde, realizando a caracterizacdo molecular da L.
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theobromae, obtidas de diferentes hospedeiros, a utilizacdo dessas regifes génicas
nao foram suficientes para agrupar de forma correta os isolados, sendo preciso a
utilizacao de outros genes menos conservados para conseguir a real identidade dos
isolados.

Em estudos anteriores, sobre espécies da familia Botryosphaeriaceae,
utilizava-se somente um gene para a identificacdo das espécies, entretanto,
percebeu-se que para algumas espécies cripticas, como espécies de Lasiodiplodia,
havia certa dificuldade em distingui-las com base em genealogias de um Unico gene,
sendo necessaria a combinacao de outras regides de genes (SLIPPERS et al., 2004;
PAVLIC et al., 2007). Van Der Linde et al. (2011), conduzindo estudos filogenéticos
com espécies de Lasiodiplodia, utilizando as regides ITS e TEF-1a, ndo obtiveram
boa resolucdo de clado, corroborando com este estudo. Isso evidencia a
necessidade de inclusdo de mais regides génicas nas analises filogenéticas de
espécies de Lasiodiplodia, para obter maior precisdo na identificacdo, como
observado por Rosado et al. (2016), utilizando as regiées ITS, TEF-1a e B-tubulina
(tub2), e Huda-Shakirah et al. (2022) utilizando as regides ITS, TEF-1a, Tub2 e RNA
polimerase Il (rpb2).

Com isso, observa-se a necessidade de estudos mais detalhados, com mais
regibes de genes, para uma identificacdo mais precisa das quais espécies
associadas as doencas nos pequizeiros e, portanto subsidiar a definicdo do manejo
de doencas em viveiros, plantios e areas naturais, reduzindo a mortalidade e

possibilitando a conservacdo da espécie.

4. CONCLUSAO

Foi possivel isolar o fungo com caracteristicas culturais e morfolégicas de
Lasiodiplodia a partir de materiais com sintomas de manchas foliares e seca de
ponteiros em viveiros, areas naturais e plantios, e também de sementes de

pequizeiro.
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Todos os isolados de Lasiodiplodia spp. obtidos de pequizeiros de diferentes
estadios de desenvolvimento e locais da regido norte de Minas Gerais apresentaram
variacfes nos aspectos culturais e morfolégicos.

Os meios de cultura utilizados néo influenciaram no crescimento micelial,
onde os isolados LP02 e LPO5, apresentando maior IVCM.

Todos os isolados apresentaram coloragcdo da col6nia inicialmente branca,
tornando-se cinza-escuro a preta.

As dimensfes dos conidios variaram de 15,7 — 25,6 x 8,6 — 15,3, cultivados
em meio de cultura BDA e 14,8 — 27,5 x 8,9 — 16,3 cultivados em meio de cultura
MEA, dentro do padrdo para espécies do género Lasiodiplodia.

As regides ITS e TEF néo foram suficientes para realizar uma identificacdo e
caracterizagcdo molecular precisa das espécies de Lasiodiplodia do trabalho, por
isso, estudos que incluem mais regibes génicas nas analises filogenéticas de
espécies de Lasiodiplodia sdo necessarios para obter maior precisdo na

identificacdo das espécies.
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Acesso GenBank

Isolado Hospedeiro Origem Coletor
ITS EF-1a

LPO1 Caryocar brasiliense Brasil Autor - -

LPO2 Caryocar brasiliense Brasil Autor - -

LPO3 Caryocar brasiliense Brasil Autor - -
CBS:136434 - - - MT587421.1 MT592133.1
GuolLD01961 Aquilaria crassna Asia Yu Wang KY783442.1 KY848600.1

LAS199 Arvores de mangue Africa do Sul J Alexander Osorio KU587957.1 KU587947.1

LAS158 Arvores de mangue Africa do Sul J Alexander Osorio KU587956.1 KU587946.1
Vagens de sementes e Tailandia Jayasiri, S. C.

MFLUCC17-2591 frutas NR_163344.1 MK340867.1

C376 vagens ?futsaesmemes ) Tailandia Jayasiri, S. C. MK347777.1 .

CEC-1124 Citrullus lanatus Brasil Alves, C.P.S.S. 0L890692.1 CFC-1124
ONG623895.1 Banana Brasil Almeida, M.M.M. ON599012.1 BANS82
CMW41470 Arvores de mangue Africa do Sul Osorio, J.A. KP860833.1 KP860678.1
CMW42480 Arvores de mangue Africa do Sul Osorio, J.A. KP860832.1 KP860677.1

IBL366 Arvores frutiferas Brasil Coutinho, I.B. KT154760.1 KT008006.1
IBL40 Arvores frutiferas Brasil Coutinho, I.B. KT154762.1 KT154755.1
MFLU:21-0003 Arvores Tailandia Wu,N. MW760854.1 MW815630.1
GZAAS 21-0014 Arvores Tailandia Wu,N. - MW815629.1
CGMCC 3.18061 - China Zhang, Y. KX499889.1 KX499927.1
CGMCC 3.18067 - China Zhang, Y. KX499901.1 KX499939.1
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MFLUCC 16-0376
CFCC 51998
CFCC 51997

B310
B177
CGMCC:3.19594
UOM11
20b
GuoLDO01755
GuoLD01906
CMW54191
MAR29

MFLUCC 18-1121
GB180
CMM2463
CUZFLexi2
CUZFLexil
BRIP58865
CMW24126
BES59
CDZM 322
CCMF-CNPAO0555

Pandanaceae
Cinnamomum camphora
Cinnamomum camphora

Videiras
Videiras
Vitex negundo
Mangifera indica

Eucalyptus

Arvores
Plantas da floresta
Magndlia
Anacardium occidentale
Prickly pear
Videiras
Videiras
Plantas de herbério
Espécies agricolas
Citrus

Ricinus communis

China e Tailandia
China
China
Itiaria
Itiaria
China
india

Porto Rico
China
China

Indonésia

Africa do Sul

Tailandia

Afruca Ocidental

Brasil
Turquia
Turquia

Australia

Africa do Sul

China

China

Brasil

Saowaluck Tibpromma
Jiang, N.
Jiang, N.

Carlucci, A.
Carlucci, A.
Wang,Y
Sunayana,N.
Quimbita, A.M.
Lin,S.
Lin,S.
Jami, F.

Mehl, J.W.M.

de Silva, N.I. and Hyde,
K.D.

Monteiro, F.
Conforto, C.
Akgul, D.S
Akgul, D.S
Tan, Y.P.
Mehl, J.W.M.
Xiao, X.
Wang, Y.
Custodio, F.A.

MH275066.1
MG866029.1
MG866028.1
KM675758.1
KM675756.1
MK802166.1
AB873032.1
KY783443.1
KY783437.1
MT934428.1
KY052995.1

MK501838.1
MT981878.1
MKO045640.1
MKO045639.1
MH057180.1
KU997373.1
MW880673.1
0OL863158.1
MG787091.1

MH412773.1
MH236800.2
MH236799.2
KM822729.1
KmM822727.1

0OL455925.1
KY848601.1
KY848596.1
MT920453.1
KY024663.1

MK584572.1
MW315827.1
KY569613.1
MK050969.1
MK050968.1
MH102243.1
KU997112.1
OM243809.1
MG806912.1
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CCMF-CNPA0603
BE111
BES0
CGMCC3.17975

PAN 30202

IBP 1
F0619
L6
GuoLD01673
CBS:138554
DSYWKO03
DSYWKO05
MFLU 17-2617
SWUZJG 06
LAK1
GuoLD01818
GuoLD01963
CMW54165
CMW54162
BES52
BE49
AGQMy0006

Ricinus communis
Citrus
Citrus

Hyalina sp.

Caryota mitis
Caryota mitis
Habitat marinho
Mirtilo

Eucalyptus

Eucalyptus
Citrus

Citrus

Palmeira

Brasil
China
China
China
india
india
Panama
México
China
China
China
China
China
Peru
China
China
Indonésia

Indonésia
China

China

México

Custodio, F.A.
Xiao, X.
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Anexo B — Dendrograma filogenético da méxima verossimilhanca da regido ITS de trés
isolados de Lasiodiplodia spp., juntamente com as sequéncias de isolados de Lasiodiplodia

spp. provenientes do GenBank
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Anexo C — Dendrograma filogenético da maxima verossimilhanga da regido TEF de trés
isolados de Lasiodiplodia spp., juntamente com as sequéncias de isolados de Lasiodiplodia
spp. provenientes do GenBank
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Anexo D — Dendrograma filogenético da maxima verossimilhanca das regides ITS e EF1-a
de trés isolados de Lasiodiplodia spp., juntamente com as sequéncias de isolados de
Lasiodiplodia spp. provenientes do GenBank
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos foi observado que vérios fungos séo isolados
dos materiais vegetais sintomaticos de seca de ponteiros e manchas foliares de
pequizeiros.

Houve variacdes nas caracteristicas culturais e morfoldgicas dos isolados de
Lasiodiplodia obtidos de sementes, mudas e arvores de pequizeiros de diferentes
locais do norte de Minas Gerais. As regides génicas utilizadas nas analises
filogenéticas ndo foram suficientes para realizar, com precisdo, a caracterizacao
molecular dos isolados.

Evidencia-se a importancia de estudos sobre a etiologia de doencas em
pequizeiros, principalmente devido a importancia da espécie para a regido. Tais
estudos serviram de subsidios para pesquisas em melhoramento genético e
domesticacdo da espécie, contribuindo para sua conservagdo e, possivelmente,
possibilitar melhores estratégias para o manejo de doenca nos pequizeiros em areas

naturais, plantios e em mudas nos viveiros.



