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RESUMO

O cultivo de acerola no Submédio Sdo Francisco destaca-se no cenario pela
crescente expansdo de areas cultivadas, sendo hoje uma importante cultura na Regido
Nordeste. O Estado de Pernambuco lidera a producado brasileira, seguido pelos estados
do Ceara, Sdo Paulo e Bahia. A morte descendente é uma importante doenca da
aceroleira causada por fungos do género Lasiodiplodia. O sintoma mais evidente na morte
descendente da aceroleira é a seca de ramos e cancros, com descoloracdo de tecidos
vasculares. Dentre as mais de 30 espécies de Lasiodiplodia descritas, a L.
pseudotheobromae, L. iraniensis, L. gonubiensis, L. hormozganensis, L. euphorbicola, L.
theobromae e L. brasiliense foram relatadas pela primeira vez associadas a aceroleira em
2017. O fator estresse ambiental é de grande importancia para o desencadeamento da
morte descendente da aceroleira, sendo o0s principais fatores as condicoes de
temperatura, salinidade de solos, estresse hidrico e uso de fungicidas. Com o objetivo de
guantificar o papel de alguns desses componentes de adaptabilidade, este trabalho
objetivou avaliar a sensibilidade das sete espécies de Lasiodiplodia que ocorrem na
aceroleira ao fungicida tiofanato metilico, a temperatura e a sensibilidade osmatica. Para
o fungicida, a DEsg (Dose efetiva capaz de reduzir 50% o crescimento micelial do fungo)
variou de 0,742 a 2,702 pg.mL®. Dentre as sete espécies estudadas, a L.
pseudotheobromae e L. iraniensis apresentaram maior sensibilidade ao tiofanato metilico,
seguidos de L. brasiliense, L. gonubiensis, L. euphorbicola e L. hormozganensis. L.
theobromae apresentou menor sensibilidade a este principio ativo. Em temperaturas
extremas (10 e 40°C) as espécies de Lasiodiplodia ndo se desenvolveram. A faixa 6tima
média de temperatura para o crescimento micelial das espécies de Lasiodiplodia isoladas
de aceroleira foi 25,3°C. Para a espécie L. brasiliense, houve indicacdo de custos de
adaptabilidade, avaliada pela maior sensibilidade osmoética. Essa espécie,
moderadamente sensivel ao tiofanato metilico, apresentou maior crescimento micelial em
condicbes de alto estresse salino. As demais espécies ndo apresentaram custos de

adaptacao.

Palavras-chave: Malpighia emarginata DC., fithess, Lasiodiplodia spp., fungicida.



ABSTRACT

The cultivation of acerola in Submedia Mid S&o Francisco stands out in the scenario
for the growing expansion of cultivated areas, being today an important crop in the
Northeast. The state of Pernambuco leads the Brazilian production, followed by the states
of Ceara, Sado Paulo and Bahia. Descending death is an important disease of the cherry
tree caused by fungi of the genus Lasiodiplodia. The most evident symptom in the
descendant death of the cherry tree is the dryness of branches and cancers, with
discoloration of vascular tissues. Among the more than 30 Lasiodiplodia species
described, L. pseudotheobromae, L. iraniensis, L. gonubiensis, L. hormozganensis, L.
euphorbicola, L. theobromae and L. brasiliense were first reported to be associated with
aceroleola in 2017. Environmental stress factor is of great importance for triggering the
death of the acerola tree, being the main factors the temperature conditions, soil salinity,
water stress and fungicide use. In order to quantify the role of some of these adaptability
components, this work aimed to evaluate the sensitivity of the seven species of
Lasiodiplodia that occur in aceroleola to the thiophanate methyl fungicide, the temperature
and the osmotic sensitivity. For the fungicide, the DEs, (effective dose capable of reducing
fungal mycelial growth by 50%) ranged from 0.742 to 2.702 pg.mL-1. Among the seven
species studied, L. pseudotheobromae and L. iraniensis showed higher sensitivity to
methyl thiophanate, followed by L. brasiliense, L. gonubiensis, L. euphorbicola and L.
hormozganensis. L. theobromae was less sensitive to this active ingredient. At extreme
temperatures (10 and 40 ° C) Lasiodiplodia species did not develop. The average optimum
temperature range for mycelial growth of Lasiodiplodia species isolated from cherry tree
was 25.3 ° C. For the L. brasiliense species, there was an indication of adaptability costs,
evaluated by the higher osmotic sensitivity. This species, moderately sensitive to methyl
thiophanate, showed higher mycelial growth under conditions of high salt stress. The other

species did not present adaptation costs.

Key-words: Malpighia emarginata DC., fitness, Lasiodiplodia spp., fungicide.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a fruticultura é uma das atividades que mais geram renda e emprego.
Com producdo de 4,3 milhdes de toneladas, também promove o desenvolvimento em
regibes com perimetros irrigados, sobretudo no semiarido nordestino (AGRIANUAL,
2017). O Submeédio do Vale do Sédo Francisco € o mais importante centro de producao
frutifero, apresentando vantagem competitiva em relacdo a outra regibes do pais, como
pela disponibilidade de recursos hidricos, méo-de-obra abundante, maior proximidade do
mercado importador (europeu e norte-americano), ciclos produtivos precoces, producao
no ano todo. Esses fatores garantem uma rentabilidade maior e estavel (VITAL, 2011).

Dentre as culturas mais expressivas na fruticultura, a aceroleira (Malpighia
emarginata D.C.) vem ganhando destaque. Esta frutifera apresenta uma fruta rica em
compostos bioativos, antioxidantes e vitamina C, a qual pode ser consumida na forma de
sucos e in natura (NOGUEIRA, 2019). Sabe-se que suas propriedades antioxidantes
auxiliam na prevencdo de doencas degenerativas, bem como o cancer e doencas
vasculares, por apresentar elevados teores de flavonoides, fenois e compostos bioativos
(VANGDAL, 2017). Além disso, sua elevada concentragdo de vitamina C é usada pela
industria para a producéo de cosméticos.

Dentre as doencas que podem interferir na producdo da aceroleira, a morte
descendente, causada por fungos Botryosphaeriacea, causam o0s maires danos em
condigbes semiaridas. Os sintomas sdo caracterizados por seca de ramos, lesdes
necroticas e cancro nos tecidos vasculares (CROUS, 2017). A penetracdo do patégeno na
planta ocorre meio de ferimentos, como os causados por poda ou os gerados pela
abscisdo foliar (URBEZ-TORREZ, 2011). A doenca é favorecida por condicdes de
estresse, entretanto, as plantas infectadas podem sobreviver em condi¢des
assintomaticas por anos (CROUS, 2017). A relacédo de espécies fungicas como estas as
condi¢cBes de estresse climatico vem se tornando cada vez mais importante por estarem
associadas as mudancas climaticas globais (ZLATICOVIC, 2016).

O fator estresse ambiental € de grande importadncia para o0 aumento da
severidade da morte descendente em aceroleira. Em areas com a presenca da doenca,
podem ocorrer danos de 100% na producgao, caso o estresse ambiental seja generalizado
e duradouro (SLIPPERS, 2007). Nos ultimos 15 anos, os modelos de mudanca climética
vem acentuando-se, prevendo extremas condi¢Oes atipicas, como chuvas imprevisiveis,

ou maiores chuvas em diferentes areas, calor ou frio extremos, que juntamente com a
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pressdo biologica desses patdbgenos em expansdo favorecem o desenvolvimento de
doencas relacionadas a Botryosphaeriaceae (IPCC, 2019; DEZPREZ-LOUSTAU, 2006). A
pressdo biologica esta intimamente ligada a interacdo de aptiddo bioldgica dessas
espécies que por sua vez respondem a flutuagbes fisicas, como condi¢cbes de
temperatura, salinidade de solos, estresse hidrico e uso indiscriminado de fungicidas
(MILGROOM, 2015).

Tais fatores tem impulsionado uma infinidade de adaptacdes dessas espécies que
influenciam nos parametros de proliferacdo, o qual garante a sua sobrevivéncia em
ambientes naturais (SLIPPERS, 2007). Portanto, € fundamental entender melhor o papel
da patogenicidade, diversidade, interacdo patdgeno-hospedeiro-ambiente e movimento
mediado pelo homem para definir e abordar a ameaca que eles representam em tais
condicbes (LAVELE, 2018).

A partir disso foi proposto estudar a adaptabilidade sete espécies de Lasiodiplodia

gue ocorrem em aceroleira.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da aceroleira

A acerola (Malpighia emarginata DC.) é uma fruta vermelha originaria da América
Central, conhecida por ser fonte de vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos
antioxidantes (REZENDE et al., 2018).

O curto periodo de vida pés-colheita limita a exportacdo dessa fruta in natura,
devido a alta atividade respiratéria e epiderme do fruto fragil, assim a acerola € mais
utilizada em induastria, como a de processamento de alimentos, na forma de polpas,
sucos, sorvetes e geleias (MARQUES, 2018) ou a de producédo de cosméticos. O clima
ideal para o desenvolvimento da acerola é caracterizado por uma temperatura média de
26°C e precipitacao pluviométrica entre 1200 a 1600 mm. Uma melhor produtividade pode
ser alcancada com o plantio de 625 plantas/ha, as quais rendem até 100 kg de
frutas/planta/ano (MOURA, 2018). Por ser uma cultura verséatil e acessivel, o cultivo de
acerola € uma alternativa interessante para pequenos e médios agricultores, além disso, a
implantacdo dos pomares é relativamente simples e de baixo custo. A cultura pode
produzir até oito safras ao longo do ano, o que garantem rende para esses agricultores
(PETINARI, 2002).
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A exportacdo de acerola vem ganhando destaque na fruticultura. O Brasil tem
exportado 13.196 t/ano, sendo os principais destinos o Japdo, China, Europa e Estados
Unidos. Esse montante gera uma receita de U$ 3,5 milhdes. No mercado interno 19.794 t

sdo consumidas anualmente, in natura ou processada (FAO, 2018; IBGE, 2018).

Esta importante cultura foi introduzida no Brasil na década de 50 na regido
Nordeste por pesquisadores da Universidade Federal Rural de Pernambuco que

trouxeram as primeiras sementes de Porto Rico (MOURA, 2018).

O cultivo de acerola atingiu maior expressao econémica na década de 90, sendo
hoje um dos maiores produtores do mundo, com produtividade média de 29 t.hat.ano™
equivalente a 59,3 kg.planta™.ano™, sendo comercializada na forma in natura, polpa e
suco (AGRIANUAL, 2010). O estado de Pernambuco € o maior produtor nacional,
apresentando uma area total de 1.060,19 ha de acerola irrigada (CALGARO, 2012; DINC,
2018; VIEIRA, 2011). As principais variedades de acerola cultivadas no Brasil sdo a Flor
Banca, Okinawa, Sertaneja, Junco e mais recentemente a Apodi, Cereja e Roxinha. No
Submédio do Vale do Sao Francisco, a cultivar mais plantada € a Junco por apresentar
frutos de alta resisténcia a compresséao e teores de vitamina C que ultrapassam 2g/100g
de fruto (RITZINGER, 2016).

Ha mais de 50 anos, a acerola & conhecida no Brasil, no entanto, a
comercializacdo vem sendo implantada com escasso conhecimento tecnoldgico, o que
resulta em plantacdes heterogéneas (ASSIS, 2018). A variabilidade genética presente em
pomares de acerola do Nordeste, com a consequente falta de uniformidade e baixa
produtividade, motivou a selecdo de genoétipos com boas caracteristicas agronémicas e
gualidade de frutos para uso como variedades comerciais em programas de
melhoramento da aceroleira (Ritzinger et al., 2016). A uniformidade genética pode
aumentar a vulnerabilidade das plantas ao ataque de patdgenos, fato este que implica na

caréncia de cultivares com resisténcia a doencas (RITZINGER, 2008).

A cultura da acerola estd sujeita ao ataque de doencas que comprometem a
produtividade das plantas. Dentre as principais doencas causadas na cultura, ha um
destaque para a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz. e Colletotrichum
demadium Perz.), cercosporiose (Cercospora bunchauae Chup & Muller), mancha cinza
(Myrothecium roridum), verrugose (Sphaceloma sp.), mancha de alga (Cephaleurus
virescens), podriddo mole dos frutos (Rhizopus sp.), morte descendente (Lasiodiplodia
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spp.), damping-off (Rizoctonia sp.) e fusariose (Fusarium solani). Fungos do género
Alternaria, Aspergillus e Penicillium também tém sido encontrados em acerola em poés-
colheita. Das doencas causadas por nematoides descatam-se 0 nematoide-das-galhas,
sendo as principais espécies: Meloidogyne enterolobii, M. incognita, M. javanica e M.
arenaria (CALGARO, 2012; FREIRE, 1994)

Dentre estas doencas, nas condi¢cdes semiaridas, a morte descendente causada
por espécies de Lasiodiplodia Ellis & Evert configura-se como uma ameaca a cultura,
principalmente pela severidade de seus sintomas que levam a planta a morte (LIMA,
2012; URBEZ-TORREZ, 2012).

2.2 Morte descendente da aceroleira

A morte descendente da aceroleira é causada por espécies de Lasiodiplodia spp.,
sendo a Lasiodiplodia theobromae (Pat) Griff. & Maubl a predominante (LIMA, 2012). Na
regido do Submédio do Vale do Sao Francisco, por meio de analises filogenéticas, Cabral
(2017) constataram L. theobromae e L. pseudotheobromae como as espécies

predominantes na cultura.

Em aceroleira, a morte descendente causa uma podridao seca, iniciada pela seca
dos ramos a partir das extremidades que podem se disseminar até a raiz, podendo levar a
planta a morte (LIMA, 2013). A formacdo de cancros diretamente no caule e nos ramos
sdo os principais sintomas da doenca. Nesta situacédo, se formam rachaduras e lesGes
necréticas escurecidas atingindo o xilema secundéario, causando inicialmente
amarelecimento de suas folhas, posterior seca e queda de folhas e frutos (BATISTA,
2010; LIMA, 2013). A disseminacéo do patdgeno ocorre principalmente por vento, chuva,
agua de irrigacao e insetos. A penetracdo ocorre nas regides de abscisao foliar e de
frutos, além dos ferimentos realizados durante as podas (RODRIGUEZ-GALVEZ, 2016;
URBEZ-TORREZ, 2010).

O diagnostico a nivel de espécie d oagente causal da morte descendente é
complexo e necessita de um conjunto de técnicas composta de observacdo dos sintomas
vasculares externos em campo, técnicas de isolamento e moleculares, como as analises
filogenéticas que se baseam em cinco locus génicos: SSU, ITS, LSU, EFI-a e B-tubulina
(PHILLIPS, 2013; URBEZ-TORREZ, 2011). Atualmente, o uso de marcadores
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moleculares podera permitir a caracterizacao fingerprinting, a deteccédo, o diagndstico e o
monitoramento da disseminacdo de especificos ecotipos de Lasiodiplodia spp. entre
pomares e até entre regides (LIMA, 2012). A deteccdo da presenca de tipos patogénicos
do fungo em propagulos assintomaticos podera ser feito com absoluta seguranga, usando
esses marcadores por meio de uma PCR (CAVALCANTE, 2014; LIMA, 2012)

Para o manejo da morte descendente da aceroleira € necessario a ado¢ao de um
conjunto de praticas, como a poda de ramos doentes, pincelamento de ramos podados,
utilizacdo de variedades com resisténcia, além de pulverizacbes com fungicidas moveis
(URBEZ-TORREZ, 2011).

Na regido do Submédio Sdo Francisco o manejo quimico esta sendo amplamente
utilizados em pomares de acerola. As formulacfes comerciais utilizadas se baseiam nos
principais fungicidas utilizados para o controle de Bortryospheriaceae em outras frutiferas.
No Brasil, existem quatorze produtos comerciais registrados para o controle de L.
theobromae em frutiferas, sendo dois produtos registrados para anonaceas, seis produtos
registrados para o coqueiro, trés produtos para o0 mamoeiro e trés para a mangueira. Para
a aceroleira existem produtos recomendados para o controle de Alternaria spp. (Boscalida
e Boscalida + Cresoxim-Metilico), Colletotrichum gloeosporioides (Fluazinam + Tiofanato
Metilico), Cercospora spp. (Boscalida) e Corynespora cassiicola (Boscalida) (AGROFIT,
2019).

Os produtos registrados para anonaceas sao todos compostos por flutriafol
(triazol), dentre os registrados para o0 coqueiro, cinco sdo compostos por difenoconazol
(triazol) e um formado por tiabendazol (benzimidazol), os registrados para 0 mamao séo
dois flutriafol e um tiabendazol. J&4 os produtos registrados para a manga sédo todos
constituidos por difenoconazol (triazol) (AGROFIT, 2019). Sendo assim, h& necessidade
de se conhecer a acdo desses grupos quimicos fungicidas no controle da morte

descendente em outras culturas, como a aceroleira.

2.3 Lasiodiplodia spp.

O género Lasiodiplodia, um género comum na familia Botryosphaeriaceae, tem
sido relatada em mais de 500 hospedeiros (CRUYWAIGEN, 2017; PUNITHALINGAM,
1976). Por muitos anos, a Lasiodiplodia theobromae foi a Unica espécie descrita no
género, entretanto, atualmente por meio de andlises combinada de ITS e EFl-a foi

possivel separar algumas das 29 espécies atualmente reconhecidas neste género,
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distinguindo-se principalmente nas diferencas de suas sequéncias de EFl-a: L: L.
theobromae, L. mahajangana, L. viticola, L. iraniensis, L. missouriana, L. gilanensis, L.
plurivora, L. parva, L. citricola, L. egyptiaceae, L. pseudotheobromae, L. hormozganensis,
L. margaritaceae, L. rubropurpurea, L. venezuelensis, L. crassispora, |. gonubiensis, L.
lignicola, L. jatrophicola, L. pontae, L. caatinguensis, L. exigua, L. brasiliense, L.
mediterranea, L. macrospora, L. subglobosa, L. gravitrasta, L. venezuelensis, L. pyriformis
(NETTO, 2018; PHILLIPS, 2013)

A Lasiodiplodia apresenta micélio imerso ou ramificado, septado de coloracéo
marrom escuro a preto (PHILLIPS, 2013). Alguns estudos sugerem que O
desenvolvimento de espécies de Lasiodiplodia ocorre nas faixas de temperatura de 5° a
35°C, sendo que o crescimento 6timo oscila em torno de 25° a 30°C, temperaturas acima
de 40°C inibem o crescimento do fungo (URBEZ-TORREZ., 2010). A temperatura 6tima
para germinacdo de conidios varia de 30° a 35°C (KUTZMANN, 2009).

Na maioria das espécies de Lasiodiplodia, o conidioma picnidial estromatico é
produzido em aciculas de Pinus sp. sob agar-agua em duas a quatro semanas, sendo ele
superficial, marrom escuro a negro com denso micélio uniloculado, de paredes espessas,
ndo papilado e com ostiolo. As paréafises séo hialinas, cilindricas, septado quando maduro
(1-6), raramente com células ramificadas, ocasionalmente basais. Conidiéforos sao
ausentes. Células conidiogénicas sdo holoblasticas, discretas, hialinas, lisas e de paredes
finas. Os conidios inicialmente sdo hialinos, asseptados, subgloboso a cilindrico, com
ambas as extremidades arredondadas. Quando maduros tornam-se marrom escuros,
verruculoso, com estria¢cdes longitudinais, medindo em torno 29,5 um x 14 ym. E comum
produziram pigmento de coloracdo rosa quando isolados s&do cultivados a 35°C
(PHILLIPS, 2013).

L. theobromae foi descrita pela primeira vez em cacau (Theobromae cacao L.), e
estd amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais, ocorrendo em uma gama
muito ampla de hospedeiros, bem como em plantas lenhosas (PUNITHALINGAM, 1976).
Os primeiros relatos de L. iraniensis foram realizados no Ird tendo por hospedeiros
suscetiveis a mangueira e o juglans (Juglans spp.) (ABDOLLAHZADEH, 2010),
posteriormente, ela foi relatada no Brasil em mangueira, cajueiro e videira na regido do
Submédio do Vale do Séo Francisco (CORREIA, 2016; NETTO, 2014; NETTO, 2018;
MARQUES, 2013). A espécie L. brasiliense esta comumente associada a gomose do
cajueiro (NETTO, 2014). Filogeneticamente esta espécie € semelhante a L. viticola,

entretendo seus conidios sdo mais oblongos e largos. Esta espécie também esta
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associada a podriddes em mamoeiro e morte descendente da videira (NETTO, 2014;
CORREIA, 2016). A L. pseudotheobromae ¢é globalmente associada a uma ampla
distribuicdo de hospedeiros incluindo Acacia spp., Citrus spp., Coffea spp. e Rosa spp.
(ALVES, 2008; PHILLIPS, 2013 2008; ABDOLLAHZADEH, 2010. No Brasil, esta espécie
tem sido relatada em mangueira, mamoeiro e videira (MARQUES, 2013; MACHADO.
2014). Morfologicamente, L. pseudotheobromae assemelha-se a L. theobromae,
entretanto diferem nas dimensfes dos conidios, que sdo mais largos e elipsoides
(ALVES, 2018). L. gonubiensis foi a primeira espécie do género a ser relatada em
espécies de arvores nativas do Sul da Africa, bem como também relatada como fungo
endofitico em Syzigium cordatum e Anacardium (PAVLIC, 2004; NETTO, 2018). A L.
euphorbicola apresenta etimologia referente as Euphorbiaceaes (PHILLIPS, 2013).
Encontra-se amplamente distribuido no Espirito Santo, Sdo Paulo e Minas Gerais e
apresenta como hospedeiro o pinhdo manso e cajueiro (Jatropha curcas L.) (MACHADO,
2014; NETTO, 2018). E filogeneticamente semelhante a L iraniensis e L. parva, entretanto
apresenta conidios maiores e parafises mais curtas (MACHADO, 2014). Ja L.
hormozganensis esta amplamente distribuido no Ird (ABDOLLAZADEH, 2010). No Brasil
h& relato de sua associagdo com a cultura da mangueira (MARQUES, 2013).

2.4 Adaptabilidade fisioldgica

A competicdo entre espécies de patdgenos por recursos limitados em
hospedeiros podem ter um profundo efeito na sua evolugdo adaptativa, isso implica em
uma melhor compreensdo dos principios de competicdo, a fim de ser util em conceber
novas estratégias de manejo de doencas de forma sustentavel (ZHAN, 2013). A
capacidade competitiva e aptidao relativa de uma espécie patogénica sao determinadas
pelas suas propriedades intrinsecas a resisténcia e heterogeneidade de uma populagéo
hospedeira correspondente, a uma densidade populacional, a um grau de parentesco
dessas espécies e, por fim, ao ambiente (KOSKELLA, 2006).

O surgimento e disseminacdo de novas espécies de patdgenos estao
relacionadas com a capacidade de superarem as espécies pré-existentes, logo quando
surge uma nova espeécie mais competitiva ha um deslocamento rapido a pré-existéncia de
uma populacdo em um processo chamado de pressdo de selecdo (YOUNG, 2018). A
biologia de fungos fitopatogénicos pode complicar a medicdo dos componentes de

aptiddo e os critérios utilizados devem ter em conta as caracteristicas ecolédgicas das
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espécies consideradas (LAVELE, 2014). As caracteristicas geralmente mensuradas s&o
esporulacdo, germinacdo de esporos, crescimento de hifas e viruléncia (ZHAN, 2013).

Como exemplo, a resisténcia a fungicidas pode estar associado a um custo, como
geralmente relatado para populagdes fangicas submetido a pressédo de selecdo mediada
por fungicida (MILGROOM, 2003). O uso frequente de um mesmo fungicida em
determinada area, muitas vezes conduz ao aparecimento de espécies fungicas com
mecanismos de resisténcia, nos quais ocorrem mutacdes na conformidade proteica de
vias metabdlicas, consequentemente, reduzindo assim a sua ligacdo com a molécula de
fungicida (FERNANDEZ-ORTUNO, 2008). A caracterizacdo do custo da resisténcia em
isolados pode tornar possivel prever a taxa de evolucdo de determinada populacéo, fato
essencial para estimar o risco de tais isolados resistentes constituirem um risco para o
controle de doencas por fungicidas (LAVELE, 2014). A deteccdo do custo de
adaptabilidade de uma espécie patogénica € de grande interesse em estratégias de
rotacdo de fungicidas com modos de acdo diferentes, uma vez que pode atrasar
substancialmente a resisténcia de evolucao entre duas aplicacdes (REX-CONSORTIUM,
2013).

Sabe-se que os fungicidas de acdo especifica agem inibindo diferentes vias
biossintéticas dos patdégenos, tais como sintese de acidos nucléicos, mitose e divisdo
celular, respiracdo celular, sintese de aminoacidos e proteinas, transducdo de sinal,
sintese de lipideos, biossintese de esterol nas membranas, biossintese de parede celular,
sintese de melanina, etc. (FRAC, 2019 a).

Os fungicidas apresentam modos de acdo altamente especificos e uma Unica
mutacdo pontual podem gerar alelos de resisténcia (SANTOS, 2018). Entre produtos com
atividade sistémica, os fungicidas Metil-Benzimidazois-Carbamatos (MBCs) séo
considerados de alto risco para o desenvolvimento de resisténcia pelos patégenos, como
ja verificado em 150 espécies de hospedeiros fungicos (FRAC, 2019 b).

O alvo dos fungicidas MBCs é a subunidade B-tubulina da tubulina, proteinas
compostas de duas subunidades (a e B-tubulina), cada uma com aproximadamente 55
kDa, com hélices alternadas formando os microtubulos (CAVALCANTE, 2014) presente
na constituicdo do citoesqueleto celular. Este sdo responsaveis pela separacdo dos
cromossomos durante a divisdo celular (VELA-CORCIA, 2018). Logo, sdo potentes
inibidores da polimerizacéo da tubulina e exercem suas atividades antifingicas por atacar

a subunidade da B-tubulina dos microtubulos, o que resulta na parada da formacao de



18

microtubulos e uma falha na divisdo celular, levando subsequentemente a morte celular

do patégeno (Davidse et al., 1973).

Os MBCs controlam um amplo espectro de fungos patogénicos, entretanto, ndo
controlam oomicetos (Russell et al., 2005). Atualmente, os ingredientes ativos comerciais
de MBCs disponiveis incluem carbendazim, tiabendazol e tiofanato metilico (WARE,
2004). O tiofanato metilico um fungicida sistémico com amplo espectro de atividade
antifangica fitopatogénica (FRAC et al., 2019). Com relacdo a sua estrutura quimica, €
observada nos tiofanatos a auséncia de anel heterociclico como nos fungicidas do grupo
dos benzimidazodis. Por ciclizagdo degradativa, produzem rapidamente o carbedazim
(metil-2-benzimidazol carbamato) que € o principal agente téxico aos fungos (VALE-
CORCIA, 2018).

Os primeiros relatos de resisténcia a esses fungicidas foram relatados dois anos
apos a sua introducao no mercado, para diversos patégenos, na década de 60 (BRENT,
2007). Tsuji (2016) demonstraram que isolados de L. theobromae de mamoeiro do
nordeste brasileiro eram resistentes ao tiofanato metilico, resisténcia essa associada a
uma mutacdo pontual no codon 198 (E198K) do &cido glutdmico para alanina do gene da

B-tubulina.

Em estudos de populagdes de L. theobromae de pomares de maméao (Carica
papaya L.) e mangueira (Mangifera indica), também da regido nordeste foram
encontrados altos niveis de insensibilidade ao benomyl e tiabendazol, principalmente para
o mamoeiro (PEREIRA, 2012).
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4. ADAPTABILIDADE FISIOLOGICA DE LASIODIPLODIA SPP. DA ACEROLEIRA EM
UMA REGIAO SEMIARIDA!

Resumo

A morte descendente causada por fungos do género Lasiodiplodia é uma
importante doenca da aceroleira na regido semiarida do Brasil. Informacbes sobre a
influéncia de fungicidas em espécies de Lasidiodiplodia da aceroleira € desconhecido.
Sendo assim a DEsg (dose efetiva para reduzir o crescimento micelial em 50%) de sete
espécies de Lasiodiplodia foi estimada in vitro para o fungicida tiofanato metilico. A
temperatura O6tima e salinidade, componentes de adaptabilidade, também foram
mensurados para as espécies. A DEsp para o fungicida MBC variou de 0,742 a 2,702
pug.mL?. Dentre as sete espécies estudadas, a L. pseudotheobromae e L. iraniensis,
apresentaram maior sensibilidade ao tiofanato metilico, seguidos por L. brasiliense, L.
gonubiensis, L. euphorbicola e L. hormozganensis, que numa escala relativa de
sensibilidade sdo as espécies moderadamente sensiveis e, por fim, L. theobromae foi a
espécie menos sensivel ao fungicida. Em temperaturas extremas (10 e 40°C) as espécies
de Lasiodiplodia ndo se desenvolveram. A faixa 6tima média de temperatura para o
crescimento micelial das espécies de Lasiodiplodia isoladas de aceroleira foi 25,3°C. Para
a espécie L. brasiliense, houve indicacdo de custos de adaptabilidade. Essa espécie,
moderadamente sensivel ao tiofanato metilico, apresentou maior crescimento micelial em
condicBes de alto estresse salino. As demais espécies ndo apresentaram custos de

adaptacao.

4.1 Introducao

O género Lasiodiplodia, um dos causadores da morte descendente da aceroleira,
compreende mais de 40 espécies conhecidas, dos quais sete delas foram relatadas em
aceroleira pela primeira vez em 2017 em pomares comerciais no Nordeste Brasileiro
(CABRAL, 2017). Espécies deste género apresentam hospedeiros lenhosos de
importancia agricola (CROUS, 2017), causando uma ampla gama de sintomas, incluindo
sintomas externos como cancros de ramos, clorose, resinose e sintomas internos como
estriamento negro em tecidos condutores (URBEZ-TORREZ, 2012).

! Artigo a ser submetido a revista European Journal of Plant Pathology
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A expressdao desses fungos € geralmente associada ou desencadeada por
condi¢cBes de estresse (CROUS, 2017; MEHL, 2016), associada a mudanca climéatica e
acles antropicas, gerando cada vez mais impactos na agricultura (ZLATICOVIC, 2016).
Modelos de mudanca climatica, salinizagdo de solos por 4gua de irrigagcdo e 0 uso
limitado de principios ativos de fungicidas estdo associados aos fatores de estresse que,
juntamente com a pressdo biologica desses patdégenos, podem desencadear uma
epidemia de doencas no campo (ARNOLD, 2003; SLIPPERS, 2007).

A adaptabilidade ou fitness de fitopatégenos pode ser definida como a habilidade
relativa de um patégeno sobreviver e se reproduzir em um periodo de tempo e exposto a
uma determinado ambiente (HARTEVEL, 2014). Nesse contexto, as mutacdes associadas
a resisténcia a fungicidas € amplamente dependente da aptiddo ao estresse ambiental,
visto que afeta a dindmica da competicdo entre resisténcia e sensibilidade implicando
assim no manejo da doenga (KARAOGLANADIS, 2011; PARNELL, 2005). A evolucéo da
resisténcia a fungicidas € diminuida se as subpopulacdes apresentarem menor aptidao
saprofitica (HARTVEL, 2014).

Uma série de fatores pode levar a resultados desfavoraveis quando doencas sao
tratadas com fungicidas, tais como pulverizacdo inadequada, erros de dosagem e
condi¢Bes climaticas desfavoraveis (PEREIRA, 2012). Um dos fatores mais incbmodos é
a perda de eficacia devido a resisténcia a fungicida com um especifico modo de acao
(MILGROOM, 2015). No Brasil, ha apenas trés fungicidas registrados para a cultura da
aceroleira, um a base de boscalida (anilida), o segundo por uma mistura de boscalida
(anilida) + cresoxim-metilico (estrobilurina) e o terceiro uma mistura de tiofanato-metilico
e fluazinam. Todos os fungicidas apresentam modo de acdo especifico, como a inibicdo
da respiracdo celular, a mitose e divisédo celular na célula do fungo (AGROFIT, 2019).
Varios estudos in vitro avaliaram a eficacia de fungicidas no manejo de Lasiodiplodia (AL-
JABRI, 2017; CAVALCANTE, 2014; PEREIRA, 2012; VIEIRA, 2017), no entanto ndo ha
estudos de avaliacdo de fungicidas de espécies de Botryosphaeriaceae de aceroleira.

A capacidade destes fungos de infectarem multiplos hospedeiros aumenta a
ameaca que eles representam como potenciais patdgenos de importancia econémica e
ecoldgica, podendo algumas espécies desses fungos estarem associadas a diferentes
culturas que estejam instaladas a uma distancia relativamente proxima uma da outra
(MEHL, 20186).

O desenvolvimento de estratégias que garantam a durabilidade de resisténcia de
um hospedeiro a um fitopatdgeno aborda questdes relacionadas a adaptacdo a um novo
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ambiente (FOURNET, 2012). De fato, para parasitas altamente especializados, como a
Lasiodiplodia, a composi¢cdo genética das cultivares representa um fator ambiental
essencial para a adaptacdo (THANGAVELU, 2007).

Apesar de serem abundantes as informagédo sobre as consequéncias diretas de
selecdo de plantas hospedeiras resistentes a populacées de parasitas, pouco se sabe
sobre sua consequéncia na escala intra-espécies e inter-espécies, ou seja, em termos
adaptacao especifica do gendtipo e patogenicidade cruzada ( FOURNET, 2012).

Alguns estudos apontam espécies de Lasiodiplodia infectando e causando danos
em manga, videira, cajueiro, maracujazeiro, coco e aceroleira no Nordeste Brasileiro
(MARQUES, 2013; CORREIA, 2016; NETTO, 2018; LIMA, 2012; PEREIRA, 2006). A
espécie L. theobromae tem sido relatada e associada a morte descendente da aceroleira
(LIMA, 2012), entretanto, a mangueira e a videira se destacam como as principais
frutiferas acometidas por este grupo de fungos na regiao (MARQUES, 2013; CORREIA,
2016).

Os objetivos deste estudo foram (i) determinar a sensibilidade de sete espécies de
Lasiodiplodia ao fungicida tiofanato metilico e (ii) avaliar os componentes de

adaptabilidade, temperatura e salinidade para essas espécies fungicas.

4.2 Material e métodos

Espécies de Lasiodiplodia

Sete isolados de sete espécies coletados de pomares de aceroleira foram usados
neste estudo (Tabela 1). As espécies foram determinadas por inferéncias filogenéticas
baseadas sequéncias parciais do gene do fator 1-a de elongacdo (EF1-a) e completa
sequéncia de espaco interno do transcrito (ITS) como descrito por Cabral (2017). Os
isolados foram mantidos na colecdo de cultura fitopatogénica do Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco. Culturas estoque foram
armazenadas em tudos de ensaio contendo meio BDA (Batata-dextrose-agar) inclinado e
mantido a 25 °C no escuro até o uso.

Inicialmente, a patogenicidade das espécies foi restaurada pela inoculacdo pelo
método do corte em mudas de aceroleira cv. Junco. Apés o aparecimento dos sintomas,
fragmentos do caule foram usados para reisolar cada espécie do patégeno em meio BDA

nas mesmas condicdes de incubacéo.
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Sensibilidade a tiofanato metilico

Um produto comercial a base de apenas tiofanato metilico (Support, 500 g/L do
ingrediente ativo) foi usado para quantificar a sensibilidade das espécies de Lasiodiplodia.
O fungicida foi adicionado ao meio de cultura BDA fundente a 45°C. O delineamento
experimental usado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, com cinco
repeticdes. Cada repeticdo consistiu de uma placa de Petri contendo cada combinacéo
concentragdo-fungo. Oito concentracbes do principio ativo foram utilizadas, as quais
consistiram no fator 1 do experimento, obtidas a partir da utilizacdo de uma aliquota do
produto comercial. As concentracfes avaliadas foram 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 3,0 e

10,0 pg de ingrediente ativo (i.a.) mL™. As sete espécies de Lasiodiplodia spp. consistiram

no fator 2 (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Lasiodiplodia spp. isolados de acerola usados neste estudo.

Espécie?® Origem Localizacao Variedade
Perimetro Irrigado 0mq ”
Lasiodiplodia pseudotheobromae Sen. Nilo Coelho- 9 201 2,1’5 §e Comum
) 40°34’16,2"W
N2-Petrolina-PE
Lasiodiplodia gonubiensis Campus da UEL - 23°20"19,2'S e Valéria
Londrina-PR 51°12'41”W
Perimetro Irrigado 0m 43 ”
Lasiodiplodia euphorbicola Sen. Nilo Coelho- 9 201 2,1’5 §e Costa Rica
) 40°34'16,2"W
N1-Petrolina-PE
Perimetro Irrigado o4 p ,
Lasiodiplodia theobromae Sen. Nilo Coelho-  2.1631,5°Se i awa
) 40°34’48,9”"W
N9-Petrolina-PE
Perimetro Irrigado o4 ”
Lasiodiplodia hormozganensis Sen. Nilo Coelho- 20125122538\/3 B::e:(r)]rca
N11-Petrolina-PE ’
Perimetro Irrigado : ”
Lasiodiplodia iraniensis Sen. Nilo Coelho- 4?8072885; 98\?\/ Junco
N7-Petrolina-PE ’
Perimetro Irrigado , »
. . b . 9°17'38,4"’S e :
Lasiodiplodia brasiliensis Sen. Nilo Coelho- 40°29'52.9"W Costa Rica

N7-Petrolina-PE

? |dentificado por filogenia (Cabral, 2017).

Discos de micélio de 4,76 mm de diametro foram retirados da margem da colonia

de cada espécie com 7 dias de crescimento em BDA no escuro a 25 °C e transferidos
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para o centro de placas de Petri de 9 cm de diametro contendo BDA suplementado com
cada dose do fungicida. As placas foram incubadas a 25°C no escuro até as avaliagdes.
O diametro das colonias foi mensurado, em duas posicdes perpendiculares,
imediatamente quando o didmetro de alguma das espécies fungicas em estudo alcangou
75% do diametro da placa.

Com essa variavel foram criados graficos de disperséao, relacionando crescimento
micelial e concentracdo do ingrediente ativo. Além disso, foram ajustadas as funcdes de
regressdo para determinar a concentracdo de fungicida necessaria para inibir 50% do
crescimento micelial (DEsp). Este procedimento foi realizado para cada espécie fangica.
Os gréficos e regressdes foram realizados com o auxilio do programa SigmaPlot 10.0.

Os dados de diametro das colbnias e DEsy foram submetidos ao teste de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov), andlise de variancia (ANOVA) e agrupamento de
médias (Scott-Knott, P < 0,05) com o auxilio do programa Sisvar versdo 5.4. Com base
nos valores da DEsy, as espécies fangicas foram agrupadas como sensiveis,

moderadamente sensiveis e pouco sensiveis ao fungicida.

Temperatura

Para esse experimento foram utilizadas sete espécies de Lasiodiplodia: L.
pseudotheobromae (isolado 01); L. gonubiensis (isolado 15); L. euphorbicola (isolado 19);
L. theobromae (isolado 26); L. hormozganensis (isolado 52); L. iraniensis (isolado 69); e L.

viticola (isolado 71).

As espécies foram usadas para avaliar o efeito da temperatura no crescimento do
fungo in vitro. Os discos de micélio foram retirados de placas de Petri com 7 dias de
incubacao a 25 °C no escuro. Posteriormente, cada espécie foi transferida para o centro
de placas de Petri contendo BDA, incubados sob as temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e
40°C os quais consistiram no fator 1 e as oito espécies de Lasiodiplodia spp. consistiram
no fator 2. A unidade experimental foi constituida por cada placa de Petri. As placas foram
incubadas em camara tipo BOD no escuro sob a temperatura correspondente ao seu
tratamento e o diametro da colénia, em duas posi¢des ortogonais, foram medidas com um
auxilio de um paquimetro digital apos o tratamento testemunha ter alcancado % do
didmetro da placa. O experimento foi realizado duas vezes. O delineamento experimental

usado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, com cinco repeti¢coes.

Os dados foram coletados e foi realizada a analise de variancia. As médias foram

comparadas entre si pelo teste de Scott-Knot (P < 0,05), com o auxilio do Sisvar versao
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5.4. Além disso, foram confeccionados gréaficos de dispersao e ajuste de regressao com o

auxilio do programa SigmaPIlot 10.0.

Sensibilidade osmoética

A sensibilidade osmdtica foi avaliada por meio do crescimento micelial dos fungos
em meio BDA, nas mesmas condicdes do experimento anterior, contendo diferentes
concentracfdes de NaCl no meio.

Da mesma forma que o experimento anterior, discos de micélio foram retirados das
margens de culturas aos 7 dias de incubagcdo de cada espécie e transferidos para o
centro de placas de Petri de 9 cm de diametro suplementados com 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e
8,0% de (peso/volume) de NaCl. Placas de Petri contendo BDA sem NaCl foram utilizadas
como testemunha.

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 7x6, com cinco repeticbes. A unidade experimental foi constituida de cada placa
de Petri. As placas foram incubadas a 25 °C no escuro. O diametro das colbnias foi
mensurado em duas posi¢des perpendiculares, com auxilio de um paquimetro digital apés
o0 tratamento testemunha ter alcangado 75% do diametro da placa. Apds a medicdo, foram
criados graficos de dispersao, relacionando crescimento micelial e concentracdo de NacCl.
Além disso, foram ajustadas equacfes de regressdo para determinar o percentual de
salinidade necessério para inibir 50% do crescimento micelial (NaClsy) de cada espécie
fangica. Todos os gréficos de dispersédo com curva de regressao foram realizados com o
auxilio do programa SigmaPlot 10.0. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov), analise de variancia (ANOVA) e teste de agrupamento de médias
(Scott Knott, P < 0,05) com o auxilio do programa Sisvar versdao 5.4. Com base nos
valores da NaClsp, e do teste de médias, as espécies fungicas foram agrupadas como

sensiveis, moderadamente sensiveis e pouco sensiveis ao ambiente salino.

4.3 Resultados e Discusséo

Este é o primeiro estudo de sensibilidade a fungicida de isolados de Lasiodiplodia
provenientes de aceroleira. As espécies de Lasiodiplodia estudadas apresentaram
diferencas significativas na sensibilidade ao tiofanato metilico (Figura 1). Com relacéo a
DEso, 0s valores variaram de 0,742 a 2,702 ug/mL (Figura 2). Para esta variavel também

houve diferengas significativas entre as sete espécies de Lasiodiplodia estudadas. Como
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esperado, com o aumento da concentracdo do ingrediente ativo fungicida no meio de
cultura, houve uma redugao no crescimento micelial in vitro dos fungos estudados.

Baseado nesses resultados, as espécies L. pseudotheobromae e L. iraniensis,
apresentam maior sensibilidade ao tiofanato metilico, seguidos de L. brasiliense, L.
gonubiensis, L. euphorbicola e L. hormozganensis, que em uma escala relativa de
sensibilidade foram as espécies moderadamente sensiveis, e L. theobromae foi a espécie
menos sensivel ao fungicida. Essas diferencas na sensibilidade podem estar associadas
a uma caracteristica natural das espécies/isolados ou eles foram proveniente de uma
populacdo que desenvolveu resisténcia ao fungicida.

Analisando as espécies L. pseudotheobromae, L. iraniensis e L. hormozganensis
observa-se que as duas primeiras apresentaram menores DEsg, com valores abaixo de
0,882 pg/mL. Cabral (2017), trabalhando com os mesmos isolados fungicos, observou
gue a primeira espécie foi a mais frequente nas amostragens do patégeno em aceroleiras
em campo, correspondendo a 33% dos isolados coletados na cultura. O fato de a cultura
nao demandar frequentes pulverizacbes com fungicidas pode nos levar a acreditar que
este menor valor de DEsq contribuiu para o aumento da frequéncia dessa espécie sensivel
no campo de cultivo.

As trés espécies mencionadas anteriormente também foram avaliadas na cultura
da mangueira e o maior valor de DEsq foi de 2,82 pug/mL (DOS SANTOS et al., 2018).
Considerando que o uso de fungicidas, inclusive do grupo benzimidazol, € mais comum
na cultura da mangueira em relacdo a aceroleira, é esperada que a sensibilidade
associada a isolados da aceroleira correspondem a uma caracteristica natural dos
mesmos devido a ndo aplicacdo de fungicidas na cultura e, consequentemente, a nao
exposicdo ao principio ativo.

A espécie L. theobromae apresentou DEsy de 2,702 pg/mL. Esse valor apenas
coloca este isolado na posicdo menos sensivel em relacdo aos demais em estudo, mas,
nao é um valor capaz de classificar o isolado como ndo sensivel ao principio ativo. Na
regido do Submeédio do Vale do Sao Francisco, esta espécie ja foi relatada em mamoeiro
(CAVALCANTE et al., 2014), mangueira (DOS SANTOS et al., 2018), bananeira (VIEIRA
et al.,, 2017) e videira (PEIXINHO, 2008). Cavalcante et al. (2014) encontraram, em
pomares de mamoeiro que se fazem o uso intensivo de fungicidas, isolados de L.
theobromae com faixa de DEsp de 0,88 a 496,51 pg/mL. Considerando que esta espécie €
sabidamente capaz de infectar uma alta gama de hospedeiros (>500 espécies), pode

estar ocorrendo o fendmeno de salto de hospedeiros, ou seja, provavelmente o isolado
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coletado de aceroleira anteriormente infectava outro hospedeiro em que é comum 0O uso
intensivo de fungicidas, como na cultura da videira e mangueira. Assim, este isolado
poderia ja ter submetido a uma grande exposi¢cao ao principio ativo testado.

Esta hipotese € reforcada pela caracteristica dos plantios da regido, em que as
lavouras de diferentes hospedeiros sdo muito proximas entre si. Este fato ja foi
comprovado para outros patossistemas, como Phytophthora infestans na cultura da batata
e Magnaporthe oryzae na cultura do arroz (STUKENBROCK & MCDONALD, 2008).
Assim, é importante a realizacdo de estudos complementares para comprovar a
ocorréncia do salto de hospedeiros neste patossistema.

A andlise dos valores de DEsp nos permite inferir que as espécies estudadas
apresentam diferencas na sensibilidade ao tiofanato metilico. Assim, ha necessidade de
se determinar qual espécie fungica esta no campo causando dano, para que haja um
manejo de fungicidas mais eficiente na cultura.

Independente da espécie de Lasiodiplodia que estd4 ocorrendo na lavoura, seria
recomendado um cuidado no uso de fungicidas de um mesmo ingrediente ativo, uma vez
que ja ha relatos de mutagdo de ponto simples no gene da B-tubulina, como no cédon
198, o que torna a patodgeno resistente a benzimidazois, como o tiofanato metilico (DOS
SANTOS et al.,, 2018). Esta resisténcia estd associada a alelos resistentes que séo
frequentemente raros ou inexistentes em populacdes de fungos antes do uso de um
determinado fungicida, mas pode surgir apds a alta exposicao a fungicidas.

Vale ressaltar que seis das sete espécies avaliadas neste estudo foram recém-
identificadas causando morte descendente em aceroleira (CABRAL, 2017). Outros
estudos recentes também identificaram essas espécies em outras culturas. Ha relatos
recentes de L. brasiliense em macieiras, no Ceara (Martins et al., 2018). Cardoso et al.
(2017) relataram o primeiro caso desta espécie fungica causando podriddo pos-colheita
em frutos de pinha (Annona squamosa). Coutinho et al. (2017) identificaram L. brasiliense,
além de L. euphorbicola, L. pseudotheobromae, L. theobromae e L. gonubiensis causando
gomose e morte descendente em anonaceas, caju, sapoti, tamarindo, pitomba e em
anacardiaceas. Os autores indicaram a ocorréncia do fendbmeno do salto de hospedeiros
entre as espécies fangicas estudadas no presente trabalho, porém em outros
hospedeiros.

Em relacdo ao componente de adaptabilidade temperatura, todas as espécies
apresentaram um padrao quadratico de crescimento (Figura 3) em que, nas temperaturas

extremas (10 e 40°C), ndo houve crescimento micelial dos fungos.
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Para 25% das espécies foi observado maior crescimento micelial apenas na
temperatura de 20°C. Para 50% das espécies, 0 maior crescimento micelial ocorreu em
25 e 30°C. Em 12,5% das espécies, o maior crescimento micelial, estatisticamente, foi em
20, 25 e 30°C. A faixa temperatura ideal (Tabela 2) obtida pela derivada das equacdes de
regressdo dos fungos, estd entre 23,91 e 25,81°C. Essa faixa € encontrada,

principalmente nas regides tropicais, onde a frequéncia do género € alta.

Tabela 2. Temperatura Otima obtida por meio da derivada da equacdo de
regressdo para o desenvolvimento das sete espécies de Lasiodiplodia isolados de
aceroleira (Malpighia emarginata).

Espécie Temperatura 6tima (°C)
L. pseudotheobromae 25,54
L. gonubiensis 25,36
L. euphorbicola 25,70
L. theobromae 25,80
L. hormozganensis 25,15
L. iraniensis 25,81
L. brasiliense 23,91
Média 25,30

Os dados encontrados estdo em conformidade com Hohenfeld et al. (2013) que
verificaram que isolados de Lasiodiplodia sp. obtidos de mandioca obtiveram a melhor
faixa de crescimento entre 30 e 35 °C. Tavares (2002) descreveu que temperaturas altas,
com média em torno de 28°C favorecem o desenvolvimento de L. theobromae. Protazio et
al. (2014) avaliaram a influéncia da temperatura em isolados de Lasiodiplodia spp. obtidos
de plantas de camu-camu, bacuri e murici e obteve maiores indices de crescimento

micelial nas temperaturas de 30 a 35°C.

Em relacdo ao componente de adaptabilidade salinidade, o crescimento micelial in
vitro para as sete espécies foi maximo na auséncia de sal no meio de cultura. Como
previsto, com o aumento das concentracdes salinas no meio, esse crescimento reduziu
significativamente. Houve espécies que apresentaram relativo crescimento na presenca
de até 2% de NaCl. Um exemplo foi L. hormozganensis que apresentou reduzido
crescimento naquela concentracdo, aumentando 24,64% na auséncia de NaCl (Figura 4).

Para espécies sensiveis, como L. pseudotheobromae, esse valor foi de 10,86%.
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Um total de 87,5% das espécies apresentaram diferencas significativas entre as
concentracdes de 0% e 1%, sendo apenas a espécie L. euphorbicola a que néo diferiu em
crescimento micelial entre essas faixas de NaCl no meio. A espécie L. gonubiensis ndo
apresentou crescimento micelial a partir de 6% de NaCl no meio de cultura.

A espécie L. brasiliense (isolado 71) demonstrou uma alta adaptabilidade relativa
(em relacdo a testemunha) a presenca de sal no meio de cultura, pois necessitou de
cerca de 2,3% de NaCl no meio para reduzir seu crescimento micelial em 50% (NaClsp)
(Figura 5). Esse valor € cerca de 153% maior em relacdo a espécie com o segundo maior
valor. Ja L. pseudotheobromae (isolado 01) e L. iraniensis (isolado 69) foram as espécies
mais sensiveis a presenca do sal no meio, reduzindo o NaClsp na presenca de apenas
0,5% de NaCl no meio de cultura. L. pseudotheobromae ndo apresentou diferencas
significativas entre as concentracdes a partir de 6%. Isso demonstra que o ambiente
ausente em salinidade promove melhores condi¢Bes para o crescimento desta espécie. A
medida que o sal aumenta de concentracdo no meio, o crescimento micelial diminui. O
mesmo ocorreu para L. hormozganensis, a partir dos tratamentos de 3% de NaCl; e para
L. iraniensis nas concentracdes a partir de 4%; e para L. theobromae e L. brasiliensis nas
concentracdes a partir de 5%.

Resultados semelhantes foram encontrados por Arafat et al. (2013) que estudaram
o efeito da salinidade da agua de irrigacdo na reducéo do crescimento de L. theobromae.
Os autores identificaram que a concentracdo de sal capaz de elevar a condutividade
elétrica da agua de irrigagcdo para 15,63 dS/m2 (quantidade correspondente a
concentracdo de 1% de NaCl) foi capaz de reduzir o crescimento do fungo em 17,03%.
No presente trabalho, a reducao foi de 40,93%, entretanto 0 nosso experimento foi in
vitro.

Um estudo de Fujimira et al. (2015) mostrou que espécies fungicas que
apresentam certa resisténcia ao estresse hidrico apresentam uma mutacdo de ponto na
proteina histidina quinase. Este trabalho foi realizado com isolados de
Botryosphaeriaceae resistentes a dicarboximidas. Os autores provaram que a mutagao
induz o acumulo de glicerol em resposta ao estresse hidrico (dos SANTOS, 2018). Isso
demonstra que condicbes até mesmo adversas para a planta podem ser favoraveis ao
crescimento do fungo previamente associado a planta sob estresse (Lima et al, 2013).

Componentes de adaptabilidade, como taxa de crescimento micelial e viruléncia
podem refletir o potencial patogénico dos isolados para se reproduzir, disseminar e

estabelecer novas infeccdes e é utilizado para prever o desenvolvimento de resisténcia e
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também para determinar estratégias de manejo da doenca (BRENT, 2007; ISHI, 2015).
As espécies em questdo ndo apresentaram custos de adaptabilidade em relacdo a
sensibilidade ao tiofanato metilico, entretanto, a espécie L. brasiliense, moderadamente
sensivel ao fungicida, apresentou maior crescimento micelial em alta concentracao salina.
Dos Santos el. (2018) demostraram que essa capacidade de crescer sob estresse salino

€ uma fendbmeno caracteristico em Botryosphaeriaceae.

4.4 Conclusodes

O tiofanato metilico foi capaz de inibir o crescimento micelial in vitro das sete
espécies de Lasiodiplodia.

L. pseudotheobromae e L. iraniensis apresentam maior sensibilidade ao tiofanato
metilico, enquanto L. theobromae foi a espécie menos sensivel ao fungicida.

Em temperaturas extremas (10 e 40°C), as espécies de Lasiodiplodia isoladas de
aceroleiras n&do se desenvolveram.

A faixa 6tima média de temperatura para o crescimento micelial das espécies de
Lasiodiplodia isoladas de aceroleira foi 25,3°C.

A maior concentracdo de NaCl no meio nao foi capaz de inibir o crescimento de
espécies de Lasiodiplodia, sendo L. brasiliense a espécie que apresentou maior

crescimento micelial em condi¢des de alto estresse salino.
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Figura 1. Efeito de concentragBes de tiofanato metilico no crescimento micelial de sete
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crescimento micelial das diferentes espécies de Lasiodiplida spp. isolados de aceroleira

(Malpighia emarginata).
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Lasiodiplodia spp. isolados de aceroleira (Malpighia emarginata). Legenda: A) L.
pseudotheobromae, B) L. gonubiensis, C) L. euphorbicola, D) L. theobromae, E) L.

hormozganensis, F) L. iraniensis, G) L. brasiliense.



44

100
A Y=4,7585 + 79,1619¢°*> | | B Y= -4,0129 + 60,6848¢ 419
o R? = 98,37% ] R? = 94,79%
£
% 60 -|
£ §
E 40 4
2 20 s L]
0 T T T T A4
100
c Y=-3,0703 + 97,8109e 0% | | D Y= 6,2312 + 68,6512 5%
- *\ * R2=8894% ] R? = 97,23%
g [ ]
= L]
w601
: 3
E 40
5 20 +
5 3 '
100
E Y= 2,898 + 87,8387 | | F Y= 4,9719 + 62,8215¢”°%>
R? = 91,36% R? = 95,32%
80 - [ ! 7
T L]
3
E
é 40
5
20 1
0
100 10
G Y= 3,2392 + 25,1988e 7% -
R2 = 92,06% Concentragéo salina (%)
80 1
£
E
% 60 -
E
5 a0
5
20 4
[ ]
0 . . . . .
0 2 4 6 8 10

Concentragao salina (%)

Figura 4. Efeito de concentracbes de NaCl no meio de cultura BDA no crescimento
micelial de sete espécies de Lasiodiplodia isolados de aceroleira (Malpighia emarginata).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a gravidade da morte descendente na cultura da aceroleira, a qual
pode levar a planta a morte, o presente trabalho fornece as primeiras informacdes sobre a
base da sensibilidade desses agentes causais ao fungicida tiofanato metilico e o
comportamento das espécies na presenca de estresse salino. Além disso, este estudo
pode servir como base para outros no que tange a definicdo das concentragbes de
ingrediente ativo nas formulacdes ou definicdo de intervalos de aplicacdes para 0 manejo
da doenca em campo. Trabalhos dessa natureza podem ser fundamentais para 0 manejo
de doencas emergentes, uma vez que fungicidas podem ser fitotoxicos em altas doses e
apresentar falha de controle em baixas doses, além de possibilitar a selecdo de isolados
resistentes do patdgeno. Por fim, acreditamos que é necessario um estudo mais amplo,
com uma maior quantidade de isolados de cada uma das espécies causadores de morte
descendente na aceroleira para comprovar se ha diferencas na sensibilidade dentro de

uma mesma espeécie.



