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RESUMO

A mandioca € uma raiz tuberosa, rica em amido, o que confere a planta um alto valor
caldrico, razdo pela qual é utilizada para alimentacdo humana e animal e como insumo para as
industrias. A podriddo negra da raiz e a podriddo seca de manivas sdo doencas da mandioca
que comprometem a qualidade do produto e podem reduzir drasticamente o rendimento das
culturas. Diante disso, 0 estudo teve como objetivo identificar as espécies de
Botryosphaeriaceae associadas a essas duas doencas em areas do Nordeste brasileiro e do
estado de Minas Gerais e inferir uma correlacdo entre essas doencas. A identificacdo dos
isolados foi feita por meio de uma combinacdo de morfologia e analise filogenética das
regiGes génicas do fator de elongacdo da traducdo (TEF1 - o) e do espacador transcrito interno
(ITS). Cinco espécies foram identificadas relacionadas a podriddo negra de raiz e a podridao
seca de maniva (Lasiodiplodia parva, L. euphorbicola, L. theobromae, L. hormozganensis,
Neoscytalidium dimidiatum) e seis a podriddo seca de maniva (L. brasiliense, L.
laeliocattleyae, L. caatinguensis, L. pseudotheobromae, L. iraniensis, Macrophomina
pseudophaseolina). Todas as espécies identificadas neste estudo foram capazes de causar
podriddo negra de raiz e podriddo seca de manivas em mandioca. Em ordem, as espécies mais
frequentemente isoladas neste levantamento foram L. theobromae, N. dimidiatum e L.
euphorbicola. Este € o primeiro relato de L. parva, L. brasiliense, L. laeliocattleyae, L.
hormozganensis, L. caatinguensis, L. iraniensis e Macrophomina pseudophaseolina

associadas a doencgas de mandioca no mundo.

Palavras-chave: Botryosphaeriales. Filogenia. Fitopatdgenos. Fungos. Mandioca. Taxonomia.



ABSTRACT

Cassava is a tuberous root, rich in starch, which gives the plant a high caloric value,
reason why is used for human and animal food and as an input for industries. Black root rot
and stem rot are cassava diseases that compromise product quality and can drastically reduce
crop yields. In view of this, the study aimed to identify Botryosphaeriaceae species associated
with those both diseases in areas of Northeast Brazil and Minas Gerais state and to infer a
correlation between these diseases. The isolates identification was made by a combination of
fungi morphology and phylogenic analyses of the genic regions of translation elongation
factor 1 a (TEF1- o) and internal transcribed spacer (ITS). Five species were identified related
to black root rot and stem rot (Lasiodiplodia parva, L. euphorbicola, L. theobromae, L.
hormozganensis, Neoscytalidium dimidiatum) and six to stem rot (L. brasiliense, L.
laeliocattleyae, L. caatinguensis, L. pseudotheobromae, L. iraniensis, Macrophomina
pseudophaseolina). All species identified in this survey were capable to cause cassava black
root rot and stem rot. In order, the most frequently isolated species in this survey were L.
theobromae, N. dimidiatum and L. euphorbicola. This is the first report of L. parva, L.
brasiliense, L. laeliocattleyae, L. hormozganensis, L. caatinguensis, L. iraniensis and
Macrophomina pseudophaseolina associated with cassava diseases in the world.

Keywords: Botryosphaeriales. Cassava. Fungi. Phylogeny. Plant pathogens. Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Manihot esculenta Crantz € uma espécie de planta dicotiledbnia, pertencente a familia
Euphorbiaceae (CARVALHO, 2006), que apresenta raizes tuberosas capazes de armazenar
grande quantidade de amido, o que confere um alto valor energético a planta. Dependendo da
quantidade de &cido cianidrico, substancia toxica encontrada nas raizes, € separada em
mandioca mansa, também chamada de macaxeira ou aipim, destinada ao uso domeéstico para
alimentacdo humana e animal e em mandioca brava, ou apenas mandioca, usada para fins
industriais, tais como, a fécula e a fabricacdo da farinha de mandioca (MATTOS, 2006a).

Atualmente o Brasil ocupa o primeiro lugar na América Latina e o quarto lugar no mundo
na producdo de mandioca, ficando atras da Nigéria, o atual lider mundial, da Tailandia e
Indonésia (FAO, 2017). Aliado ao seu alto valor calérico, a mandioca € uma planta resistente,
adaptada ao clima quente dos tropicos e a solos pobres em nutrientes, 0 que a torna uma
cultura importante para a agricultura familiar, garantindo alimento, emprego e renda para as
populacdes de baixa renda no Brasil, principalmente nos locais mais carentes da regido
nordeste do pais (EMBRAPA, 2003; MATTOS, 2006a; SOUZA & SOUZA, 2006; FAO,
2013).

Apesar da sua importancia social e econémica, poucos séo os estudos realizados sobre as
doencas que acometem a cultura da mandioca. Dentre elas estdo as doencas provocadas por
fungos que comprometem a qualidade do produto e podem reduzir drasticamente a
produtividade da cultura (MICHEREFF et al., 2005). Como exemplos de tais doencas, temos
a podridao negra das raizes e a podriddo seca das manivas de mandioca, cuja incidéncia vem
aumentando significativamente nos Gltimos anos.

De acordo com Massola Jr. et al. (2016), plantas afetadas com a podriddo negra das
raizes, apresentam amarelecimento e queda das folhas, o que pode ocasionar a morte dessas
plantas ainda no campo. Ao incidir sobre as manivas, os fungos causadores dessa doenca,
diminuem a capacidade de germinagéo das gemas. Ainda, segundo Massola Jr. et al. (2016), a
podriddo seca das manivas gera plantas doentes devido & diminuicdo da viabilidade do
material propagativo contaminado, o que também pode acarretar a morte das plantas no
campo. O aumento da incidéncia dessas doengas na regido nordeste do Brasil pode estar
associado ao fato de grande parte do plantio de mandioca ser feito em pequenas propriedades
rurais utilizando baixo nivel tecnoldgico e material propagativo (manivas) de baixa qualidade
fisioldgica e fitossanitaria (SILVA et al., 2013).
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No Brasil, a condicdo de agente causal da podriddo negra das raizes era associada ao
fungo Scytalidium lignicola (LARANJEIRA et al., 1994). Porém, recentemente verificou-se,
com base em anélises filogenéticas, que os agentes etioldgicos se tratavam de Lasiodiplodia
spp. e Neoscytalidium hyalinum (=N. dimidiatum) (MACHADO et al., 2014a), enfatizando
assim a importancia de estudos mais aprofundados em trabalhos de diagnose. Apesar dessa
recente contribuicdo, a podriddo negra das raizes ainda precisa ser mais bem estudada, uma
vez que Machado et al., (2014a) realizaram um estudo com apenas 6 isolados provenientes
dos estados do Maranhdo e Paraiba, sendo entdo uma amostragem restrita e pouco
representativa.

Contudo, este estudo forneceu fortes indicios de uma possivel elevada diversidade de
espécies de Botryosphaeriaceae associadas a essa doenca, da mesma forma como ocorreu para
outros patossistemas como as podriddes causadas pelo complexo Lasiodiplodia spp. em
manga (MARQUES et al., 2013a), em maméo (NETTO et al., 2014) e para podridao radicular
e do colo do pinhdo-manso (Jatropha curcas) no Brasil, em que nove espécies de
Botryosphaeriaceae foram relatadas, das quais quatro eram novas para a ciéncia (MACHADO
et al., 2014b). Na pouca literatura existente a respeito da podridao seca das manivas, o fungo
Lasiodiplodia theobromae (MASSOLA JR. et al., 2016) tem sido relatado como o agente
causal dessa doenca. Todavia, os dados em relacdo a etiologia, tanto da podriddo negra das
raizes, quanto da podriddo seca das manivas de mandioca, ainda sdo incipientes.

Os géneros Neoscytalidium e Lasiodiplodia estdo incluidos na familia
Botryosphaeriaceae (Botryosphaeriales, Dothideomycetes, Ascomycota), um grupo que nos
altimos anos vém sofrendo significativas alteracbes na taxonomia, sistemética e na
nomenclatura, em razdo do uso de sequéncias de DNA em analises filogenéticas (PHILLIPS
et al., 2013). O advento da biologia molecular unida a analise morfologica permitiu a
descoberta de diversas espécies cripticas ainda desconhecidas para a ciéncia, cuja tarefa seria
praticamente impossivel utilizando apenas a analise da morfologia (ALVES et al., 2008;
TRAKUNYINGCHAROEN et al., 2015).

Assim, considerando a importancia da cultura da mandioca no Brasil, dos fungos da
familia Botryosphaeriaceae relacionados as culturas de importancia econdmica e social e a
caréncia de estudos acurados relacionados a etiologia da podriddo negra das raizes e a
podriddo seca das manivas de mandioca, cuja incidéncia vem crescendo na regido nordeste do
pais e no estado de Minas Gerais, se faz necessario a investigacdo dessas doencas e a

identificacdo de seus agentes causais, uma vez que estas informagoes certamente contribuirdo



12

para futuros estudos envolvendo variedades resistentes, como também para a definicdo de
estratégias de controle dessas doencas.

Tendo em vista o que foi exposto, o estudo teve como objetivos (I) identificar as espécies
de Botryosphaeriaceae associadas com podriddo negra das raizes e podriddo seca das manivas
de mandioca em areas do nordeste brasileiro e de Minas Gerais; (I1) avaliar a patogenicidade e
a agressividade dos isolados obtidos; (I11) verificar se as espécies encontradas em raizes sdo

as mesmas encontradas em manivas inferindo uma possivel correlacdo entre essas doengas.



13

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 MANIHOT ESCULENTA: é mandioca ou macaxeira?

Incluida na familia Euphorbiaceae, a Manihot esculenta Crantz € uma planta rustica e
arbustiva que exibe um sistema radicular rico em fécula, um caule ereto e quebradico munido
de nds salientes e com folhas simples insertas, e flores unissexuadas e monoclamideas.
Apresenta uma elevada diversidade genotipica que em parte é atribuida ao seu sistema de
cruzamento (alégamo) e a preservacdo das plantas com tracos diferentes, por parte dos
indigenas e agricultores, proveniente da germinacdo de suas sementes botanicas
(CARVALHO, 2006).

Com indicios de seu cultivo datando ha 5.000 anos na America Latina, o Brasil é 0
provavel centro de origem e domesticacdo da M. esculenta, sendo essa hipdtese reforcada pelo
fato do Pais apresentar a maior diversidade biologica do género, com 80% das espécies
silvestres de Manihot, com polimorfismo vegetativo significativo, estarem presentes em seu
territério (CARVALHO, 2006). J& a sua disseminacdo pelo mundo ocorreu por meio dos
portugueses na Africa e por mercadores espanhoéis na Asia, apos a descoberta da América. Por
fim, em meados de 1.800, alcancou a india onde tem uma distribuico e importancia alimentar
expressiva (ALBUQUERQUE, 2008).

Capaz de se adaptar a diferentes ecossistemas e bem habituada ao clima tropical e
subtropical, a M. esculenta foi cultivada por povos amerindios desde a antiguidade
(FUKUDA, 2006a; SOUZA & SOUZA, 2006) e até hoje se faz presente na dieta das pessoas
em diversas partes do mundo. Com capacidade de produzir amido nas folhas e armazena-lo
em seus tecidos de reserva, € uma planta de aproveitamento integral, podendo ser utilizada na
alimentacdo humana e animal e para fins industriais (OTSUBO et al., 2001; MATTOS,
2006a; FIALHO et al., 2009).

De acordo com a concentracdo de acido cianidrico (HCN) presente em suas raizes, a M.
esculenta é separada em duas grandes categorias. Conforme, Mattos (2006a) as raizes que
apresentam uma concentragdo maior que 100mg de HCN/kg sdo classificadas como
variedades bravas ou amargas, enquanto as que apresentam valores inferiores a 100mg de
HCN/kg sao consideradas variedades mansas ou doces. A producdo de HCN por essa planta é
uma consequéncia da hidrdlise de um glicosideo cianogénico, a linamarina (C10H17NOs)
(FUKUDA, 2006a; MATTOQOS, 2006a). Esse acido, que também é conhecido como acido
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prassico, € uma substancia tdxica que além de provocar intoxicacGes, pode ser letal sobre
certas circunstancias, tanto para humanos, quanto para animais.

As variedades bravas de M. esculenta, conhecidas como mandioca, sdo destinadas para
fins industriais, pois devido a sua alta concentracdo de HCN precisam ser processadas antes
de serem consumidas. A partir dessa variedade de raiz sdo obtidas varios tipos de farinha e a
fécula que é o amido proveniente da raiz de mandioca. A fécula pode ser utilizada na
alimentacdo humana ou como fonte de matéria-prima para industrias. Entre suas aplicacdes
podemos citar o uso da fécula fermentada para a producéo de polvilho, a fécula modificada
para a obtencdo de dextrina, glucose, sorbitol, vitamina C e a fécula na forma in natura
utilizada na fabricacdo de tapioca, goma para tecidos, fermento quimico, alcool e papéis
(EMBRAPA, 2003).

As variedades mansas ou doces sdo destinadas ao uso domeéstico para alimentacdo
humana e animal. Conhecidas como macaxeira, aipim ou mandioca de mesa, ndo precisam ser
processadas antes de serem consumidas. O simples cozimento e/ou fritura é o bastante para
eliminar o HCN presente nesse tipo de raiz. Além das raizes, que sdo ricas em calorias, as
folhas dessa planta sdo 6timas fontes de minerais, vitaminas A, C e do complexo B e
proteinas, podendo, inclusive, serem utilizadas como suplemento alimentar para criancas
(MATTQOS, 2006a; FIALHO et al., 2009).

Além da alta ou baixa presenca de compostos cianogénicos que confere as raizes um
sabor amargo ou doce, respectivamente, ndo temos como separar essas duas variedades
apenas pela aparéncia da planta. Outrora, segundo Cunha & Neto (2016), essa diferenciacdo
foi realizada pelos povos antigos mediante a observacao da suscetibilidade menor, por parte
da planta, a ataque de insetos, animais e a doengas, ja que concentracbes maiores desses
compostos proporcionam maior protecdo a planta. Hoje, ainda segundo os mesmos autores,
temos que confiar no conhecimento dos produtores que trabalham e conhecem esse material
h&d mais tempo ou fazer testes em laboratério para realizar essa diferenciacdo entre as
variedades.

Fonte de alimento para milhGes de pessoas, principalmente nos paises em
desenvolvimento da América Latina, Africa, Asia e apontada pela Organizaco das Naces
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) como a quarta cultura de producdo de
alimentos de maior importancia do mundo (FILGUEIRAS & HOMMA, 2016), a mandioca
vem passando por um crescimento em sua demanda global, estimulada, principalmente, pelos

setores de etanol, em especial na Asia (FAO, 2017).
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O Brasil que ja foi responsavel por 12,7% da producdo total de mandioca, ocupando a
vice-lideranca mundial nesse mercado (EMBRAPA, 2003), vem sofrendo com a expansédo da
producdo asiatica dos Ultimos anos. Tal expansdo vem sendo impulsionada pela modernizagéo
e 0 alto desempenho das fecularias que contam com o auxilio de grandes empresas associadas
a mandioca (FAEP, 2015). Esse crescimento da producdo Asiatica resultou em uma queda de
posicao do Brasil no ranking mundial, passando a ocupar o quarto lugar, contribuindo com
apenas 7,7% da producdo total, ficando atrds da Nigéria, o atual lider mundial (19,5%),
Tailandia (10,9%) e Indonésia (8,6%) (FAEP, 2015).

Cultivada em todo o territério nacional, o Brasil é lider de producédo na regido da América
Latina e Caribe, produzindo atualmente uma média de 25 milhdes de toneladas por ano de
mandioca, sendo 83% dessa producéo oriunda de fazendas familiares e estando os estados do
Pard, Parana e Bahia entre os principais produtores nacionais. (FAEP, 2015; FAO, 2017;
CONAB, 2017). O seu cultivo assume propdsitos diferentes de acordo com a regido do Pais
onde é plantada. No norte e nordeste, a mandioca, € voltada para a producdo de farinha e fonte
de subsisténcia, enquanto na regido centro-sul que compreende os estados do Parana, Santa
Catarina, Mato Grosso do Sul e S&o Paulo a mandioca € destinada ao processamento e
utilizada pelas industrias téxtil de quimica e papelaria e de alimentos (OTSUBO, 2012).

A mandioca € uma cultura de grande importancia no combate a pobreza e a fome.
Fornece seguranca alimentar e nutricional as pessoas e atua na geragdo de emprego e renda,
sobretudo nas partes mais carentes do mundo, incluindo as zonas mais pobres da regido
nordeste do Brasil. Devido a sua eficiéncia em se adaptar as condi¢cdes impostas pelo
ambiente, tais como, solos pobres em nutrientes, solos &cidos, possuirem raizes bastante
caloricas e poder ser inteiramente utilizada (MATTOS, 2006a; FIALHO et al., 2009; FAO,
2013), a mandioca é plantada, sobretudo, em pequenas propriedades, num sistema de
agricultura familiar. Tal sistema é o principal responsavel pela producdo da maioria dos
alimentos consumidos pela populagdo brasileira, s6 no nordeste do Brasil 89% dos
estabelecimentos sdo de fazendas familiares (BRASIL, 2014).

Apesar de a mandioca apresentar sementes, 0 método mais rapido e eficaz para a sua
propagacdo ¢ a utilizagdo das manivas-semente que sdo fragmentos das hastes e do caule da
planta. As manivas quando plantadas, em condicGes favoraveis, dentro de quinze dias ja
exibem raizes, ramos aéreos e folhas, enquanto as sementes passam por periodos extensos de
permanéncia no solo para germinarem (CARVALHO, 2006). A fim de obter uma boa
producdo é importante que o material a ser plantado esteja saudavel e livre de pragas e

doencas. Em vista disso, além da sele¢do do material, o ideal € que a mandioca seja colhida e
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plantada no mesmo periodo do ano, pois manivas armazenadas durante longos periodos
acabam perdendo a qualidade (ALVES, 2006).

Em relagdo as formas de cultivo, a mandioca pode ser cultivada em diferentes sistemas de
plantio, dentre eles temos o plantio em nivel, em leirdes ou camalhdes, cultivo em faixas,
sistemas de consoércio e rotacdo de culturas com feijao, milho, arroz e amendoim, como
exemplos. Essas praticas visam uma melhor preservacdo do solo quanto as suas propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas, reducdo da erosdo e de encharcamentos em solos de drenagem
baixa e diminuicdo da ocorréncia de pragas e doencas como a podriddo radicular (SILVA,
2016). Sua colheita pode ser realizada entre 0 6° e 0 18° més apos o plantio (FAO, 2013) e
depois da colheita as raizes ndo devem permanecer no campo por mais de 24 horas

(MATTOS, 2006b), pois suas raizes sdo pereciveis e de rapida deterioracéo.

2.2 PRAGAS E DOENCAS QUE AFETAM O CULTIVO DA MANDIOCA

Entre os problemas enfrentados no cultivo da mandioca estdo as pragas e as doencgas que
dependendo da velocidade da sua proliferacdo, agressividade do agente etioldgico e da
suscetibilidade da planta ao invasor podem causar perdas severas na cultura. O mandarova e
0S acaros sao as principais pragas que acometem o plantio da mandioca. A primeira é causada
pelas lagartas das espécies Erinnys ello e E. alope que podem ingerir as partes novas das
hastes, as gemas e desfolhar as plantas por completo, podendo levar a uma perda de até
metade da producdo. Com frequéncia encontrada nas cores marrom ou verde, 0 mandarova,
além de sua grande eficiéncia em consumir as folhas, também esta relacionado com outro
problema enfrentado pelo cultivo da mandioca, ele pode disseminar a bacteriose, doenga que
ser4 abordada mais adiante (FARIAS, 2006; FIALHO et al., 2009).

Os acaros, de maneira geral, causam nas plantas queda da taxa fotossintética, em vista, da
diminuicdo da area foliar, acarretando em perdas do material propagativo da mandioca e da
produtividade de suas raizes. Apontada como as pragas mais severas da mandioca ataca o
plantio preferencialmente nos periodos secos do ano, comecando por plantas isoladas,
seguidamente por grupos pequenos de plantas em focos locais, e por fim ocupam todo o
cultivo. No Brasil temos como principais representantes o acaro-rajado (Tetranychus urticae)
e 0 acaro-verde (Mononychellus tanajoa). Além das pragas mencionadas, as plantacdes de
mandioca podem sofrer ataque de formigas, cupins, mosca-branca, mosca-do-broto, mosca-
da-fruta, percevejos-de-renda, cochonilha-das-raizes e brocas-do-caule (FARIAS, 2006;
NORONHA, 2016).
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Assim como as pragas, as doencas ocasionadas por virus, bactérias e fungos podem ser
fatores limitantes importantes na producdo da mandioca, especialmente nas areas onde ela ¢ a
principal opgdo agricola, servindo como fonte de subsisténcia e renda ao agricultor. Dentre as
viroses que podem acometer a cultura estio o CBSD (Cassava Brown Streak Disease), 0
mosaico-africano e 0s mosaico-comum e mosaico-das-nervuras, sendo esses dois Ultimos as
principais doencas viroticas da mandioca no Brasil (HOHENFELD, 2016; TREMACOLDI,
2016), bem como a couro-de-sapo que tem como agente etioldégico um fitoplasma, contudo
sua etiologia ainda precisa ser mais bem compreendida (ALVAREZ et al., 2009). Como
sintomas gerais tipicos das viroses observa-se intensa clorose entre as nervuras primarias e
secundarias e o retorcimento do limbo foliar como sintoma mais grave da doenca (FUKUDA,
2006b). Ja& os danos da couro-de-sapo sdo mais evidentes nas raizes que acabam nao
armazenando amido, se apresentando finas e fibrosas e com rachaduras longitudinais na
epiderme (TREMACOLDI, 2016).

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis é a responsavel por uma das doencas

mais relevantes da mandioca no Brasil, a bacteriose ou murcha (MASSOLA JR. et al., 2016).
Entre os sintomas causados por essa bactéria estdo a diminui¢do na brotacdo do material
propagativo da mandioca, presenca de pus bacteriano ou goma em hastes novas da planta, do
apice para a base do vegetal ocorre a murcha e secagem das folhas e morte dos brotos novos,
culminando na perda total da planta (FIALHO et al., 2009). Em culturas atacadas pela
bacteriose pode ocorrer sinergismo com patdgenos secundarios que invadem os tecidos
contaminados pela bactéria, tais como o Colletotrichum spp. e Choanephora cucurbitarum,
aumentando ainda mais as perdas da cultura, que sob circunstancia climatica favoravel, em
variedades suscetiveis a doenca pode oscilar entre 50% a 100% (MASSOLA JR. et al., 2016).
Dentre as doencas provocadas por fungos esta a antracnose, encontrada de forma mais severa
nas regides nordeste e sudeste do Brasil devido as condi¢cdes ambientais locais, tem como
agente causador o Colletotrichum gloeosporioides. Entre os sinais tipicos da doenca estdo a
formacéo de cancros profundos e elipticos, nos peciolos e nas hastes jovens e a producao de
uma massa de esporos com coloragédo rosea no centro dessas lesdes em condi¢des de umidade
alta. Nas variedades suscetiveis, toda a parte aérea da mandioca pode acabar comprometida,
guando infectadas em sua fase juvenil (MASSOLA JR. et al., 2016). O superalongamento tem
como agente etiologico o ascosmiceto Sphaceloma manihoticola. Tal enfermidade pode ser
disseminada pelos esporos do fungo dispersos pelos ventos e chuvas, contaminando as plantas
sadias da lavoura, ou pelo material propagativo infectado, alastrando o patégeno para outras

plantacGes. A producdo excessiva de acido giberélico induzido por
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esse ascomiceto causa na mandioca um crescimento excessivo, dando origem a longos
entrenos e ramas finas (FUKUDA, 2006b; TREMACOLDI, 2016).

Estando entre as doencas menos estudadas e pouco compreendidas da mandioca, as
podriddes radiculares vém se tornando cada vez mais um significativo fator limitante no
cultivo de mandioca, principalmente na Africa e no Brasil, provocando alto impacto
econémico e social (BANDYOPADHYAY et al, 2006; NOTARO et al., 2013). No Brasil
Machado et al. (2014a) listam o Fusarium solani, Phytophthora capsici, P. drechsleri, P.
nicotianae var. parasitica, P. richardiae, Scytalidium lignicola, Rhizoctonia solani, Rosellinia
necatrix, Diplodia manihotis e Lasiodiplodia theobromae como fungos relacionados a essas
podriddes em mandioca, porém os dados a respeito das perdas de producdo correlacionadas
aos varios fungos fitopatdgenos ja relatados ainda sdo poucos. Como seus sintomas de
apodrecimento estdo confinados as raizes, a percep¢do da doenca torna-se dificil, sendo
notada apenas quando as mesmas sdo colhidas. Essa dificuldade pode ocorrer até mesmo nos
ataques mais severos da doenca, pois a mandioca tem a capacidade de permanecer de pé sem
exibir sintomas em sua parte aérea, devido o seu extenso sistema radicular e o fato de ser uma
planta bem resistente (MSIKITA et al., 2005). Além da queda de produtividade, essas
podridGes acabam também inutilizando os locais para plantio durante os ciclos da cultura
(NOTARO et al., 2013).

2.2.1 Podriddo negra das raizes e podriddo seca das manivas de mandioca

As plantas acometidas com podriddo negra das raizes podem ser identificadas nas
plantagdes de mandioca pela visualizagdo dos seguintes sintomas: amarelecimento e queda
das folhas e morte da planta. Porém, seus sintomas primarios, ocorrem no subterraneo,
confinados as raizes na forma de podriddo negra (MASSOLA JR. et al., 2016) o que dificulta
a observacdo da doenca e do impacto provocado por ela. Foi relatada pela primeira vez no
Brasil, no estado de Pernambuco, por Laranjeira et al. (1994) que identificaram o Scytalidium
lignicola como o agente causal dessa doenca. Esse fungo também j& foi relatado causando a
mesma doenga em outros estados brasileiros como no Pard (POLTRONIERI et al., 1998),
Alagoas (MUNIZ et al., 1999) e Maranh&o (SERRA et al., 2009).

Apesar de S. lignicola ter sido relatado como o agente causal da podriddao negra,
Machado et al. (2014a) em seu trabalho com isolados de mandioca obtidos dos Estados do
Maranhdo e Paraiba verificaram, por meio na analise molecular e filogenética, que os fungos

Lasiodiplodia theobromae, L pseudotheobromae, L. euphorbicola eram os patégenos
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responsaveis pela podriddo negra nessas areas, bem como o Neoscytalidium hyalinum (=N.
dimidiatum) que é morfologicamente semelhante ao S. lignicola, enfatizando assim a
importancia dos estudos moleculares em trabalhos de diagnose. Além disso, Machado et al.
(2014a) também apresentaram evidéncias da possibilidade de haver uma alta diversidade de
espécies associadas a essa doenca dentro de uma mesma familia (Botryosphaeriaceae).

A podriddo seca das manivas tem sido associada ao fungo Lasiodiplodia theobromae que
provoca avarias no material propagativo da mandioca dando origem a plantas enfraquecidas,
devido a queda de sua viabilidade, e que com frequéncia acabam morrendo no campo
(MASSOLA JR. et al., 2016). Tal material de propagacdo é conhecido como manivas-
sementes, manaibas ou apenas manivas e sdo provenientes da parte intermediaria da planta,
caules ou ramos, que sdo cortados e plantados para a multiplicacdo do plantio no campo
(EMATER, 2012). A qualidade dessas manivas-sementes € o principal obstaculo da cultura, ja
que além de serem responsaveis pela manifestacdo do potencial genético da lavoura,
denominadas como variedades, quando estdo infectadas se tornam propagadores de diversas
doencas (FIALHO et al., 2009), dentre elas a podriddo seca das manivas. Segundo Massola Jr.
et al., 2016, em locais com temperaturas e umidades altas, manivas injuriadas podem ser
invadidas pela L. theobromae que a principio forma nos tecidos internos dessas manivas
zonas pardo-acinzentadas ou amareladas que com a progressao da infeccdo se tornam escuras,
podendo alcancar a medula.

Dados referentes a etiologia dessas doencas ainda sdo incipientes, apesar de atualmente
estar ocorrendo elevada incidéncia de ambas as podridées em diversas areas cultivadas na
regido nordeste do Brasil e no estado de Minas Gerais. Como consideravel parte da producéo
de mandioca é realizada no sistema de agricultura familiar, as manivas-sementes ndo sao
selecionadas previamente pelos agricultores que acabam utilizando para o plantio material
propagativo ja debilitado e de qualidade fisioldgica e fitossanitaria reduzida, provocada pela
multiplicacdo constante do material. Esses fatores aliados ao armazenamento inadequado dos
feixes de manivas, que costumam ser deixados expostos no campo até o préximo plantio, o
baixo nivel tecnoldgico utilizado nessas pequenas propriedades rurais e a auséncia de um
sistema rotacional de culturas (NOTARO, 2012; SILVA et al. 2013; MODESTO JR. &
ALVES, 2016), estdo correlacionados a uma maior vulnerabilidade da cultura a ambas as
podriddes. Dessa forma, o aumento da ocorréncia de podriddo negra das raizes pode ter
relacdo com a utilizacdo de material propagativo doente, ou seja, com sintomas de podriddo

seca das manivas.
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2.3 BOTRYOSPHAERIACEAE

A familia Botryosphaeriaceae estd inserida dentro da ordem Botryosphaeriales
(Dothideomycetes, Ascomycota) que compreende numerosas espécies de fungos com
relevancia econémica e ecoldgica (SLIPPERS et al, 2013). A principio, a ordem
Botryosphaeriales foi proposta por Schoch et al. (2006) para acomodar apenas
Botryosphaeriaceae, mas atualmente inclui também as familias Planistromellaceae
(Kellermania), Phyllostictaceae (Phyllosticta), Aplosporellaceae (Aplosporella e Bagnisiella),
Saccharataceae (Saccharata) e Melanopsaceae (Melanops) (TRAKUNYINGCHAROEN et
al., 2015).

Sendo a principal familia dentro da ordem, Botryosphaeriaceae esta conectada a mais de
2000 nomes de espécies, distribuidas em diversos géneros, dos quais sdo0 mais comumente
encontrados Botryosphaeria, Diplodia, Lasiodiplodia, Dothiorella, Sphaeropsis e Fusicoccum
(SLIPPERS & WINGFIELD, 2007). Os fungos da familia Botryosphaeriaceae sao
caracterizados princincipalmente por produzir colénias com micélio aéreo variando da cor
cinza ao preto, que vista pelo lado reverso da placa de Petri, pode variar do cinza a indigo-
cinza ou preto (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007). Em sua fase assexual formam picnidios,
geralmente com estroma, e seus conidios podem apresentar parede fina e estreita, com
formato fusiforme a ovoide, sem septos e hialinos a pigmentados com o tempo (tipo—
Fusicoccum) ou conidios de parede grossa e larga, ovoides, hialinos a castanhos, com ou sem
septos (tipo-Diplodia). Quanto a sua fase sexual, ocorre a formacdo de ascoma uni ou
multiloculado, asco bitunicado fissitunicado e seus ascésporos exibem formato fusiforme a
ovoide, de coloracgdo hialina ou pigmentada, sem ou com 1-2 septos (PHILLIPS et al., 2013).

As espécies contidas dentro do grupo vém passando por significativas e constantes
mudanc¢as na taxonomia, sistematica, nomenclatura e na metodologia aplicada em sua
identificacdo. Anteriormente a identificacdo de espécies dependia bastante da analise de
caracteristicas morfolégicas, como exemplo, a pigmentacdo, forma, dimensdes e a septacao
dos ascosporos e conidios, mas nos ultimos anos a utilizacdo de analises baseadas em
sequéncias de DNA e a inferéncia filogenética vém provocando grandes mudangas na
sistemética de Botryosphaeriaceae (SLIPPERS et al., 2013; PHILLIPS et al., 2013). Foi
empregando essa nova metodologia, apoiada também por analises morfoldgicas, que em seu
trabalho, Phillips et al. (2013) sequenciaram cinco regides génicas SSU, ITS, LSU, TEF1- a e
B-tubulina que forneceram suporte filogenético para 17 géneros em Botryosphaeriaceae, séo

eles, Barriopsis, Botryobambusa, Botryosphaeria, Cophinforma, Diplodia, Dothiorella,
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Endomelanconiopsis, Lasiodiplodia, Macrophomina, Neodeightonia, Neofusicoccum,
Neoscytalidium, Phaeobotryon, Pseudofusicoccum, Spencermartinsia, Sphaeropsis e
Tiarosporella.

Da mesma forma, este tipo de abordagem vem permitindo a descoberta de espécies
cripticas e a descricdo de novas espécies dentro do grupo, o que seria impossivel tendo como
suporte apenas a morfologia. Como exemplo, podemos citar Alves et al., (2008) que fizeram
uma analise, a partir do sequenciamento dos loci ITS e TEF1- a, da variabilidade genética de
isolados até entdo identificados como Lasiodiplodia theobromae. Entre os resultados
encontrados, foram reconhecidas duas espécies novas a L. pseudotheobromae e a L. parva,
ambas estreitamente associadas com L. theobromae revelando que esse fungo, na verdade, se
trata de um complexo de diferentes espécies cripticas. Posteriormente, varios outros estudos
foram realizados utilizando a mesma abordagem, a partir dos quais diversas outras espécies
novas foram descritas (e.g. ABDOLLAHZADEH et al., 2010; SLIPPERS et al., 2013, 2014;
TRAKUNYINGCHAROEN et al., 2015; URBEZ- TORRES et al., 2016; DOU et al.,
2017a,b).

Além da contribuicdo a taxonomia e sistematica desse grupo de fungos os estudos
filogenéticos utilizando sequéncias de DNA aliados a analise morfoldgica vém auxiliando os
trabalhos de diagnose de doencas fldngicas em plantas. Varios membros de
Botryosphaeriaceae vém sendo identificados e associados a doencas em diversas culturas de
importancia econdémica como, por exemplo, as podridées em manga (Mangifera indica L.) e
mamdo (Carica papaya) causadas por um complexo de espécies de Lasiodiplodia
(MARQUES et al.,, 2013a; NETTO et al., 2014). Além de Lasiodiplodia spp., ja foram
relatadas também mais sete espécies de Botryosphaeriaceae patogénicas em manga,
nomeadamente, Botryosphaeria dothidea, B. mamane (= Cophinforma mamane), Fusicoccum
fabicercianum, Neofusicoccum brasiliense, N. parvum, Neoscytalidium dimidiatum (=N.
hyalinum) e Pseudofusicoccum stromaticum (MARQUES et al., 2013Db).

Em mandioca (Manihot esculenta Crantz), foram identificados causando podriddo negra
L. euphorbicola, L. pseudotheobromae e N. dimidiatum (MACHADO et al., 2014a). Ja
associadas a podriddo radicular e do colo em pinhdo-manso nove espécies foram detectadas,
das quais oito eram patogénicas, N. dimidiatum, L. egyptiacae (= L. laeliocattleyae), L.
pseudotheobromae, L. theobromae, L. euphorbicola, L. jatrophicola (= L. iraniensis),
L.macrospora e L. subglobosa, e dentre elas, as quatro Gltimas eram novas para a ciéncia
(MACHADO et al., 2014b). Trakunyingcharoen et al. (2015), em diversos hospedeiros na
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Tailandia, identificaram entre outros Botryosphaeriaceae as espécies novas Diplodia
neojuniperi, Lasiodiplodia thailandica e Pseudofusicoccum artocarpi.

Em um estudo realizado no sul do deserto da Califérnia, Mayorquin et al. (2016) relatou
a presenca de N. dimidiatum em citrus; enquanto na Venezuela em associagdo com Acacia
mangium e Pinus caribaea var. hondurensis, Urbez-Torres et al. (2016) relataram a presenca
de L. theobromae, L. venezuelensis e Diplodia guayanensis sp. nov. Ainda no mesmo ano
temos, no Brasil, o trabalho realizado por Rosado et al. (2016) em coco (Cocus nucifera L.)
onde foram identificados causado podriddo pos-colheita a L. brasiliense, L. egyptiacae, L.
pseudotheobromae, L. theobromae. Correia et al. (2016a) constataram a presenca de L.
brasiliense, L. crassispora, L. egyptiacae, L. euphorbicola, L. hormozganensis, L,
jatrophicola, L. pseudotheobromae e L. theobromae como agentes causais da morte
descendente em uvas de mesa (Vitis vinifera) no Vale de Sdo Francisco a principal regido
exportadora dessa cultura no Brasil.

No ano seguinte, Coutinho et al. (2017) detectaram seis espécies de Lasiodiplodia
associadas a morte descendente e gomose em frutas tropicais na regido Nordeste do Brasil.
Dentre elas duas espécies eram novas para a ciéncia, especificamente L. caatinguensis e L.
pontae, além de L. brasiliense, L. euphorbicola, , L. pseudotheobromae e L. theobromae.
Netto et al. (2017) relatou pela primeira vez as espécies L. brasiliense, L. euphorbicola, L.
gonubiensis, L. iraniensis, L. pseudotheobromae, Neofusicoccum batangarum e
Pseudofusicoccum stromaticum como agentes causais da gomose em caju (Anacardium) no
Brasil, assim como identificou uma nova espécie a Lasiodiplodia gravistriata também
patogénica a este mesmo hospedeiro. Em 2018 temos o primeiro relato de L. theobromae
causando podriddo em berinjela (Solanum melongena) no Brasil (VIEIRA et al., 2018).

Em termos gerais, Botryosphaeriaceae € composta por fungos geograficamente
difundidos, podendo sobreviver na condicdo de saprobios, endo6fitos ou patdgenos, porém
pouco se sabe sobre seus padrdes biogeograficos e sua ecologia (PHILLIPS et al., 2013;
SLIPPERS et al., 2014). E sabido que eles tém a capacidade de infectar o hospedeiro através
suas aberturas naturais, estomatos, lenticelas e/ou feridas e a manifestacdo de doencas esta
relacionada a condig0es de estresse do hospedeiro, bem como, condi¢cbes ambientais
desfavoraveis ao crescimento das plantas, tais como, frio ou calor extremo, pressao bioldgica
de pragas e agentes patogénicos (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007). Sendo assim, 0 grupo
possui grande importancia em termos quarentenarios, uma vez que podem sobreviver em

material propagativo assintomatico (infeccéo latente), serem levados para outras regides
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geograficas e com o estresse do hospedeiro, podem surgir os sintomas e iniciar disseminacéo
do patégeno em uma nova area. (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007).

2.3.1 Lasiodiplodia

Lasiodiplodia spp. sdo comuns nas faixas tropicais e subtropicais (DAMM et al., 2007;
ISMAIL et al., 2012; CHEN et al., 2013; COMONT et al., 2016; CARDOSO et al., 2017) e j&
foram associados a mais de 1000 hospedeiros (FARR & ROSSMAN, 2018), dentre eles,
espécies economicamente importantes como Mangifera indica, Carica papaya, Manihot
esculenta, Cocus nucifera e Vitis vinifera. (MARQUES et al., 2013a; NETTO et al., 2014;
MACHADO et al., 2014a, ROSADO et al.,, 2016; CORREIA et al., 2016a). Além de
patdgenos importantes em culturas de destaque, também podem se comportar como endofitos
(MOHALI et al., 2005) e saprébios em madeira recentemente morta (LIU et al., 2012).

Lasiodiplodia é um género coelomiceto dentro de Botryosphaeriaceae que foi introduzido
como L. tubericola por Ellis em 1894 (HYDE et al., 2014) e tem hoje L. theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl. como a espécie representativa do grupo. Como morfologia geral, esses
fungos apresentam conidioma picnidial com parafises hialinas e conidios jovens sem septos e
hialinos a pigmentados e septado medianamente quando maduros com paredes grossas e
aparéncia longitudinalmente estriada, em razdo do depdsito de granulos de melanina (ALVES
et al., 2008). Tais caracteristicas morfolégicas aliadas a analises filogenéticas das regides
génicas ITS e TEF1- a vém auxiliando na distingdo de espécies em Lasiodiplodia, tendo em

vista que se trata de um género composto por espécies cripticas (ALVES et al., 2008).

2.3.2 Neoscytalidium

O Neoscytalidium foi um género proposto em Crous et al. (2006) para acomodar o N.
dimidiatum em razdo de suas caracteristicas morfoldgicas, tais como, conidio joven hialino e
ndo-septado, conidio maduro septado com célula central mais escura, formacdo de
sinanamorfo tipo-Scytalidium e micélio aéreo pulverulento e desarticulado. Apesar de o
género ser relativamente novo, N. dimidiatum foi originalmente descrito em Sydow et al.
(1916) como Dothiorella mangiferae e, mais tarde, como Hendersonula toruloidea por
Nattrass (1933) devido a observacao de conidio pigmentado (CROUS et al., 2006).

Atualmente, além de N. dimidiatum que € a espécie-tipo deste género, mais duas espécies

encontram-se inseridas dentro do grupo o N. novaehollandiae (PAVLIC et al., 2008) e mais
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recentemente N. orchidacearum (HUANG et al, 2016). O género encontra-se
geograficamente difundido e ja foi correlacionado a pelo menos 70 hospedeiros (FARR &
ROSSMAN, 2018) e a fitopatologias, tais como, gomose, necrose, morte descendente,
mancha foliar, mancha marrom (POLIZZI et al., 2009; LAN et al., 2012; CORREIA et al.,
2016b; SANAHUJA et al., 2016; AL-BEDAK et al., 2018; SUWANNARACH et al., 2018).

Assim como ocorre em Lasiodiplodia, para Neoscytalidium também €é necessario a analise
filogenética utilizando sequéncias de regides génicas, tais como, ITS e TEF1- o para a
diferenciacdo das espécies, pois Neoscytalidium pode ser confundido com o  fungo

Scytalidium devido a formacéo de sinanamorfo tipo-Scytalidium por Neoscytalidium spp.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS E ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Coletas foram realizadas em pequenas areas de producao de mandioca que apresentaram
plantas com sintomas de podriddes negra das raizes e seca das manivas nos estados de
Pernambuco (Recife, Chd Grande, Camocim de Séo Félix, Sdo Vicente Ferrer, Petrolina, Sdo
Jodo, Garanhuns, S&o Joaquim do Monte, Goiana, Condado e lgarassu), Paraiba (Salgadinho),
Ceara (Crato) e Minas Gerais (Jaiba, Janauba e Visconde do Rio Branco). Do mesmo modo,
raizes com sintomas de podriddo negra pos-colheita foram coletadas no Centro de
Abastecimento e Logistica de Pernambuco (CEASA/PE).

O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Micologia Ambiental, no
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. Quando necessario, as
amostras foram incubadas em caixas plasticas com papel filtro umedecido para inducdo da
formacédo das estruturas fungicas para seu posterior isolamento. Com o auxilio do microscéopio
estereoscopico e de uma agulha esterilizada, os esporos foram diretamente coletados das
estruturas fungicas e transferidos para placas de Petri contendo &gar-agar (AA). Em seguida,
foi transferido um Unico esporo para placas de Petri com agar batata-dextrose (BDA) e
antibidtico (cloranfenicol 1g/L).

Quando o isolamento monospdérico ndo foi possivel, os esporos foram transferidos para
placas de Petri com AA e incubados a 25°C. Trés dias ap6s o crescimento dos fungos, uma
ponta da hifa foi cortada e transferida para placas de Petri com BDA e antibidtico
(cloranfenicol 1g/L) para purificacdo das coldnias. Apds o crescimento das colbnias, estas
foram transferidas para placas de Petri com BDA e mantidas a 25 ° C no escuro.
Posteriormente, os isolados foram armazenados em tubos com &agua destilada esterilizada
(CASTELLANI, 1967).

3.2 ESTUDO MORFOLOGICO

Para a inducdo da formacdo de corpos de frutificacdo e esporulacdo os isolados
representativos de cada espécie foram cultivados em placas de Petri contendo 2% agar-agua,
ramos de sombreiro (Clitoria fairchildiana) e folhas de manga (Mangifera indica)
autoclavadas trés vezes. A identificacdo dos fungos foi realizada por meio de cortes manuais

das estruturas vegetativas e reprodutivas montados em lactoglicerol para a sua visualizagdo
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em microscopio de luz. Ap6s a confeccdo das laminas 30 medicGes dos caracteres
morfoldgicos relevantes (conidio, artroconidios e paréafises) foram realizadas. Culturas
monosporicas foram depositadas na cole¢do de culturas “Micoteca URM Profa. Maria

Auxiliadora Cavalcanti” na Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil).

3.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA genémico foi realizada utilizando o Wizard Genomic DNA
Purification Kit. Primeiramente, os isolados foram cultivados em meio BDA a 25°C por sete
dias, onde parte de seu micélio foi removido e depositado em microtubos de 2,0ml com 4
esferas de vidro de 3mm de didmetro, nos quais foram adicionados 300 pL. de Nuclei Lysis
Solution. As amostras foram entdo maceradas por 90 segundos a 4350 rpm no L-beader 6 e
seguidamente incubadas em banho-seco a 65°C por 15 minutos.

Apods serem inseridos 100 pL de Protein Precipitacion Solution nos microtubos, os
mesmos foram levados ao vortex e passaram por centrifugacdo durante 10 minutos a 14.000
rom. O sobrenadante formado foi retirado e transferido para microtubos de 1,5ml e
adicionados 600 uL de isopropanol. As amostras foram mantidas no freezer por pelo menos
20 minutos e, posteriormente, centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartando, restando apenas o pellet no interior dos microtubos onde foram inseridos 600 pL
de etanol 70%, e centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos). O etanol foi entdo removido e
apos a secagem do pellet foi adicionado 50 pL. de DNA Rehydration Solution. As amostras

foram entdo conservadas no freezer.

3.4 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Para identificacdo preliminar de todos os isolados obtidos, foi amplificada e
sequenciada parte da regido génica do fator de elongacdo 1 a (TEF1- o) utilizando o par de
primers EF1F e EF2R (JACOBS et al., 2004). Posteriormente, a regido do espacador
transcrito interno (ITS) do rDNA também foi amplificada e sequenciada para os isolados
representativos das espécies previamente identificadas, utilizando o par de primers ITS1 /
ITS4 (WHITE et al., 1990). Para cada 12,5 pL de reagdo de PCR foram utilizados o0s
seguintes ingredientes: 6,25 uL de Go Taq Master Mix, 0,5 pL de cada primer forward e
reverse (10 uM), 4,25 pL de agua livre de nucleasse e 1 pL de amostra de DNA.
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O ciclo termal para TEF1- o consistiu em: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min
seguidos de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C, anelamento a 56°C e alongamento a 72°C por
50s cada; e extenséo final a 72°C durante 5 min. Para o ITS as condigdes consistiram em:
desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min seguidos por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s,
anelamento a 52°C e alongamento a 72°C, ambos por 40s cada; e extensdo final a 72°C
durante 5 min.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% corado
com GelRed ™ em tampdo Tris-acetato EDTA (TAE) e visualizados sob luz UV para
verificar a pureza e o tamanho do fragmento amplificado. Em seguida, tais produtos foram
purificados utilizando a enzima Exosap illustra™ ExoProStar™ [-Step (GE Healthcare Life
Sciences) e sequenciados na plataforma do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de

Pernambuco (Recife, Brasil).

3.5 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software BioEdit (HALL, 2014) e

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Regides consenso foram comparadas

no banco de dados do GenBank utilizando a ferramenta Mega BLAST. As sequéncias obtidas
neste trabalho foram entdo adicionadas ao conjunto de sequéncias obtidas no GenBank e
alinhadas no programa MUSCLE® (EDGAR, 2004) existente no software MEGA v. 7
(KUMAR et al., 2015). Os alinhamentos foram verificados e ajustados manualmente quando
necessario.

A analise de Inferéncia Bayesiana (Bl) foi realizada usando MrBayes v.3.2.6
(RONQUIST & HUELSENBECK, 2003) no portal “CIPRES Science Gateway” (MILLER et
al. 2010) usando uma matriz de sequéncias da regido génica TEFl-o e concatenada de
sequéncias das regides ITS e TEF1-a. Os modelos de substitui¢do de nucleotideos utilizados
foram selecionados usando MrMODELTEST 2.3 (POSADA & BUCKLEY, 2004) e foram
estimados separadamente para cada regido génica de acordo com o Akaike Information
Criterion (AIC). Os modelos de evolugdo foram HKY + G para TEF1- a, GTR + 1 e SYM
para ITS para Lasiodiplodia e Macrophomina / Neoscytalidium, respectivamente. A analise de
BI foi concluida em 10.000.000 de geracdes com uma arvore amostrada a cada 1000 geracdes,
resultando em 10.000 arvores. As primeiras 2500 arvores com valores de probabilidade mais

baixos foram descartadas da andlise e os valores de probabilidade posteriores (RANNALA &


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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YANG, 1996) foram determinados a partir da arvore de consenso através das 7.500 arvores
remanescentes.

A arvore filogenética resultante foi visualizada no software FigTree (RAMBAUT,
2009). As arvores do género Lasiodiplodia da regido génica TEF1- a e concatenada das
regibes ITS e TEF1- o foram enraizadas com Neoscytalidium dimidiatum CBS 499.66,
enquanto as arvores do género Macrophomina e Neoscytalidium foram enraizadas com
Botryosphaeria dothidea CMW8000.

3.6 TESTES DE PATOGENICIDADE

O teste de patogenicidade em raizes e mudas de mandioca foi conduzido em
experimentos separados e para isso um indculo de cada isolado representativo das espécies
obtidas foi preparado quinze dias antes de cada teste. O preparo dos indculos consistiu em
discos de micélio com 6 mm de didmetro retirados das bordas de colénias com 10 dias de
crescimento, cultivadas em extrato de agar malte (MEA), e transferidos para frascos de
Erlenmeyer contendo 50 g de arroz parboilizado e 10 ml de 4gua destilada previamente
autoclavados a 120 ° C por 30 minutos (CLAUDINO & SOARES, 2018). Para o controle,
frascos de Erlenmeyer foram preparados da mesma maneira como descrito anteriormente, no

entanto, sem discos de micélio.

3.6.1 Inoculacdo em raizes de mandioca

Raizes de mandioca da variedade Santo Estevdo com 12 cm de comprimento foram
primeiramente lavadas em agua corrente para retirada do solo, em seguida desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sédio (0,5% de cloro ativo) por 5 minutos e lavadas em agua
destilada esterilizada também por 5 minutos. Apds a secagem, com o0 auxilio de um bisturi, foi
removida superficialmente uma parte da casca no centro das raizes, em seguida, nesse mesmo
local foi realizada uma perfuracdo central com ponteiras esterilizadas para a inser¢do de um
gréo de arroz colonizado com fungo. Para o tratamento controle, 0 mesmo procedimento foi
realizado, porém grdos de arroz autoclavados ndo colonizados foram utilizados. Por
tratamento, incluindo o controle, foram utilizadas quatro raizes de mandioca que
permaneceram incubadas em caixas plasticas por sete dias. Apos esse periodo os patdgenos
foram diretamente isolados de suas estruturas reprodutivas formadas na casca das raizes de

mandioca para fechamento dos postulados de Koch.
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3.6.2 Inoculagdo em mudas de mandioca

Segmentos do caule com 12 cm de comprimento foram cortados de plantas sadias de
mandioca da variedade Santo Estevdo, desinfestados em solucdo de hipoclorito de sodio
(0,5% de cloro ativo), lavados com &gua destilada esterilizada, ambos por 1 minuto, e
plantados em vasos contendo aproximadamente 1 kg de solo autoclavado. Vinte dias apos a
formacéo das plantulas, com o auxilio de um bisturi, foram realizados ferimentos superficiais
na base das mesmas, onde foi depositado um grdo de arroz colonizado e coberto com solo
autoclavado presente nos vasos. Para o tratamento controle, utilizou-se grdo de arroz nao
colonizado. Cinco repetigcdes foram feitas para cada tratamento. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo sob luz natural durante 42 dias para posterior avaliacdo da presenca ou
auséncia de sintomas.

As plantas também foram cortadas ao meio longitudinalmente para observacdo e
mensuracao das lesdes internas. Para avaliacdo da agrssividade, mediu-se o comprimento das
lesGes a partir da parte basal das plantas (gema) até o apice. As medicdes foram realizadas
para todas as repeticdes de cada tratamento de fungos e a partir destes resultados foi realizada
uma média para comparar a agressividade entre as espécies. Os dados de agressividade foram
primeiramente analisados pelo one-way ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste
LSD Fisher ao nivel de significancia de 5%, utilizando o software STATISTIX v. 9.0. Para o
fechamento dos postulados de Koch, os patdgenos foram diretamente isolados das estruturas
reprodutivas formadas por eles nas mudas de mandioca. Quando este tipo de isolamento nédo
foi possivel, pedagos infectados das lesdes internas foram cortados e transferidos para placas

de BDA para a recuperacgdo dos isolados.
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4 RESULTADOS

4.1 SINTOMATOLOGIA E ISOLAMENTO DOS FUNGOS

A podriddo negra de raizes em mandioca é caracterizada por lesbes secas de coloracao
amarelada a amarronzada, no interior das raizes, que se tornam negras com o0 tempo e
formacdo de estruturas reprodutivas dos patdgenos recobertos por estroma negro, enquanto
que, as manivas de mandioca infectadas com a podriddo seca exibem fissuras por onde
surgem massas negras de estruturas fungicas (Figura 1). A partir destes materiais, foram
obtidos 64 isolados de Botryosphaeriaceae, dos quais 47 foram obtidos em Pernambuco, 14
em Minas Gerais, dois no estado do Ceara e um na Paraiba. Baseado na morfologia dos
conidios os isolados foram identificados por género com 48 individuos pertencendo a

Lasiodiplodia, 15 ao Neoscytalidium e um a Macrophomina.

2585 |
Figura 1. Sintomas de podriddo em manivas e raizes de
Manihot  esculenta causadas por espécies de
Botryosphaeriaceae. (a) M. esculenta caida no campo expondo
areas necroticas no caule. (b - f) Manivas exibindo estruturas
do patégeno cobertas por massa negra. (g - j) Sintomas de
podriddo negra de raiz. (g - i) Raizes envolvidas por micélio
negro. (j) LesBes secas e amareladas a amarronzadas na parte
internadas raizes.
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4.2 SEQUENCIAMENTO DO DNA E ANALISES FILOGENETICAS

Para obter uma possivel identidade dos 64 isolados a regido génica TEF1- a foi
sequenciada e as sequéncias obtidas (numeros de acesso no GenBank MK495372 -
MK495421 e MK500923 - MK500931) foram comparadas com sequéncias disponiveis no
GenBank de diversas cepas de Lasiodiplodia, Neoscytalidium e Macrophomina (tabela 1) por
meio da analise de Inferéncia Bayesiana (figura 2 e 3). Em seguida, sequéncias da regido ITS
foram obtidas e adicionadas a analise filogenética para confirmar a identidade dos 30 isolados
representativos das espécies (tabela 1). Os fragmentos de PCR para ITS e TEF1- o foram
aproximadamente 488 e 683 pares de base, respectivamente.

Para os isolados agrupados dentro do género Lasiodiplodia a anélise do TEF1- a
consistiu de 116 taxa incluindo um grupo externo (Neoscytalidium dimidiatum CBS 499.66).
O alinhamento abrangeu 295 caracteres, dos quais 147 eram sitios conservados, 143 sitios
eram variaveis e 107 foram informativos para parciménia. A analise combinada do conjunto
de dados ITS e TEF1- a dos isolados de Lasiodiplodia consistiu de 87 taxa mais um grupo
externo (N. dimidiatum CBS 499.66). Este alinhamento conteve 756 caracteres, destes, 516
eram sitios conservados, 194 eram varidveis e 139 foram informativos para parciménia. A
andlise do TEF1- a dos isolados agrupados em Neoscytalidium e Macrophomina foi composto
por 32 taxa incluindo a Botryosphaeria dothidea CMWB8000 como grupo externo. O
alinhamento consistiu de 280 caracteres, dos quais, 181 eram conservados, 95 variaveis e 80
informativos para parcimodnia. A andlise combinada de ITS e TEF1- a destes isolados
consistiu de 24 taxa incluindo um grupo externo (B.dothidea CMW8000). O alinhamento
incluiu 706 caracteres com 566 sitios conservados, 133 variaveis e 109 informativos para
parcimonia.

A arvore consenso concatenada ITS e TEF1- a gerada por analise Bayesiana mostrou
que dos 23 isolados de Lasiodiplodia quatro agruparam com L. parva, L. euphorbicola e L.
brasiliense, trés com L. theobromae e dois com L. laeliocattleyae, L. hormozganensis e L.
caatinguensis. Apenas um isolado agrupou com a L. pseudotheobromae e a L. iraniensis
(figura 4). Apesar de alguns isolados de Neoscytalidium terem apresentado variagdes
intraespecificas quando alinhadas com a espécie tipo do grupo (CBS 499.66) todos foram
considerados como N. dimidiatum e o Unico isolado de Macrophomina ficou agrupado a M.

pseudophaseolina (figura 5).



Tabela 1. Numeros de acesso do Genbank das seqliéncias de DNA de Botryosphaeriaceae usadas nas
analises filogenéticas. Os espécimes obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.

Numero de acesso GenBank

Espécies Isolados Hospedeiro/Substrato
ITS TEF1l-a

Botryosphaeria dothidea =~ CMW8000 Prunus sp. AY236949 AY236898
Lasiodiplodia avicenniae ~ CMW 41467 Avicennia marina KP860835 KP860680
L. avicenniae LAS 199 A. marina KU587957 KU587947
L. brasiliense CMMA4015 Mangifera indica JX464063 JX464049
L. brasiliense CMM2321 Carica papaya KC484797 KC481528
L. brasiliense CMW35884 Adansonia sp. KU887094 KU886972
L. brasiliense URMB8035 Manihot esculenta MK480489 MK495398
L. brasiliense ARM353 M. esculenta MK480490 MK495399
L. brasiliense ARM356 M. esculenta MK480491 MK495400
L. brasiliense ARM357 M. esculenta MK480492 MK495401
L. bruguierae CMW 41470 Bruguiera gymnorrhiza ~ KP860833 KP860678
L. bruguierae CMW 42480 B .gymnorrhiza KP860832 KP860677
L .caatinguensis CMM 1325 Citrus sinensis KT154760 KT008006
L. caatinguensis IBL 381 Spondias purpurea KT154757 KT154751
L. caatinguensis URMS8031 M. esculenta MK480483 MK500927
L. caatinguensis ARM207 M. esculenta MK480486 MK500929
L. chinensis CGMCC 3.18066 Hevea brasiliensis KX499899 KX499937
L. chinensis CGMCC 3.18067 Sterculia lychnophora KX499901 KX4999939
L. chinensis CGMCC 3.18061 Unknown KX499889 KX499927
L. chinensis CGMCC 3.18044  Vaccinium uliginosum KX499875 KX499913
L. citricola IRAN1522C Citrus sp. GU945354 GU945340
L. citricola IRAN1521C Citrus sp. GU945353 GU945339
L. crassispora WAC 12533 Santalum album DQ103550 DQ103557
L. crassispora CMW 13488 Eucalyptus urophylla DQ103552 DQ103559
L. euphorbicola CMM3609 Jatropha curcas KF234543 KF226689
L. euphorbicola CMW 33350 Adansonia digitata KU887149 KU887026
L. euphorbicola CMW 36231 A. digitata KU887187 KU887063
L. euphorbicola URMB8027 M. esculenta MK480479 MK495377
L. euphorbicola ARM179 M. esculenta MK480482 MK495381
L. euphorbicola ARM191 M. esculenta MK480484 MK500928
L. euphorbicola ARM204 M. esculenta MK480485 MK495385
L. exigua CBS 137785 Retama raetam KJ638317 KJ638336
L. exigua BL 184 R. raetam KJ638318 KJ638337
L. gilanensis IRAN1523C Unknown GU945351 GU945342
L. gilanensis IRAN1501C Unknown GU945352 GU945341
L. gonubiensis CMW 14077 Syzygium cordatum AY639595 DQ103566
L. gonubiensis CMW 14078 S. cordatum AY639594 DQ103567
L. gravistriata CMM 4564 Anacardium humile KT250949 KT250950
L. gravistriata CMM 4565 A. humile KT250947 KT266812
L. hormozganensis IRAN1500C Olea sp. GU945355 GU945343
L. hormozganensis IRAN1498C Mangifera indica GU945356 GU945344
L. hormozganensis URMB8029 M. esculenta MK480481 MK500926
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L. hormozganensis
. hyalina

. hyalina

. iraniensis

. iraniensis

. iraniensis

. laeliocattleyae
. laeliocattleyae
. laeliocattleyae
. laeliocattleyae
. lignicola

. macrospora

. mahajangana

. mahajangana
. margaritacea
.. margaritacea
. mediterranea
. mediterranea
. missouriana

. missouriana
parva

parva

parva

parva

parva
parva

. plurivora

pontae

. pseudotheobromae

. pyriformis

. pyriformis

. rubropurpurea
. rubropurpurea
. sterculiae

. subglobosa

. subglobosa

. thailandica

. thailandica

. theobromae

. theobromae

. theobromae

. theobromae

. theobromae

. theobromae

. venezuelensis

. venezuelensis

. viticola

. pseudotheobromae

ARMA410

CGMCC 3.17975
CGMCC 3.18383

IRAN 1520C
IRAN 1502C
URMB8026
CBS130992
BOT-29
ARM29
URMB8028
CBS 134112
CMM3833
CMW27801

CMW27818
CBS 122519
CBS 122065
CBS 137783
CBS 137784
UCD2193MO
UCD2199MO
CBS 456.78
CBS 494.78
ARM33
URMB8058

ARMA432
ARM459
STE-U 5803
CMM1277
CBS116459
URMB8034
CBS121770
CBS121771
WAC12535
WAC12536
CBS 342.78
CMM3872
CMM4046
CPC22795
CPC22755
CBS 164.96
CBS111530
ARM28
ARM30
ARM39
URMB8033
WAC12539
WAC12540
UCD2553AR

M. esculenta
Acacia confusa
Unknown tree
Salvadora persica
Juglans sp.

M. esculenta
Mangifera indica
Mangifera indica
M. esculenta

M. esculenta
Dead wood
Jatropha curcas
Terminalia catappa

T. catappa
Adansonia gibbosa
A. gibbosa
Quercus ilex
Vitis vinifera

V. vinifera

V. vinifera
Cassava-field soil
Cassava-field soil
M. esculenta
M.esculenta

M. esculenta

M. esculenta
Prunus salicina
Spondias purpurea
Gmelina arborea
M. esculenta
Acacia mellifera
A. mellifera
Eucalyptus grandis
E. grandis
Sterculia oblonga
Jatropha curcas

J. curcas
Mangifera indica
Phyllanthus acidus
Unknown
Unknown

M. esculenta

M. esculenta

M. esculenta

M. esculenta
Acacia mangium
A. mangium

Vitis vinifera

MK480494
KX499879
KY767661
GU945348
GU945347
MK480473
JN814397
JN814401
MK480475
MK480480
JX646797
KF234557
FJ900595

FJ900596
EU144050
EU144051
KJ638312
KJ638311
HQ288225
HQ288226
EF622083
EF622084
MK480477
MK480493

MK480495
MK480496
EF445362
KT151794
EF622077
MK480488
EU101307
EU101308
DQ103553
DQ103554
KX464140
KF234558
KF234560
KJ193637
KM006433
AY640255
EF622074
MK480474
MK480476
MK480478
MK480487
DQ103547
DQ103548
HQ288227

MK495408
KX499917
KY751302
GU945336
GU945335
MK500923
JN814424
JN814428
MK495373
MK495378
KU887003
KF226718
FJ900641

FJ900642
EU144065
EU144066
KJ638331
KJ638330
HQ288267
HQ288268
EF622063
EF622064
MK495375
MK495393

MK495415
MK495419
EF445395
KT151791
EF622057
MK500931
EU101352
EU101353
DQ103571
DQ103572
KX464634
KF226721
KF226723
KJ193681
KMO006464
AY 640258
EF622054
MK495372
MK495374
MK495376
MK495388
DQ103568
DQ103569
HQ288269
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L. viticola

Macrophomina phaseolina
. phaseolina

. phaseolina

. phaseolina

. pseudophaseolina
. pseudophaseolina
. euphorbicola

. euphorbicola

. euphorbicola
Neoscytalidium dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum

=TI LKL

Z Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z Z2Z2Z2

. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. novahollandiae

. hovahollandiae

uCb2604MO
CBS 162.25
CBS 205.47
CBS 227.33
CPC21420
CPC21417
URMB8032
CMM4045
CMM4134
CMM4145
CBS 499.66
PD104
CMM4022
CMM3895

URMB8030
ARM178
ARM203
ARM212
ARM214
ARM219
ARM364
ARMA425
CBS122072
CBS122610

V. vinifera
Eucalyptus sp.
Phaseolus vulgaris
Zea mays

Vigna unguiculata
Arachis hypogaea
M. esculenta
Jatropha gossypifolia
Ricinus communis
R. communis
Mangifera indica
Ficus carica

. esculenta

. esculenta

. esculenta
. esculenta
. esculenta
. esculenta
. esculenta
. esculenta

. esculenta

LT L L L L L (2

. esculenta
Adansonia gibbosa

Acacia synchronicia

HQ288228
KF531826
KF951622
KF531825
KF951717
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Figura 2. Arvore filogenética de Lasiodiplodia gerada a partir da analise Bayesiana
da regido génica TEF1-a. Probabilidades posteriores bayesianas sdo indicadas acima
dos noés. A arvore foi enraizada com o Neoscytalidium dimidiatum CBS 499.66. As
espécies obtidas neste estudo sdo destacadas em negrito. Os simbolos coloridos
representam o substrato e o Estado de origem de cada isolado obtido neste estudo.
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Figura 3. Arvore filogenética dos géneros Neoscytalidium e Macrophomina gerada a partir da analise
Bayesiana da regido génica TEF1-a. Probabilidades posteriores bayesianas estdo indicadas acima dos nds. A
arvore foi enraizada com a Botryosphaeria dothidea CMW8000. As espécies obtidas neste estudo estdo
destacadas em negrito. Os simbolos coloridos representam o substrato e o Estado de origem de cada isolado
obtido neste estudo.
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Figura 4. Arvore filogenética de Lasiodiplodia gerada a partir da anélise Bayesiana baseada nas
sequéncias combinadas das regifes ITS e TEF1- a. Probabilidades posteriores bayesianas sdo
indicadas acima dos nés. A arvore foi enraizada com o Neoscytalidium dimidiatum CBS 499.66. As
espécies obtidas neste estudo estdo destacadas em negrito. Os simbolos coloridos representam o
substrato de origem de cada isolado obtido neste estudo.
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Figura 5. Arvore filogenética de Neoscytalidium e da Macrophomina gerada a partir da anélise Bayesiana
baseada nas sequéncias combinadas das regifes ITS e TEF1- o. Probabilidades posteriores bayesianas sdo
indicadas acima dos nés. A arvore foi enraizada com o Neoscytalidium dimidiatum CBS 499.66. As espécies
obtidas neste estudo estdo destacadas em negrito. Os simbolos coloridos representam o substrato de origem de
cada isolado obtido neste estudo. Sequéncias obtidas por Machado et al. (2014a) dos isolados de N. dimidiatum
CMM4022 e CMM3895 causadores da podriddo negra de raizes de mandioca, foram incluidos na anélise para a
comparagdo com os espécimes obtidos a partir de manivas nesse estudo.

4.3 TAXONOMIA

Lasiodiplodia brasiliense M.S.B. Netto, M.\W. Marques & A.J.L. Phillips, Fungal
Diversity 67: 134. 2014.

Fase sexuada ndo observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloracdo negra. Conidios imaturos hialinos que quando maduros apresentam
coloragdo marrom, formato ovoides/elipsoides, presenca de estrias longitudinais e 1-
septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 22,7 um - 29,2 x 11,7 - 17 um.
Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido, no inicio a
cultura pode apresentar coloragdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.
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Tipo: Brasil, Pernambuco, Fazenda Dan, em caules de Mangifera indica, 2010, M. W.
Marques, hol6tipo URM 85580.

Hospedeiro/substrato: Carica papaya (NETTO et al., 2014); Mangifera indica (NETTO
et al., 2014; RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017); Vitis vinifera (CORREIA et al.,
2016a); Cocos nucifera (ROSADO et al., 2016); Anacardium occidentale (NETTO et
al, 2017); Annona squamosa (CARDOSO et al, 2017); Manilkara zapota e Spondias
purpurea (COUTINHO et al., 2017); Eucalyptus (LI et al., 2018); Manihot esculenta

(presente estudo).

Distribuicdo conhecida: Brasil (NETTO et al., 2014; CORREIA et al., 2016a; ROSADO
etal., 2016; NETTO et al, 2017; CARDOSO et al, 2017; COUTINHO et al., 2017;
presente estudo); Peru (RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017); China (LI et al., 2018).

Lasiodiplodia caatinguensis I.B.L. Cout., F.C.O Freire, C.S. Lima & J.E. Cardoso, Plant

Pathology 66 (1): 96. 2016.
Fase sexuada ndo observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloracdo negra. Conidios imaturos hialinos que quando maduros apresentam
coloracdo marrom, formato ovoides/elipsoides, presenca de estrias longitudinais e 1-
septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 16,9-23,3 um x 9,5-11,6 pm.
Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido, no inicio a
cultura pode apresentar coloragdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.

Tipo: Brasil, Ceard, Itarema, necrose em tronco de Citrus sinensis, Out. 2013, I. B. L.
Coutinho & J. S. Lima, hol6tipo VIC42498.

Hospedeiro/substrato: Citrus sinensis, Anacardium occidentale Spondias purpurea,
Spondias lutea (COUTINHO et al., 2017), Manihot esculenta (presente estudo).

Distribuicdo conhecida: Brasil (COUTINHO et al., 2017; presente estudo).

Lasiodiplodia euphorbicola A.R. Machado & O.L. Pereira, Fungal Diversity 67 (1): 238.
2014.
Sindnimo: Lasiodiplodia marypalme M.S.B. Netto, M.W. Marques, A.J.L. Phillips &
M.P.S. Camara, Fungal Diversity 67(1): 127-141.
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Fase sexuada ndo observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloracdo negra. Parafases hialinas medindo até 84,8 um de comprimento. Células
conidiogénicas holoblasticas hialinas e cilindricas. Conidios imaturos hialinos que
quando maduros apresentam coloracdo marrom, formato ovoides/elipsoides, presenga
de estrias longitudinais e 1-septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 13-
20,8 um x 7,8-13 um. Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento
répido, no inicio a cultura pode apresentar coloracdo branco-acinzentado migrando para

um tom acinzentado ao preto com o tempo.

Tipo: Brasil, Colatina, Espirito Santo, no colo e em raiz de Jatropha curcas, 2011, A.R.
Machado & O.L. Pereira, hol6tipo VIC39109.

Hospedeiro/substrato: Jatropha curcas (MACHADO et al., 2014b), Manihot esculenta
(MACHADO et al., 20144, presente estudo), Vitis vinifera (CORREIA et al., 2016a),
Anacardium (NETTO et al., 2017) Annona muricata e Cocos nucifera (COUTINHO et
al., 2017).

Distribuicdo conhecida: Brasil (MACHADO et al., 2014a,b; CORREIA et al., 2016,
NETTO et al., 2017, COUTINHO et al., 2017; presente estudo).

Lasiodiplodia iraniensis Abdollahz., Zare & A.J.L. Phillips, Persoonia 25: 8. 2010.
Sinbénimo: Lasiodiplodia jatrophicola A.R. Machado & O.L. Pereira, Fungal Divers.
67(1): 239 (2014).

Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido, no inicio a
cultura pode apresentar coloracdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.
* Devido & auséncia de esporulagdo ndo foi possivel fazer a caracterizacdo morfoldgica.

Tipo: Ird, Provincia de Hormozgan, Bandar Abbas, montanha de Geno, em galhos de
Salvadora persica, Mar. 2007, J. Abdollahzadeh e A. Javadi, hol6tipo IRAN 14268F.

Hospedeiro/substrato: Citrus sp., Eucalyptus sp., Juglans sp., Salvadora persica,
Terminalia catapa (ABDOLLAHZADEH et al. 2010), Mangifera indica
(ABDOLLAHZADEH et al. 2010; MARQUES et al. 2013a; RODRIGUEZ-GALVEZ
et al. 2017), Jatropha curcas (MACHADO et al., 2014b), Anacardium (NETTO et al.
2017), Manihot esculenta (presente estudo).
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Distribuicdo conhecida: Ird (ABDOLLAHZADEH et al. 2010), Brasil (MARQUES et
al. 2013a; MACHADO et al., 2014b; NETTO et al. 2017; presente estudo), Peru
(RODRIGUEZ-GALVEZ et al. 2017).

Lasiodiplodia laelicottleyae (Sibilia) A. Alves, Fungal Biology. 121 (4): 457. 2016.
Sinénimo: Lasiodiplodia egyptiacae A.M. Ismail et al., Australas. Plant Path. 41: 655
(2012).

Fase sexuada n&o observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloragdo negra. Conidios imaturos hialinos que quando maduros apresentam
coloracdo marrom, formato ovdides/elipsoides, presenca de estrias longitudinais e 1-
septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 20,8-28,6 pum x 13-15,6 um.
Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido, no inicio a
cultura pode apresentar coloragdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.

Culturas examinadas: Peru: Piura, Cieneguillo Centro, ramo com necrose de M. indica,
junho 2012, E. Rodriguez-Gélvez, LACIC1 e LAREP1.

Hospedeiro/substrato: Laeliocattleya (SIBILIA, 1927), Mangifera indica (ISMAIL et
al., 2012; MARQUES et al., 2013a; RODRIGUEZ-GALVEZ et al, 2017), Jatropha
curcas (MACHADO et al., 2014b), Cocos nucifera (ROSADO et al.,, 2016),
Anacardium (NETTO et al., 2017), Manihot esculenta (presente estudo).

Distribuicdo conhecida: Italia (SIBILIA, 1927), Brasil (MARQUES et al., 2013a;
MACHADO et al., 2014b; ROSADO et al.,, 2016; NETTO et al., 2017; presente
estudo), Egito (ISMAIL et al., 2012), Peru (RODRIGUEZ-GALVEZ et al, 2017).

Lasiodiplodia hormozganensis Abdollahz., Zare & A.J.L. Phillips, Persoonia 25: 6. 2010.
Fase sexuada ndo observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloragéo negra. Parafases hialinas medindo até 74,2 um de comprimento. Células
conidiogénicas holoblasticas hialinas e cilindricas. Conidios imaturos hialinos que
quando maduros apresentam coloracdo marrom, formato ovéides/elipsoides, presencga
de estrias longitudinais e 1-septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 15,6
- 26 um x 10,4 - 13 pum. Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante,
crescimento rapido, no inicio a cultura pode apresentar coloragdo branco-acinzentado

migrando para um tom acinzentado ao preto com o tempo.
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Tipo: Ird, Provincia de Hormozgan, Rodan, em galhos de Olea sp., Jun. 2007, J.
Abdollahzadeh e A. Javadi, holotipo IRAN 14271F.

Hospedeiro/substrato: Mangifera indica (ABDOLLAHZADEH et al., 2010;
MARQUES et al., 2013a), Olea sp. (ABDOLLAHZADEH et al., 2010), Phoenix
dactylifera, Citrus (AL-SADI et al., 2013), Carica papaya (NETTO et al., 2014), Vitis
vinifera (CORREIA et al., 2016a), Ricinus communis (CUSTODIO et al., 2018),

Manihot esculenta (presente estudo).

Distribuicdo conhecida: Irfd (ABDOLLAHZADEH et al., 2010), Om@ e Emirados
Arabes Unidos (AL-SADI et al., 2013), Brasil (MARQUES et al., 2013a; NETTO et al.,
2014; CORREIA et al., 2016; CUSTODIO et al., 2018; presente estudo).

Lasiodiplodia parva A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous, Fungal Diversity 28: 9. 2007.
Fase sexuada ndo observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloracdo negra. Parafases hialinas medindo até 100,7 pm. Células conidiogénicas
holoblésticas hialinas e cilindricas. Conidios imaturos hialinos que quando maduros
apresentam coloracdo marrom, formato ovoides/elipsoides, presenca de estrias
longitudinais e 1-septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 15,6-20,8 um x
7,8-13 um. Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido, no
inicio a cultura pode apresentar coloracdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.

Tipo: Colédmbia, Dep. Meta, Villavicencio, solo de mandioca, 1978, O. Rangel,
holétipo CBS H-19915.

Hospedeiro/substrato: Solo de mandioca, Theobroma cacao (ALVES et al., 2008),
Citrus (ADESEMOYE et al., 2014), Vitis vinifera (CORREIA et al., 2013) Manihot

esculenta (presente estudo).

Distribuicdo conhecida: Colémbia, Sri Lanka (ALVES et al., 2008), Estados Unidos
(ADESEMOYE et al., 2014), Brasil (CORREIA et al., 2013, presente estudo).

Lasiodiplodia pseudotheobromae A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous, Fungal Diversity 28:
8. 2007.
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Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido, no inicio a
cultura pode apresentar coloracdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.
* Devido a auséncia de esporulacdo ndo foi possivel fazer a caracterizacdo morfologica.

Tipo: Costa Rica, San Carlos, em Gmelina arborea, J. Carranza-Velazquez, holotipo
CBS H-19916.

Hospedeiro/substrato: Acacia mangium, Citrus aurantium, Coffea sp., Gmelina arborea,
Rosa sp. (ALVES et al. 2008), Carica papaya (NETTO et al., 2014), Manihot
esculenta (MACHADO et al., 2014a, presente estudo), Jatropha curcas (MACHADO
et al., 2014b), Cocos nucifera (ROSADO et al., 2016), Vitis vinifera (CORREIA et al.,
2016a), Prunus persica (ENDES et al., 2016), Anacardium (NETTO et al., 2017),
Spondias. purpurea e Tamarindus indica (COUTINHO et al., 2017), Mangifera indica
(MARQUES et al., 2013a; ISMAIL et al., 2012; RODRIGUEZ-GALVEZ et al, 2017).

Distribuicdo conhecida: Costa Rica, Paises Baixos, Suriname, Zaire (ALVES et al.
2008), Egito (ISMAIL et al., 2012), Brasil (MARQUES et al., 2013a; NETTO et al.,
2014; MACHADO et al., 2014a,b; ROSADO et al., 2016; CORREIA et al., 2016a;
NETTO et al., 2017; COUTINHO et al., 2017; presente estudo), Turquia (ENDES et al.,
2016), Peru (RODRIGUEZ-GALVEZ et al, 2017).

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl., Bull. Soc. Mycol. Fr. 25: 57. 1909.
Sindnimo: Botryodiplodia theobromae Pat., Bulletin de la Société Mycologique de
France 8 (2): 136 (1892)

= Diplodia theobromae (Pat.) W. Nowell, Diseases of Crop Plants in the
Lesser Antiles: 158 (1923)

= Sphaeria glandicola Schwein., Trans. Am. phil. Soc., Ser. 2 4(2): 214
(1832)

= Physalospora rhodina Berk. & M.A. Curtis, Grevillea 17: 92 (1889)

= Botryosphaeria rhodina (Berk. & M.A. Curtis) Arx, Gen. Fungi Sporul.
Cult. (Lehr): 143 (1970)

= Diplodia gossypina Cooke, Grevillea 7: 95 (1879)

= Macrophoma vestita Prill. & Delacr., Bull. Soc. Mycol. Fr. 10: 165 (1894)

= Botryodiplodia gossypii Ellis & Barth., J. Mycol. 8: 175-176 (1902)
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= Lasiodiplodia tubericola Ellis & Everh., Botanical Gazette Crawfordsville
21: 92 (1896)

= Lasiodiplodia nigra Appel & Laubert, Arbeiten aus der Kaiserlichen
Biologischen Anstalt fur Land- und Forstwirtschaft 5 (3): 147 (1907)

= Botryodiplodia elasticae Petch., Ann. R. Bot. Gdns Peradeniya 3: 7
(1906)

= Diplodia arachidis Petch., Ann. R. Bot. Gdns Peradeniya 3: 6 (1906)

= Chaetodiplodia grisea Petch., Ann. R. Bot. Gdns Peradeniya 3: 6 (1906)

= Diplodia rapax Massee, Bull. Misc. Inf., Kew: 3 (1910)

= Diplodia natalensis Pole-Evans Transvaal Dept. of Agricult. Sci. Bull. 4:
15. 1911 (1910)

= Diplodia manihoti Sacc., Ann. Mycol. 12: 310 (1914)

= Botryodiplodia manihotis Syd. & P. Syd., Ann. Mycol. 14: 202 (1916)

= Diplodia corchori Syd. & P. Syd., Ann. Mycol. 14: 196 (1916)

= Diplodia musae Died., Ann. Mycol. 14: 200 (1916)

= Lasiodiplodia triflorae B.B. Higgins, Bull. Georgia Exp. Stn 118: 16
(1916)

= Diplodia ananassae Sacc., Atti Acad. Sci. Ven.-Tren.-Istr. 10: 75 (1917)

= Physalospora gossypina N.E. Stevens, Mycologia 17: 198 (1925)

= Botryodiplodia manihoticola Petr., In: Petrak & Syd., Feddes Repert.,
Beih. 42: 143 (1926)

Fase sexuada ndo observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloracdo negra. Parafases hialinas medindo até 77,3 um. Células conidiogénicas
holoblasticas hialinas e cilindricas. Conidios imaturos hialinos que quando maduros
apresentam coloragdo marrom, formato ovoides/elipsoides, presenca de estrias
longitudinais e 1-septo transversal, tamanho dos conidios variando entre 20,8 - 26 pm x
13 - 15,6 um. Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante, crescimento rapido,
no inicio a cultura pode apresentar coloracdo branco-acinzentado migrando para um tom

acinzentado ao preto com o tempo.
Tipo: Equador, em Theobroma cacao. Ex-neétipo CBS 164.96.

Hospedeiro/substrato: Theobroma cacao (GRIFFON & MAUBLANC, 1909), Manihot
esculenta (MASSOLA JR. et al., 2016; presente estudo), Mangifera indica (ISMAIL et
al. 2012; MARQUES et al., 2013a; RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017), Carica
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papaya (NETTO et al.,, 2014), Acacia mangium e Pinus caribea var. hondurensis
(URBEZ-TORRES et al., 2016), Cocos nucifera (ROSADO et al., 2016), Vitis vinifera
(CORREIA et al., 2016a), Anacardium (NETTO et al., 2017), Spondeas purpurea e
Talisia esculenta (COUTINHO et al., 2017), Solanum melongena (VIEIRA et al.,
2018).

Distribuicdo conhecida: Equador (GRIFFON & MAUBLANC, 1909), Egito (ISMAIL
et al. 2012), Brasil (MASSOLA JR. et al., 2016; MARQUES et al., 2013a; NETTO et
al., 2014; ROSADO et al., 2016; CORREIA et al., 2016; NETTO et al., 2017
COUTINHO et al., 2017; VIEIRA et al., 2018; presente estudo), Venezuela (URBEZ-
TORRES et al., 2016), Peru (RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017).

Macrophomina pseudophaseolina Crous, Sarr & Ndiave, Phytopathologia Mediterranea
53 (2): 265. 2014.
Esclerddios de coloracdo negra. Caracteristicas da cultura: micélio aéreo abundante,
crescimento rapido, no inicio a cultura pode apresentar coloracdo branco-acinzentado

migrando para um tom acinzentado ao preto com o tempo.
* Devido a auséncia de esporulacdo ndo foi possivel fazer a caracterizacdomorfoldgica.
Tipo: Senegal, Louga, em Arachis hypogaea, 2011, M.P. Sarr, holotipo CBS H-21518.

Hospedeiro/substrato: Abelmoschus, Hibiscus sabdarifa, Vigna unguiculata (SARR et
al., 2014), Arachis hypogaea (SARR et al., 2014; MACHADO et al., 2018), Gossypium
hirsutum, Ricinus communis, Jatropha curcas (MACHADO et al., 2018), Manihot

esculenta (presente estudo).

Distribuicdo conhecida: Senegal (SARR et al., 2014), Brasil (MACHADO et al., 2018;

presente estudo).

Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers, Studies in Mycology 55: 244. 2006.
Sindnimo: Torula dimidiata Penz., Michelia 2 (8): 466 (1882)

= Scytalidium dimidiatum (Penz.) B. Sutton & Dyko, Mycological Research
93: 484 (1989)

= Fusicoccum dimidiatum (Penz.) D.F. Farr, Mycologia 97 (3): 740 (2005)
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=Hendersonula toruloidea Nattrass, Transactions of the British Mycological
Society 18 (3): 197 (1933)

= Scytalidium hyalinum C.K. Campb. & J.L. Mulder, Sabouraudia 15: 163
(1977)

= Neoscytalidium hyalinum (C.K. Campbell & J.L. Mulder) A.J.L. Phillips,
Groenewald & Crous, Studies in Mycology 76: 148 (2013)

Fase sexuada n&o observada. Fase assexuada: Conidioma picnidial coberto por estoma
de coloragdo negra. Artroconidios de coloracdo marrom 5.3-15.9 pm x 3.1-6.3 pum.
Células conidiogénicas holoblasticas hialinas. Conidios imaturos hialinos e néo
septados medindo 7,8 - 13 um x 2,6 - 5,2 um, conidios maduros septados com coloragdo
marrom-escuros no centro da célula. Caracteristicas da cultura: micélio aéreo com
aspecto pulverulento, crescimento rapido, no inicio a cultura pode apresentar coloracdo

branco-acinzentado migrando para um tom acinzentado ao preto com o tempo.

Lectotipo: Reino Unido, sola do pé humano, 1973, C.K. Campbell, is6tipo CBS H-
7745.

Hospedeiro/substrato: Ficus carica (RAY et al., 2010), Hylocereus undatus (LAN et al.,
2012), Juglans regia (CHEN et al., 2013), Vitis vinifera (ROLSHAUSEN et al., 2013),
Manihot esculenta (MACHADO et al., 2014a; presente estudo), Jatropha curcas
(MACHADO et al., 2014b), Citrus (MAYORQUIN et al., 2016), Sansevieria trifasciata
(KEE et al., 2017), Dioscorea esculenta (LIN et al., 2017).

Distribuicdo conhecida: Australia (RAY et al., 2010), China (LAN et al., 2012; LIN et
al., 2017), Brasil (MACHADO et al., 2014a,b; presente estudo), Califérnia (CHEN et
al., 2013; ROLSHAUSEN et al., 2013; MAYORQUIN et al., 2016), Malasia (KEE et
al., 2017).




Figura 6. Caracteristicas morfologlcas do género Lasiodiplodia e do Neoscytalidium dimidiatum. (a)
Lasiodiplodia theobromae: paréfises e conidios hialinos. (b) L. hormozganensis: conidios pigmentados
maduros. (c) - (e) N. dimidiatum. (c) Artroconidios do sinanamorfo. (d) Conidio imaturo hialino. (e)
Conidios maduros, pigmentados e septados. Barra de escala: (a) 100 um; (b)- (e) 10 pm.
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Tabela 2. Comparacao das caracteristicas morfolégicas das espécies examinadas neste estudo com estudos

Espécies Conidios (um) Parafises (um) Referéncias

Lasiodiplodia brasiliense 22.7-29.2 x 11.7-17 - Netto et al. (2014)
18-27.5 x 10.6-15.9 - Presente estudo

L. caatinguensis 13-20.2x10.1-12.6 até 60.2 Coutinho et al. (2017)
16.9-23.3x9.5-11.6 - Presente estudo

L. euphorbicola 15-23 x 9-12 até 76 Machado et al. (2014b)
13-20.8 x 7.8-13 até 84.8 Presente estudo

L. hormozganensis 19.6-23.4x 11.7-13.3 até 83 Abdollahzadeh et al. (2010)
15.6-26 x 10.4-13 até 74.2 Presente estudo

L. laeliocattleyae 18-27.4x11.7-17.2 ate 95 Rodriguez-Gélvez et al. (2017)
20.8-28.6 x 13-15.6 - Presente estudo

L. parva 16-23.5 x 10.5-13 até 105 Alves et al. (2008)
15.6-20.8 x 7.8-13 até 100.7 Presente estudo

L. theobromae 21-31x13-15.5 ate 55 Alves et al. (2008)
20.8-26 x 13-15.6 até 77.3 Presente estudo

Espécies Conidios (um) Artroconidios (um) Referéncias

Neoscytalidium dimidiatum  10-16(-21) x 3.5-6.5 4-16.5x8.5 Phillips et al. (2013)
7.8-13x 2.6-5.2 5.3-15.9x 3.1-6.3 Presente estudo

N. novaehollandiae 10.5-12.5 x 4-5 5.5-7.5x3.5-4.5 Pavlic et al. (2008)

4.4 PATOGENICIDADE

O teste de patogenicidade realizado em raizes de mandioca confirmou a patogenicidade
de todas as espécies obtidas neste estudo. Sete dias apds a inoculacdo, as raizes mostraram
sinais de podriddo negra quando abertas (lesdes secas e amareladas a acastanhadas tornando-
se pretas e micélio envolvendo a casca). No caso da M. pseudophaseolina, o fungo penetrou e
causou lesdes internas que permaneceram localizadas proximas ao ponto de inoculacao,
enguanto nos outros tratamentos fungicos, o micélio primeiro cresceu e esporulou na casca e
depois penetrou as raizes pelas extremidades, desta maneira 0s sintomas ndo seguiram um
padrdo. Por esse motivo, ndo foi possivel comparar a agressividade entre as espécies nas
raizes. Em dez dias as raizes estavam totalmente cobertas por micélio acinzentado a preto ou
branco ao acinzentado, frequentemente com estruturas reprodutivas dos fungos na casca
envoltos por estroma negro (Figura 7).

No teste realizado em casa de vegetacdo, todas as espécies foram capazes de causar

lesBes nas plantas e puderam ser observadas diferencas de agressividade entre elas. Vinte e
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sete dias ap6s a inoculacdo dos fungos, algumas plantas tratadas com N. dimidiatum, M.
pseudophaseolina, L. laeliocattleyae, L. euphorbicola, L. brasiliense e L. parva exibiram
folhas murchas, amareladas e secas com areas necroticas no caule das plantas, recobertas por
estruturas negras dos fungos. As lesdes causadas por N. dimidiatum e L. parva também
progrediram para material propagativo (manivas) e causaram a morte das plantas. Em outras
plantas, a lesdo foi concentrada proximo ao ponto de inoculagcdo fungica, mostrando lesao
necrotica acastanhada que se estendia pelo sistema vascular da planta (Figura 8).

Os resultados revelaram que L. laeliocattleyae foi a mais agressiva seguida pela L.
parva e N. dimidiatum. Contudo, ndo houve diferenca estatitica na agressividade (P<0,05)
entre 0os demais tratamentos inoculados nas mudas de mandioca (Grafico 1). Em ambos os

testes de patogenicidade, o tratamento-controle permaneceu assintomatico.

Figura 7. Resultado do teste de patogenicidade mostrando espécies de Botryosphaeriaceae causando
podriddo negra em raizes de mandioca sete e dez dias apds inoculacdo dos fungos, respectivamente.
(@l, a2) Neoscytalidium dimidiatum. (bl, b2) Lasiodiplodia theobromae. (cl, c2) L.
pseudotheobromae. (d1, d2) L. hormozganensis. (el, e2) L. brasiliense. (f1, f2) L. laeliocattleyae.
(01, g2) L. parva. (h1, h2) L. iraniensis. (i1, i2) L. euphorbicola. (j1, j2) L. caatinguensis. (k1, k2)
Macrophomina pseudophaseolina. (I) Tratamento controle sem sinais de podriddo negra de raiz. (b2,
d2, i2, j2) Estruturas de Botryosphaeriaceae na casca das raizes.
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Figura 8. Teste de patogenicidade realizado em manivas demonstrando espécies de Botryosphaeriaceae causando
podriddo em mudas de mandioca. (al, a2) Macrophomina pseudophaseolina. (b1, b2) Neoscytalidium dimidiatum.
(c1, c2) Lasiodiplodia brasiliense. (d1, d2) L. parva. (e1, e2) L. laeliocattleyae. (f1, f2) L. euphorbicola. (g1, g2) L.
caatinguensis. (hl, h2) L. iraniensis. (i1, i2) L. theobromae. (j1, j2) L. pseudotheobromae. (k1, k2) L.
hormozganensis. (11, 12) Tratamento controle sem sinais de podrid&o.
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Gréfico 1. Comprimento médio das lesdes (mm) em mudas de mandioca causado por espécies de
Botryosphaeriaceae associadas a doengas da mandioca no Brasil 42 dias apds a inoculagdo dos fungos.
Barras acima das colunas representam o erro padrdo da média. Colunas com a mesma letra indica que os
tratamentos ndo diferem significativamente de acordo com o teste de LSD de Fisher (P<0,05).
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5 DISCUSSAO

Entre os fatores limitantes para a producdo de mandioca estdo as doencas que ocorrem
nessa cultura, estas incluem a podriddo negra da raiz e a podriddo seca das manivas. Ambas
sdo doencas ainda negligenciadas, que ocorrem com frequéncia, levando a perdas de
producdo, além de afetar a qualidade do produto a ser comercializado. Sendo assim, das raizes
e manivas coletadas que exibiram sinais de podriddo negra e podrid@o seca, respectivamente,
foram isolados mais de um género de Botryosphaeriaceae, a saber, Lasiodiplodia,
Neoscytalidium e Macrophomina.

Lasiodiplodia foi o0 género mais frequentemente isolado, o que ja era esperado, uma vez
que este grupo é com frequéncia identificado associado a doencas de plantas no nordeste
brasileiro (CORREIA et al., 2016a; COUTINHO et al., 2017; NETTO et al., 2017). A
presenca de Neoscytalidium spp. também era esperado ja que Machado et al. (2014a) isolou
N. dimidiatum de raizes infectadas com podriddo negra no Brasil, mas é a primeira vez que
Macrophomina é relatada associada a doencgas de mandioca no pais.

Todos os espécimes obtidos neste estudo agruparam com suas espécies-tipo, exceto
alguns isolados de N. dimidiatum que apresentaram variacdes intraespecificas quando
alinhados com as espécies-tipo do grupo. No entanto, devido ao baixo valor de suporte dos
nos, essas variacdes ndo foram significativas o suficiente para caracterizar estes isolados
como novas espécies. Este trabalho revelou que um complexo de Lasiodiplodia ssp. esta
associado a podriddo negra da raiz e a podriddo seca das manivas de mandioca. Isso reforca a
relevancia deste género na etiologia e epidemiologia das doencas de plantas, especialmente
em areas tropicais, como 0 nordeste brasileiro, pois, da mesma forma como ocorreu neste
estudo, um complexo patogénico de Lasiodiplodia spp. ja foi identificado em outras culturas
de importancia econémica no Brasil, como manga, mamé&o, pinhdo-manso, coco, uva e caju
(MARQUES et al., 2013a; NETTO et al., 2014; MACHADO et al., 2014b, ROSADO et al.,
2016; NETTO et al., 2017).

Das onze espécies identificadas neste estudo, sete nunca foram descritas associadas a
mandioca antes. Assim, este € o primeiro relato de L. parva, L. brasiliense, L. laeliocattleyae,
L hormozganensis, L. caatinguensis, L. iraniensis e Macrophomina pseudophaseolina
associadas a doencas na mandioca no mundo. Entre essas especies, L. caatinguensis € a unica
restrita ao nordeste brasileiro até 0 momento (COUTINHO et al., 2017). L. brasiliense € outra
espécie que foi descoberta no nordeste do Brasil por Netto et al. (2014) causando podriddo em

mamao, mas diferentemente da L. caatinguensis, L. brasiliense tem sido relatado em outros
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hospedeiros fora do pais (RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017; LI et al., 2018). As demais
espécies de Lasiodiplodia spp. apresentam ampla gama de hospedeiros e distribuicéo
geogréfica, incluindo o Brasil, onde foram identificados causando declinio, morte
descendente, gomose e podriddo em uvas, caju, pinhdo-manso, respectivamente (CORREIA
etal., 2013; CORREIA et al., 2016; MACHADO et al., 2014b; NETTO et al., 2017).

M. pseudophaseolina foi uma das espécies menos isoladas, juntamente com L.
iraniensis e L. pseudotheobromae, tendo sido isolada apenas uma vez em maniva com
podriddo seca. A M. pseudophaseolina foi descrita pela primeira vez no Senegal (SARR et al.,
2014), onde permaneceu restrita até Machado et al. (2018) identificarem isolados de M.
pseudophaseolina causando podriddo de carvdo em sementes de Arachis hypogaea,
Gossypium hirsutum, Ricinus communis e Jatropha curcas no Brasil. Do género
Macrophomina, apenas M. phaseolina foi descrita causando doenca na mandioca, mas até
hoje este relato permanece restrito ao Benim e a Nigéria (MSIKITA et al., 1998).

L. theobromae, N. dimidiatum e L. euphorbicola foram as espécies mais frequentemente
encontradas neste estudo. Tais espécies ja foram relatadas em estudos anteriores como agentes
etioldgicos de doengas da mandioca (MASSOLA JR. et al., 2016; MSIKITA et al., 2005;
MACHADO et al., 2014a). L. theobromae tem sido relacionada a mais de 700 hospedeiros
distribuidos mundialmente (FARR & ROSSMAN, 2018), incluindo a mandioca como agente
causal de podriddo em manivas deixadas no campo ou armazenadas (MASSOLA JR. et al.,
2016) para a proxima plantagdo. No entanto, quando se lida com trabalhos mais antigos
associados a L. theobromae, esta ampla gama de hospedeiros pode ndo estar realmente
associada apenas com este fungo, mas com outras espécies do género intimamente
relacionadas com esta espécie, uma vez que agora € sabido que L. theobromae € na verdade
um complexo de espécies cripticas (ALVES et al., 2008; PHILLIPS et al., 2013).

Entre os trabalhos mais recentes podemos citar L. theobromae associada a cancros e a
morte descendente em Acacia mangium na Venezuela, morte descendente em Mangifera
indica no Peru e podriddo em Solanum melongena no Brasil (URBEZ-TORRES et al., 2016;
RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017; VIEIRA et al., 2018). Além disso, essa espécie €
usualmente encontrada no Brasil associada a outras espécies de Lasiodiplodia, incluindo L.
euphorbicola, outra espécie do género descoberta no Brasil responsavel por doengas em raizes
e no colo de pinhdo-manso (MACHADO et al., 2014b; CORREIA et al. , 2016a; COUTINHO
et al., 2017) e também ja encontrada causando podriddo negra em raizes de mandioca junto
com N. dimidiatum e L. pseudotheobromae (MACHADO et al., 2014a).
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N. dimidiatum é um patégeno geograficamente difundido que, como Lasiodiplodia spp.
pode causar varias doencas de plantas em muitos hospedeiros, como morte descendente e
cancro em ramos (RAY et al., 2010; MAYORQUIN et al., 2016). Em um estudo anterior, N.
dimidiatum foi encontrado causando podriddo do caule e podriddo negra de raiz de mandioca
no Benin (MSIKITA et al., 2005). No Brasil, esse mesmo fungo foi identificado neste mesmo
hospedeiro causando a podriddo negra da raiz por Machado et al. (2014a), mas antes desse
trabalho Scytalidium lignicola foi relatado como o agente etioldgico desta doenca no Brasil
com base em analises morfoldgicas do fungo (LARANJEIRA et al., 1994; POLTRONIERI et
al., 1998; MUNIZ et al., 1999; SERRA et al., 2009), no entanto, segundo Machado et al.
(2014a) uma identificacdo incorreta pode ter ocorrido em vista do fato de que em certas
condicdes S. lignicola e N. dimidiatum podem ser morfologicamente similares.

Neste levantamento, N. dimidiatum foi isolado de manivas e raizes com podridao seca e
podriddo negra, respectivamente, assim como L. theobromae, L. euphorbicola, L. parva e L.
hormozganensis. As outras espécies obtidas nesta pesquisa M. pseudophaseolina, L.
brasiliense, L. laelocattleyae, L. caatinguensis, L. iraniensis e L. pseudotheobromae foram
isoladas apenas em manivas infectadas. No entanto, o nimero de amostras coletadas de
podridao seca de manivas foi superior a quantidade de raizes com podriddo negra. Isso pode
explicar o fato de que algumas espécies foram encontradas neste trabalho apenas em manivas
doentes, como foi o caso da L. pseudotheobromae, que em um estudo anterior foi identificada
causando podriddo negra de raizes em mandioca (MACHADO et al., 2014a).

Os testes de patogenicidade mostraram que todas as espécies obtidas neste levantamento
foram capazes de causar podriddo seca de maniva e podriddo negra de raiz em mandioca,
mesmo as espécies isoladas apenas de um desses substratos. Ndo foi possivel avaliar as
diferencas de agressividade das espécies nas raizes de mandioca devido ao rapido crescimento
do micélio e a auséncia de um padrdo nos sintomas. No teste em casa de vegetacdo com
mudas de plantas de mandioca observou-se que L. laelocattleyae foi a mais agressiva, seguida
de N. dimidiatum e L. parva. Embora ndo tenha havido diferenca estatistica na agressividade
entre as demais espécies, L. theobromae causou as menores lesdes em mudas de mandioca.

Baseado em tal resultado unido ao fato de algumas espécies terem sido isoladas de
raizes e manivas doentes neste estudo, podemos inferir que a podriddo negra de raizes e a
podriddo seca de manivas sdo doencas relacionadas causadas pelas mesmas espécies de
fungos. Os patogenos podem infectar as manivas utilizadas como material de propagagéo
pelos agricultores através de aberturas naturais, penetracdo direta ou como exposto em

Massola Jr. et al. (2016), por meio de algum tipo de lesdo sofrida por esse material. Quando
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estes materiais infectados sdo plantados, durante o desenvolvimento da planta, além dos
sintomas de podriddo seca de maniva, esses patdgenos podem migrar para regides mais
nutritivas da planta rica em amido, como € o caso das raizes da mandioca, causando podridao
negra da raiz, doenca esta mais dificil de ser identificada no campo.

Estas informagdes enfatizam a importancia da selecdo de materiais de propagacao de
qualidade e a necessidade do tratamento prévio destes. Os resultados obtidos por este estudo
certamente ajudardo no desenvolvimento de estratégias de manejo e controle da podridao

negra da raiz e da podridao seca de manivas na mandioca.
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6 CONCLUSOES

- A podriddo seca das manivas e a podriddo negra das raizes de mandioca no Brasil sdo

causadas por um complexo de espécies da familia Botryosphaeriaceae;

- Entre os fungos da familia Botryosphaeriaceae associados a podriddo seca das manivas e a
podriddo negra das raizes de mandioca no Brasil, 0 género Lasiodiplodia é o mais frequente,
seguido pelo Neoscytalidium dimidiatum;

- Dentre as espécies obtidas neste estudo, L. parva, L. brasiliense, L. laeliocattleyae, L.
hormozganensis, L. caatinguensis, L. iraniensis e Macrophomina pseudophaseolina sé&o

relatadas pela primeira vez associadas a doengas na mandioca no mundo;

- Todas as espécies testadas sdo patogénicas em mudas e raizes de mandioca da variedade

Santo Estevao;

- A podriddo seca das manivas e a podriddo negra de raizes de mandioca sdo doencas
correlacionadas que estdo sendo causadas pelo mesmo grupo de fungos (Botryosphaeriaceae)
nas areas estudadas.
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