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RESUMO

Lasiodiplodia theobromae é um fitopatdgeno, o qual apresenta ocorréncia em todas as regides produtoras de manga do
Brasil e no mundo causando sérios problemas, tanto nas arvores quanto nas frutas, principalmente na fase de pés-colheita.
Até o presente, nenhum estudo mostrou como ocorre, naturalmente, a infec¢do da fruta pelo fungo. Este estudo objetivou
analisar: ramos, pedinculos e peciolos ligados a frutos em estddio de colheita, com e sem sintomas da doenca, pela
microscopia eletronica de varredura, (MEV), confirmar a presenga do agente etiologico nos tecidos e estudar caracteres
morfolégicos do mesmo. Fragmentos dos tecidos dos ramos e pediinculos foram desinfestados e plaqueados em meio BDA,
para isolamento do fitopatdgeno; outros fragmentos foram submetidos a criofraturas para andlise em MEV. O fungo cresceu
em meio de cultura, apenas de tecidos com o sintoma da doenga, e, ap6s 25 dias formou picnidios agregados, estromaticos e
ostiolados, caracteristicos de L. theobromae, os quais foram submetidos a criofraturas e observados também em MEV. A
analise ultraestrutural dos picnidios revelou que estes sdo subovoéides a elipsoides, de parede espessa, contendo em seu
interior, conidios cujas dimensdes variaram entre 18-26pum x 11-15um. Na analise dos pedunculos sintomaticos,
constataram-se hifas crescendo pelos tubos do xilema e penetrando através das células e invadindo tecidos do lenho. Nao foi
observada qualquer estrutura fingica em tecidos sem sintomas da podriddo. Estes resultados permitem confirmar que L.
theobromae esta presente em ramos de mangueiras e que a colonizagdo ocorre de forma descendente até o pedunculo onde,
posteriormente, penetra a fruta.
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STUDIES OF THE INTERATION Lasiodiplodia theobromae x MANGO AND MORPHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF THE ISOLATES

ABSTRACT

Lasiodiplodia theobromae is a phythopathogen that is present in Brasil and all mango-producing regions around the world,
causing serious problems, both in trees and fruits, especially in the post-harvest. To date, no study has shown how the
infection occurs. The study focused branches, stems and petioles attached to fruit maturity stages, with and without
symptoms of the disease by scanning electron microscopy (SEM) to confirm the presence of the agent in tissues and
morphologicals studies on it. Fragments of the tissues of the branches and stems were surface sterilized and plated on PDA
to isolate the pathogen, other fragments were submitted to criofraturas for scanning electron microscopy. The fungus grew
in culture only from tissue with the symptons of the disease, and, after 25 days, pycnidia formed aggregates, and estromat
ostiole, characteristic of L. theobromae, which were submitted to criofraturas and also observed by SEM. The ultrastructural
analysis of pycnidia revealed that these are subovoid to ellipsoid, thick-walled, containing its interior, conidial dimensions
ranged from 18-26 um x 11-15 pm. In the analysis of symptomatic stems, there were hyphae growing through the tubes and
into the xylem through the cells and tissues invading the wood. It was not observe any structure in fungal tissues without
symptoms of decay. These results indicate that L. theobromae is present in branches of mango trees and that colonization
occurs in descending to stalk where it penetrates in the fruit.

Keywords: Mangifera indica, scanning electron microscopy, light microscopy.
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INTRODUCAO

A podridao peduncular ou podridao por Lasiodiplodia em
manga (Mangifera indica L.) ¢ uma doenga importante,
principalmente na fase de pds-colheita e ocasiona perdas
econdmicas relevantes. Entretanto, essa doenca ocorre
ainda nos ramos e peciolos onde recebe os nomes de seca
de ponteiros, morte descendente ou cancro de tronco e de
ramos [1, 2, 3].

Estas doengas vém se constituindo em um sério problema
para as regides agricolas do Brasil, ocasionando diversos
danos nos pomares de mangueira, uma vez que reduz a
vida 1til, diminui a produgado, desqualifica os frutos para
fins de comercializacdo ¢ aumenta os custos de cultivo
[4]. Na Costa Rica ¢ a segunda doenca pos-colheita mais
importante, depois da antracnose e em outros paises a
doenca causa relevantes perdas em pos-colheita de
manga, recebendo atencdo de pesquisadores [5, 6, 7].
Recentemente foi relatada como uma das doengas pos-
colheita que mais reduz a qualidade de manga, no
Senegal [1].

A morte descendente e a podriddao peduncular tém como
agente etiolégico Lasiodiplodia theobromae (L.
theobromae) (Pat.) Riffon & Maubl. (Botryosphaeria Ces
& De Not.) [8, 9, 10, 11]. Este fungo pertence a familia
Botryosphaeriaceae [12] cujas espécies sdo conhecidas
por serem cosmopolitas, com larga gama de hospedeiros
e ampla distribuicdo geografica [2, 13, 14, 15, 16],
comumente encontrada nas regides tropicais [13] e
temperadas [4, 16, 17].

O primeiro relato de L. theobromae no Brasil foi em
1991, quando se confirmou sua associagdo com a morte
de mangueiras em vérios pomares, na regido Semi-Arida
do Nordeste [3]. Posteriormente, Nogueira et al. [18]
publicaram novo relato de perdas severas em frutos de
mangueira no Estado de Sdo Paulo. Atualmente, este
fitopatdgeno tem sido relatado em varios estados
produtores de manga, localizados nas regides Nordeste,

Centro Oeste e Sudeste do Brasil [2, 4, 17, 19].
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Lasiodiplodia  theobromae apresenta  colonizagdo
localizada e progressiva, destruindo célula por célula, até
penetrar no interior do 6rgdo vegetal. Frutos em estadio
fenoldgico mais avangado, que permanecem aderidos a
arvore, quando infectados, apresentam necrose no
pedunculo, que pode provocar sua queda ou progredir até
a base deste. Na infec¢do do pedinculo, o fungo
permanece quiescente mantendo baixo nivel de
metabolismo até o fruto amadurecer [20, 21], quando
ativa fatores de patogenicidade que resultam em
parasitismo ativo nos tecidos do hospedeiro [22].

A podriddo peduncular se desenvolve na pos-colheita em
um periodo de trés a 12 dias, em frutas armazenadas em
temperatura ambiente. Contudo, uma vez iniciado o
processo, o apodrecimento ocorre em toda fruta dentro de
dois a trés dias [1]. O sintoma inicial ¢ de consisténcia
aquosa com bordos definidos na casca da fruta, ao redor
do pedunculo, devido a ag¢do de enzimas pectinoliticas.
Posteriormente, essa parte fica enegrecida e as manchas
coalescem. A necrose permanece abaixo da cuticula e
pode afetar toda a polpa da fruta, em torno de sete dias,
podendo romper a casca da fruta por onde ¢ liberado um
fluido decorrente da destruicdo celular. Em estadio
avangado ¢ comum observar o crescimento micelial com
posterior produgdo de picnidios ao redor da lesdo [20].
Considerando a importancia da podriddo peduncular na
poés-colheita de manga com relacdo as perdas
econdmicas, aos eventos ja descritos para essa
enfermidade e que nenhum estudo mostrou como ocorre,
naturalmente, a infec¢@o da fruta pelo fungo, o objetivo
desta pesquisa foi analisar tecidos de ramos, pedinculos
e frutas advindos de arvores de mangueira com sintomas
de morte descendente e descrever o agente etiologico
pelas estruturas fungicas encontradas nestes tecidos
através de andlises em microscopio eletronico de

varredura.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta do material e obtencao dos isolados

Amostras de ramos, peciolos e pedinculos com e sem
sintomas de morte descendente, foram coletadas de
mangueiras, em pomares de mangueira da cultivar
Tommy Atkins’, em pomares localizados em Petrolina,
PE. Fragmentos dos tecidos foram desinfestados e
plaqueados em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA), para obtencdo dos isolados, os quais foram
submetidos a culturas monospdrica em BDA e,
posteriormente, feita a caracterizagdo morfologica e de
patogenicidade. Outros fragmentos foram fixados em
Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sodio
0,05M, pH 7,2; CaCl, 0,001M) para as andlises ultra-
estruturais internas, em microscopio eletronico de
varredura. O experimento foi conduzido no Laboratdrio
de Microscopia Eletronica ¢ Analise Ultra-Estrutural no
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras.

Caracterizacédo morfolégica

Caracteristicas morfologicas (dimensdes, forma, cor,
presenga de septo e estrias longitudinais) presentes nos
conidios foram utilizadas para identificagdo do
fitopatogeno. Cada isolado monospoérico foi cultivado em
BDA por 25 dias, tempo necessario para a formacdo de
estruturas reprodutivas. Apos este periodo, picnidios
foram retirados do meio ¢ macerados em agua
esterilizada e filtrados em gaze dupla, para extracdo dos
conidios. O comprimento ¢ a largura de conidios foram
mensurados sob microscopio de luz (modelo Observer
Z1, Carl Zeiss) e em microscopio eletronico de varredura
(LEO Evo40). Foram mensurados vinte conidios por
isolado.

Patogenicidade em frutas

Mangas, sem sintomas da doenca, apds serem lavadas
com sabdo em Aagua corrente e secas em temperatura
ambiente, foram feridas com auxilio de um furador com

oito estiletes de 2 mm de profundidade, na regido
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equatorial. Em cada ferimento foi depositado um disco de
meio BDA com 5 mm de didmetro contendo estruturas
fingicas dos isolados, extraido da borda de colonias com
sete dias e cultivadas em temperatura ambiente.

O experimento foi estabelecido em esquema inteiramente
casualizado, com duas repetigdes por isolado. Cada
repeticdo foi constituida de uma fruta, inoculada em dois
pontos. A testemunha foi inoculada com disco do meio
BDA na regido equatorial. Apos a inoculacdo, as frutas
foram mantidas em camara Umida por 48h, sob
temperatura ambiente de 25 £+ 2 °C. A patogenicidade dos
isolados foi observada 72 horas ap0s a retirada da cdmara
umida mediante a observagdo de lesdes, ocasido em que
foram realizados novos isolamentos. Uma fruta inoculada
por isolado foi utilizada para os isolamentos, apenas para
confirmagdo da espécie. Outra fruta permaneceu nas
mesmas condicbes de temperatura e umidade até a
formagdo de picnidios nas lesdes. O teste foi repetido
duas vezes.

Andlises em microscépio eletrénico de varredura

Para as analises anatomicas dos tecidos fragmentos de
ramos, peciolos e pedanculos, pré-fixados, foram
transferidos para Glicerol 30% por 30 minutos e, em
seguida, submetidos a crio fratura em nitrogénio liquido.
Foram feitos cortes transversais para observacao interna
dos vasos condutores. Apds cortadas, as amostras foram
lavadas trés vezes, durante 10 minutos, em tampao
cacodilato 0,05M e imersas em uma solucgdo de tetroxido
de 6smio 1% (Os Og4), em tampdo cacodilato de sddio
0,05M pH 7,2, por uma hora. Apds este tempo, as
amostras foram novamente lavadas e submetidas a
solu¢bes de concentra¢des crescentes de acetona, 25%,
50%, 75%, 90% e 100%, para desidratacdo,
permanecendo 10 minutos em cada concentragao.
Posteriormente as amostras foram levadas para o
aparelho de ponto critico (Balzers CPD 030) para
substituicdo da acetona por CO, e complementacdo da
secagem. Os espécimes obtidos foram montados em

suportes de aluminio, stubs, com fita de carbono dupla
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face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio,
cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050 para
serem observados em MEV. Picnidios formados a partir
dos isolamentos, também foram submetidos a esta
metodologia, para andlises internas. Todas as imagens
geradas foram digitalizadas e analisadas em diferentes
aumentos. Imagens foram selecionadas e processadas

usando o Corel Draw 12 Software.

RESULTADOS

Teste de patogenicidade

Nao houve diferenca estatistica entre os isolados quanto a
patogenicidade. Todos foram patogénicos nas frutas e
exibiram sintomas e sinais da podridao peduncular. Apos
60 horas ocorreram lesdes, a partir do ponto de
inoculacdo. Fazendo-se cortes na regido equatorial e
retirando-se a polpa das mangas, observou-se o avango
das lesdes em direcdo ao pedinculo. Apds dez dias,
houve coalescimento das lesdes com formagdo de
picnidios nas frutas, para todos os isolados.
Caracterizacdo morfoldgica dos isolados

Os isolados obtidos de tecidos com sintomas de morte
descendente (ISR1, ISP1, ISP2, ISPCI, ISPC2 e ISPC3)
cresceram em meio de cultura com micélio, inicialmente
branco, tornando-se, posteriormente, cinza esverdeado a
preto com aspecto algodonoso, cobrindo toda superficie
da placa em 48 horas. Houve formagdo de picnidios a
partir do décimo segundo dia com formagdo de conidios
maturos, apos 25 dias. Nao houve variagdo de tempo, na
formacdo de estruturas reprodutivas, para os diferentes
isolados. Todos os picnidios foram ostiolados, formados
em tecido estromatico, contendo em seu interior diversas
camaras contendo conidios, (FIGURA 1A). De acordo
com as caracteristicas morfologicas, observou-se que os
conidios, quando jovens, ndo apresentam septos, sdo
ovoides, hialinos e de parede delgada e dupla enquanto
que os maduros sdo ovoéides a elipsoides, pigmentados,
apresentam um septo  transversal com  estrias

longitudinais e as paredes sdo espessas (FIGURA 1B).
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As mensuragdes de comprimento e largura revelaram
variagdo nos tamanhos dos conidios que mediram entre
18-26 x 11-15um. Essa variagdo ocorreu uniformemente
em todos os isolados.

Andlises de microscopia eletrénica de varredura

Nos tecidos sem sintomas ndo se observaram estruturas
de microrganismos (FIGURA 1C). Na andlise dos
pedunculos e peciolos sintomaticos, constataram-se hifas
crescendo pelos tubos do xilema (FIGURA 1D) e
penetrando através das células, invadindo tecidos do
lenho (FIGURA 1E). Néo foram encontrados conidios no
interior dos vasos dos ramos, pedinculos e peciolos
analisados em MEV. A partir de cortes transversais em
picnidios crescidos em meio de cultura a partir dos
isolamentos ¢ submetidos a analise em MEV, foram
observados conidios imaturos sem estrias (FIGURA 1F),
sem septos e inicialmente envolvidos em uma mucilagem
e conidios maduros com septos e estriados (FIGURA
1G). Observaram-se protuberdncias aderidas as paredes
externas de hifas crescidas em meio de cultura por 25
dias (FIGURA 1H). Estes resultados foram observados

para todos os isolados.

DISCUSSAO

Este estudo investigou a origem da podriddo peduncular
em manga a partir de tecidos coletados de pomares
comerciais, em cultivar ‘' Tommy Atkins ', localizados em
Petrolina, Estado de Pernambuco, por isolamentos
indiretos e analises de microscopia eletronica dos tecidos.
Baseados nos caracteres morfolégicos, a partir dos
isolamentos em meio de cultura, ndo houve variacdo de
producdo de picnidios, coloragdo de coldnias, dimenséo,
septagdo e ornamentagdo de conidios, entre os seis
isolados. Entretanto, observou-se variagdo no tamanho
dos conidios dentro de cada isolado, tipicos de L.
theobromae. Estes resultados concordam com as
descrigoes feitas por outros autores para esta espécie [13,

23,24, 25,26, 27].
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Fig. 1. Micrografias eletronicas de varredura de tecidos de mangueira da ‘Tommy Atkins’ com sintomas de morte
descendente e estruturas reprodutivas de Lasiodiplodia theobromae. Picnidio ostiolado contendo conidios em seu interior
(A), conidios jovens e maturos, obtidos de isolamento de material com sintomas de morte descendente, em BDA,
observados em microscopio de epifluorescéncia (B), tecido de ramo de material assintomatico (C), e peciolos com sintoma
de morte descendente (D e E), ultranalise de conidios jovens (F) e maturos (G) de L. theobromae. Em H, detalhe de hifas
crescidas em meio BDA, com presenca de estruturas aderidas nas paredes externas.
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Com relagdo a ornamentagdo e pigmentagdo dos
conidios, os resultados relatados neste estudo sdo
confirmados por descrigdes anteriores. Conidios
inicialmente hialinos, asseptados de paredes finas quando
jovens e, com um septo, de paredes pigmentadas e
grossas com estrias longitudinais quando maduros, ¢ a
descricdo documentada para esta espécie [25, 27, 28, 29,
30]. Espécies de Botryosphaeriaceae sdo geralmente
identificadas pelas caracteristicas morfoldgicas de seus
anamorfos [29, 30, 31, 32, 33], uma vez que o0s
teleomorfos sdo raramente encontrados na natureza, ou
sdo dificeis de serem cultivados em culturas puras [27,
30, 31, 32]. Caracteres morfoldgicos de anamorfos dessa
familia, considerados Ttuteis para sua delimitacdo
taxonomica, incluem morfologia conidiais como
ornamentacdo, forma, tamanho, cor, septagdo, espessura
e textura da parede, entre outros [27, 32, 33].

Variag@o nas caracteristicas morfologicas entre isolados
de L. theobromae provenientes de diferentes hospedeiros
e regides geograficas ¢ confirmada por varios autores. Ao
avaliar as caracteristicas culturais, crescimento micelial,
esporulacdo, morfologia e patogenicidade de dez isolados
de L. theobromae de diferentes hospedeiros, Ram [34]
verificou que os isolados variaram na coloragdo da
colonia, crescimento  micelial,  esporulagdio e
patogenicidade. Moraes et al. [35] observaram variagdo
de um isolado de L. theobromae, oriundo de lesdo em
ramo de planta citrica, quando crescidos em diferentes
meios de cultura. Pereira et al. [19] caracterizaram, em
diferentes meios de cultura, oito isolados de L.
theobromae obtidos de diferentes hospedeiros quanto ao
crescimento micelial, producdo e fertilidade de picnidios,
aspectos morfologicos das colonias e patogenicidade e
constataram grande varia¢do entre os isolados, em todas
as caracteristicas estudadas. Recentemente, Costa [36]
caracterizou 92 isolados de L. theobromae coletados de
mangueiras, pelo seqiienciamento do DNA e caracteres

morfologicos. Pelas investigagdes da autora o tamanho
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dos conidios desses isolados variou numa faixa entre 18-
27um x 11-15 pm.

Em contrapartida, os resultados observados neste estudo
revelaram pouca diferenga morfologica entre os isolados.
Contudo, ¢ importante considerar que houve
padronizagdo para condicdes de crescimento dos
isolados. Os isolamentos foram realizados no mesmo dia
e foi utilizado apenas um meio de cultura e as condicdes
ambientais para o crescimento dos isolados foram as
mesmas. Entretanto, todas as observacdes constatadas
estio de acordo com os resultados de pesquisas
anteriores, ficando esclarecida a etiologia da morte
descendente em mangueira, bem como, da podriddo
peduncular em manga.

Quanto ao material mucilaginoso constatado envolvendo
os conidios presentes no interior dos picnidios, pode se
tratar de uma matriz celular importante para protecao e
adesdo, como constatada em outras espécies fungicas. Os
fungos sdo capazes de produzir substincias com
caracteristicas mucilaginosas que podem acumular do
lado externo da célula, constituindo o que chamamos de
matriz extracelular. Entre os fungos em que a matriz
celular ¢ importante para adesdo, temos 0s que acumulam
material adesivo antes da germinacdo e outros que
produzem material mucilaginoso adesivo somente apos a
germinacdo [37], embora a adesdo mediada por
mucilagem ndo seja regra [38].

No teste de patogenicidade, o aparecimento das lesdes sO
ocorreu apds 60 horas. Entretanto, relatos evidenciam
que apo6s 48 horas, em uma faixa de temperatura de 25-
30°C, ja ¢ possivel observar lesdes em mangas
inoculadas [20, 36]. Contudo, este estudo foi realizado
em regido de clima ameno, onde a temperatura, no
primeiro semestre do ano de 2009, nao ultrapassou 23°C
[39] sendo dessa forma, requerido tempo maior para o
aparecimento de lesdes nas frutas inoculadas.

Foi confirmada presenca de hifas no interior dos vasos de
ramos, peciolos e pedunculos de plantas com sintomas e

sinais de morte descendente, confirmando a colonizagéo
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descendente pelo fitopatogeno. Até o presente, nenhum
estudo tinha sido desenvolvido para a investigacdo
ultraestrutural de tecidos de mangueira com sintomas de
morte descendente, sendo este, o primeiro relato. Por
outro lado, L. theobromae tem sido relatada como
patoégeno de mangueira no Brasil. [3, 18, 40] e em outros
paises [1, 20, 28, 41, 42], ocasionando prejuizos
relevantes tanto na producdo como na pds-colheita. Além
da manga, L. theobromae causa perdas severas em outras
frutas na pos-colheita. Em 2004 foi constatada queda de
frutos imaturos em plantas de coqueiro ando verde,
provenientes de plantio comercial no municipio do
Canta, em Roraima. O fungo foi isolado, observando-se
coldnias acinzentadas com formagdo de estromas e
picnidios  estromaticos, com conidios maduros
bicelulares, de coloragdo marrom escura e estrias
longitudinais, medindo de 23-29 x 13-15 pum,
identificando-se o fitopatogeno como L. theobromae
[43].

A podriddo peduncular em manga ¢ uma doenga pos-
colheita que causa grandes prejuizos, relatada por varios
autores [1, 7, 18, 28, 42]. Contudo, o fungo ao infectar a
base do pedunculo, fica em estdgio de quiescéncia
enquanto a fruta ndo atinge o estaddio climatério, ativando
seu crescimento quando sdo disponibilizadas condigdes
favoraveis para seu desenvolvimento. Este evento foi
constatado anteriormente em mangueira [5] maca [44, 45,
46], sementes [17, 47, 48, 49, 50] bem como em outras
culturas, por espécies de Botryosphaeriaceae [13, 22, 30,
50]. Relatos sobre infec¢des sistémicas em arvore de
pinus oriundas de sementes infectadas foram publicados
recentemente [11, 51].

Frutas climatérias passam por uma séric de
transformagdes endogenas resultantes do metabolismo
celular, apos a colheita. O aumento dos aglcares
soluveis, de agua livre e das pectinas, ¢ acompanhado
pela reducdo de alguns componentes fendlicos e
protopectinicos, que as tornam mais sensiveis ao ataque

de microrganismos, principalmente de fungos causadores
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de podriddes [52]. Diversos autores relataram que a
proximidade da fase de amadurecimento de frutos
favorece a expressdo das infecgdes latentes, as quais
podem surgir também durante a pods-colheita ou a
senescéncia [53, 54, 55, 56]. Estudos detalhados da
infeccdo de Botryosphaerea dothidea em frutos de
macieira com infecgdes latentes revelaram presenca de
glébulos de lipidio nas hifas do fungo. De acordo com
estes relatos, os globulos encontrados habilitam B.
dothidea em estagio de quiescéncia, a suportar a
deficiéncia nutricional emquanto a fruta permanecer
imatura, bem como, a defesa da hospedeira [44]. Outros
estudos constataram que L. theobromae ¢é encontrado,
ainda como endofitico [15, 57]. As investigacOes feitas
pela MEV, neste estudo, revelaram que hifas crescidas
em meio de cultura apresentam estruturas semelhantes as
descritas por Kim et al. [44], entretanto, ndo foram
realizadas analises quimicas para confirmar a composi¢@o
de tais estruturas.

Os resultados obtidos pelas investigagdes morfologicas e
ultraestruturais desse estudo confirmam os relatos
encontrados na literatura em relagdo a L. theobromae,
agente causal da morte descendente e podridao
peduncular em manga, o qual tem uma colonizagdo
descendente até o pedinculo da fruta, quando, apos a
colheita, na ativacdo do estadio climatério da fruta, causa

perdas significativas [21, 40, 58].

CONCLUSOES

Estes resultados permitem concluir que L. theobromae
estd presente em ramos, caule e pedunculos de
mangueiras com sintomas de morte descendente.

A colonizagdo ocorre de forma descendente até o
pedunculo onde, posteriormente, penetra a fruta.

Mangas de arvores com sintomas de morte descendente
podem estar infectadas com L. theobromae em estagio de

quiescéncia.
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