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RESUMO

A cultura da videira (Vitis spp.), pela sua importancia econémica e social é
intensamente estudada no mundo. Entre os varios problemas desta cultura, destacam-
se as doencas causadas por inimeros patdgenos. Uma delas, e que vem preocupando
os viticultores das regides produtoras, devido ao grande nimero de plantas infectadas
anualmente, aproximadamente de 1% a 25% no campo, € uma morte generalizada da
planta, conhecida pelos agricultores como “Podriddo do tronco e raizes de videira”.
A podriddo inicia-se no tronco ou raiz, provocando a murcha e seca de brotos e
folhas, e a consequiente morte da planta. No presente trabalho identificou-se o agente
causal da doenga como sendo o fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl. (= Botryodiplodia theobromae Pat.), forma anamorfica de Botryosphaeria
dothidea (Moung. Ex Fr.) Ces & de Not. Em cultura, o fungo apresenta micélio
inicialmente branco, passando posteriormente a cinza escuro e finalmente a negro.
Os ascésporos de Botryosphaeria dothidea séo hialinos e fuséides, medindo 21,4 x
53 um (17,3 - 24,3) x (4,3 — 6,4) um. Na sua forma anamorfica de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., seus conidios mediram 20,6 x 11,9 um (16,0 —

23,8) x (10,4 — 13,4) um, sdo uniseptados e estriados. As inoculagbes em porta
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enxerto e copas de videira e em diversas fruteiras foram conduzidas em casa de
vegetacdo. Os resultados comprovaram a patogenicidade de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., que infecta diferentes hospedeiros, podendo ser
considerado como parasita ndo especializado. Inoculagdes cruzadas entre o isolado
da videira inoculado em plantas de videira e de mangueira e o isolado da mangueira,
inoculado em plantas de videira e mangueira, mostraram que se tratava do mesmo
patdgeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., Testes de eficiéncia de
fungicidas “in vitro” destacaram os fungicidas de acdo sisttmica Tebuconazole e
Procimidone e o de agéo protetora Fluazinan como altamente eficientes no controle

do patogeno.

PALAVRAS - CHAVE: Videira, Podriddo do tronco, Lasiodiplodia,
Botryosphaeria, Vitis spp.
ABSTRACT

The culture of the grape (Vitis spp.) for its economic and social importance has been
studied intensively throughout the world. The trunk and root rot of grape affects, the
crop in the State of Sdo Paulo, Brazil, causing 1% to 25% death, of the plants in
infected fields. The rot begins in the trunk or in the root, causing wilt and blight of
the sprouts and leaves, and death of the plant. Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl. (syn. Botryodiplodia theobromae Pat.), anamorphic form of
Botryosphaeria dothidea (Moung. Ex. Fr.) Ces & de Not is recognized as the causal
agent of this disease. In culture the fungus presents mycelium initially white
changing afterwards to dark and finally to black. The ascospores of Botryosphaeria
dothidea are hyaline and fusiform, measuming 21,4 x 5,3 um (17,3 — 24,3) x (4,3 -
6,4) um. In the anamorphic form of Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl., the conidia are one of septate and striated, measuming 20,6 x 11,9 um (16,0
—23,8) x 10,4 — 13,4) um. Inoculations on stems and tops of grape were made under
greenhouse conditions. The pathogenity of Lasiodiplodia theobromae (Pat.)Griffon
& Maubl., to grape was demonstrated, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl., infects other hosts of economic importance, including mango (Mangifera
indica L.). Crossed inoculations with isolates from grape and mango the same

pathogen affects both crops. Tests “in vitro”showed that the systemic fungicide
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tebuconazole and procimidone and the protective fungicide fluazinan are very

effective against Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

Keywords: Vitis spp., Lasiodiplodia, Botryosphaeria, grape, trunk canker.



1. INTRODUCAO

A botanica sistematica situa a videira, Vitis L., no grupo mais importante do
Reino Vegetal, isto é, na divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse
Rosidae, ordem Rhamnales, familia Vitaceae (Pommer, 2003).

A videira € um arbusto com caule sarmentoso e trepador, que se fixa a
suportes naturais ou artificiais, mediante 6rgdos especializados. Quando inexistem
suportes, se estende sobre a superficie do terreno, em posicdo mais ou menos ereta,
ocupando éareas significativas (Hidalgo, 1993).

Tendo como centro de origem a regido do Mar Caspio, no periodo terciario,
hd milhdes de anos atras, a videira encontra-se entre as mais antigas plantas
cultivadas pelo homem, que desde os primordios de sua existéncia, ja se alimentava
dos seus frutos (Alvarenga et al., 1998).

A partir de evidéncias de folhas de vinha e sementes de uva fosseis, sabe-se
que a videira floresceu, no periodo terciario, na Alemanha, Franca, Inglaterra,
Islandia, Groelandia, América do Norte e Japdo (Pommer, 2003). Mais tarde, durante
a Idade do Gelo, a videira estabeleceu-se no hemisfério sul, sendo cultivada por
extensa area neste hemisfério.

Ao contrario de muitas outras plantas, a videira exigiu pequenas
modificacbes, para adaptar-se ao cultivo. Suas exigéncias de agua sdo baixas,
permitindo, com isso, vingar em terras e locais inadequados para outras plantas
cultivadas. Sua capacidade para trepar em arvores e outros suportes significou que
poderia ser cultivada com pequeno trabalho em associacdo com outros cultivos.
Além disso, seu imenso potencial regenerativo permitiu-lhe adaptar-se a poda. A
poda intensa transformou uma planta trepadeira em um pequeno tipo de arbusto,
adequada para monocultura. A pequena estatura da videira “arbustiva” minimizou a
necessidade de apoios e diminuiu o estresse de agua em ambientes semi-aridos. Os
poderes regenerativos e estrutura lenhosa da vinha também permitiram-Ihe resistir a
invernos consideravelmente danosos e ainda produzir colheitas razoaveis em climas
frescos. Isto favoreceu a expansao da viticultura na Europa Central e a domesticacao

de variedades de videira indigenas (Pommer, 2003).



Com seu papel relevante, a uva e o vinho ficaram definitivamente
incorporados ao cotidiano de muitos povos, especialmente o europeu. Com a grande
navegacdo estabelecida, com as descobertas e a conseqlente colonizacdo, a videira
passou a ser parte dos itens fundamentais, sendo transportada para toda parte,
inclusive para o Brasil.

No Brasil, a videira foi introduzida por Martim Afonso de Souza, em 1532,
na capitania de Sao Vicente, porém o seu cultivo s tomou impulso em fins do século
XIX, com os estudos e fomento feitos pelo Dr. Luis Pereira Barreto (Internet -

http://www.uvas.hpg.com.br).

Historicamente, a viticultura brasileira comegou ao redor de 1535 na
Capitania de Séo Vicente, atual Estado de S&o Paulo, e alguns anos depois se
estabeleceu nos Estados da Bahia e Pernambuco.

Pommer (2003), descreve que, por volta de 1830-1840, foram introduzidas as
variedades americanas, principalmente Isabel, mais rusticas que as variedades de
Vitis vinifera, as quais, juntamente com a chegada de imigrantes italianos,
provocaram 0 ressurgimento da viticultura no Estado de Sdo Paulo, adquirindo
significativa importancia econémica na segunda metade do século XIX. No comeco
do século XX, a variedade Isabel comecou a ser substituida pela Niagara Branca,
proveniente dos Estados Unidos, sendo usada como uva de mesa, e pela Seibel 2, de
origem francesa, para vinificagdo. Em 1933, em Jundiai, SP, em consequéncia de
mutacdo somatica em uma planta de Niagara Branca, surgiu a variedade Niagara
Rosada, que transformou toda a estrutura viticola do Estado de Séo Paulo, tornando-
0 0 maior produtor de uvas de mesa do Brasil.

O Estado de Séo Paulo é considerado a segunda area viticola do pais e passou
de 8,8 mil hectares cultivados de parreiras (15,0% da area nacional), em 1990, para
10,6 mil hectares em 1999 (18,7% do total). A maior parcela da area cultivada
paulista destina-se a producdo de uva de mesa, com as variedades americanas
Niagara Branca e Rosada, cujas principais zonas produtoras concentram-se em torno
das cidades de Campinas e Jundiai, distribuidas em propriedades pequenas, com area
média de 10 hectares. As uvas finas de mesa, representadas destacadamente pelas
variedades Italia e Rubi, sdo cultivadas principalmente na regido sul do Estado, com

0s municipios de S&o Miguel Arcanjo, Pilar do Sul e Buri, constituindo a zona



produtora mais importante. Outro municipio que merece destaque é Jales, SP, que
vem sobressaindo na atual viticultura do Estado de S&o Paulo, produzindo uvas finas
de mesa e vinho (Pommer, 2003).

Expandida em vérias regides brasileiras, a viticultura destacou-se nos Estados
do Rio Grande do Sul, Parana, Sao Paulo e Minas Gerais, entre outros (Sousa, 1969).
Atualmente destacam-se nos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa
Catarina, Parana, Pernambuco, Minas Gerais e Bahia entre outros (Pommer, 2003),
onde sofre anualmente sérios prejuizos, devido a ocorréncia de um grande nimero de
doengas causadas por fungos, que afetam, normalmente, a parte aérea das plantas.
Entretanto, outros fungos também sdo citados como responsaveis pela morte de
videiras, seja pela incidéncia no sistema vascular da planta (doencas vasculares) ou
pela destruigdo direta do tronco ou do sistema radicular (podriddo radicular e do
tronco).

Atualmente, este problema vem sendo observado por viticultores do Estado
de S&o Paulo, nas regides produtoras de uvas de mesa e de vinho, onde na safra de
2000, conforme dados do Instituto de Economia Agricola - IEA e da Coordenadoria
de Assisténcia Téecnica Integrada - CATI, ocupou uma producéo de 100,5 milhdes de
quilos de uvas finas (mesa) e 94,9 milhGes de quilos de uvas comuns (vinho)

(http://www.agrosite.com.br/cult.uva).

O presente trabalho teve por objetivo estudar a podriddo do tronco da videira,
pelo levantamento das regifes afetadas, coleta de informagdes junto aos produtores,
amostragem e coleta de plantas doentes, isolamento e identificacdo do patégeno,
testes de patogenicidade em plantas de porta — enxerto e copas, visando possiveis
fontes de resisténcia e testes “in vitro” de sensibilidade a diferentes fungicidas.






2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Podriddes do tronco e raizes da videira

Alguns fungos séo considerados causadores de podrid&o radicular em videira:
Phytophthora cinnamomi (Merwe et al., 1972; Marais, 1978), Armillaria mellea
(Castro, 1965; Winkler, 1965; Galet, 1977) e Phymatotrichum omnivorum (Winkler,
1965; Galet, 1977; Valle, 1978), e afetam o sistema radicular das plantas.

A ocorréncia do fungo Phytophthora cinnamomi j& foi verificada em diversas
regides do mundo.

Na Califérnia, Chiarappa (1954), citado por Merwe et al. (1972), constatou
que 32% dos fungos isolados da rizosfera de videiras em decadéncia eram do género
Phytophthora.

Na Africa do Sul, Marais (1978) constatou a presenca de Phytophthora
cinnamomi, na regido viticola de Wellington, atacando 50% dos viveiros. Os
sintomas descritos eram a descoloracdo das folhas, elevacdo da casca do colo da
planta e o tecido lenhoso com coloragdo escura, levando a morte brusca das plantas.
McCully & Thomas (1977) verificaram que o fungo se desenvolve melhor em solos
com umidade elevada e temperatura 6tima variando entre 20°C a 32,5 °C.

Armillaria mellea é um fungo de solo, que na videira causa a podridao branca
das raizes e sua ocorréncia foi constatada na California (Winkler, 1965), nos
vinhedos espanhois (Castro, 1965) e na Franca (Galet, 1977), causando prejuizos
consideraveis. Seus sintomas sdo plantas com sinais de debilidade, palidez, reducéo
no tamanho das folhas e ramos menores com entre-nos curtos; as raizes apresentam
textura esponjosa e cascas escuras desprendidas do lenho, facilmente separadas em
tiras, causando a morte dentro de dois a trés anos.

Ja o fungo Phymatotrichum omnivorum é o causador da doenca conhecida
como “podriddo radicular texana”, e foi constatada nos Estados Unidos (Texas,
Arizona, Oklahoma e Sudoeste da Califérnia) e no México (Winkler, 1965; Galet,
1977); além do Chile, na regido de Lagunera (Valle, 1978). O fungo causa leve
amarelecimento das folhas, murcha nas horas mais quentes do dia, destruigéo total

do sistema radicular, forma um emaranhado de micélio, observado a



olho nu, e morte das plantas. O fungo desenvolve-se em solo umido e pouco acido,
com temperaturas em torno de 27 °C (Winkler, 1965; Galet, 1977).

Como causadores de doengas vasculares ou murchas, pode-se citar:
Verticillium dahliae (Zachos & Panagopoulos, 1963; Canter — Visscher, 1970;
D’Ercole, 1970; Alvarez & Sepulveda, 1977; Schinathorst & Goheen, 1977) e
Fusarium oxysporum var. herbemontes (Tocchetto, 1954), que invadem o sistema
vascular das plantas, dificultando o transporte ascendente da agua e sais minerais
absorvidos pelas raizes. Sdo capazes de crescer em solo seco, embora causem
doengas mais severas em solos umidos, com altas temperaturas e baixa umidade
relativa do ar (Kuhn, 1981). Ambos produzem esporos assexuais e sobrevivem
durante o inverno, no solo, em restos de plantas como micélio ou na forma de
resisténcia: clamidosporos em Fusarium (Agrios, 1978) e microesclerédios em
Verticillium (Wilhelm, 1955; Menzies & Griebel, 1967; Agrios, 1978), que lhes
permitem sobreviver por longos periodos em solos sem hospedeiros suscetiveis. Seus
sintomas sdo o amarelecimento e necrose marginal das folhas, que murcham e
secam, com posterior queda destas. Observa-se 0 escurecimento de faixas
longitudinais, desde o sistema radicular até as ramificacdes do tronco, que poderdo
secar parcial ou totalmente, ocorrendo morte rapida ou lenta da planta (Tochetto,
1954; Canter-Visscher, 1970; D’Ercole, 1970; Alvarez & Sepulveda, 1977;
Schinathorst & Goheen, 1977; Agrios, 1978; University of Califérnia, 1982).

Além dos fungos citados, existem outros que podem afetar o sistema radicular
da videira, entre eles a Rosellinia necatrix (Castro, 1965; Galet, 1977) que causa 0
definhamento rapido das plantas, enfraguecendo-as e formando um micélio frouxo,
com formato de fios de algoddo de cor parda. Seu desenvolvimento se da em
temperaturas entre 14°C a 17 °C em solos recém - desmatados (Agarwala & Sharma,
1971). Phythium oligandrum (Winkler, 1965; Galet, 1977) apresenta sintomatologia
parecida com a Rosellinia necatrix. Também o fungo Stereum hirsutum,que causa a
doenga denominada de podriddo seca do tronco, embora este ndo seja fungo de solo
caracteriza-se pela deterioracdo das folhas ou a morte subita das plantas (Castro,
1965; Galet, 1977; Svampa & Tosatti, 1977). Estes sintomas sdo evidenciados

durante o verdo e inicio do outono e foram descritos na California e na Italia.



O tipo de dano e extensdo dos prejuizos causados por Botryodiplodia
theobromae (Pat.), sdo variaveis em funcdo da espécie vegetal parasitada e incluem
deterioracdo de sementes, “damping off”, murcha, seca, definhamento, formacéo de
cancro em caules de espécies arboreas, podriddo de frutos antes e ap6s colheita,
podriddo de tubérculos, raizes e frutos armazenados, além de outros (Punithalingan,
1976; Kranz et al., 1977; Adisa, 1983).

Segundo Kuhn (1981), observou-se na regido viticola do Rio Grande do Sul,
a ocorréncia de morte de plantas de diversos cultivares, tanto européias (Vitis
vinifera), como americanas (Vitis labrusca e Vitis bourquiniana), devido a fungos
causadores de podriddes radiculares, além de doencas vasculares. Atualmente, estas
observacdes vém sendo feitas por viticultores do Estado de Sdo Paulo, nas regides
produtoras de uvas de mesa e de vinho.

Outra doenca de importancia para a viticultura € o declinio da videira,
causado pelo fungo Eutypa lata, que atinge os parreirais adultos da regido de Jundiai
- SP desde 1980, apresentando sintomas de encurtamento dos internddios, que sdo
mais curtos quanto mais préximos estejam do corddo esporonado, superbrotamento
dos ramos, onde sdo observadas folhas pequenas, deformadas e com um
bronzeamento dos bordos, brotamento do porta-enxerto e a podriddo seca do tronco,
com escurecimento do tecido lenhoso, exibindo no tecido necrosado e seco 0S corpos
de frutificacdo do fungo. A disseminacao dos esporos e o processo de infecgdo apos a
poda estdo diretamente relacionados com a temperatura e umidade que ocorre na
regido, variando de 20°C a 25°C (Paradela Filho et al., 1993b).

A seca dos ramos ou Botriodiplodiose causada pelo fungo Botryodiplodia
theobromae (Pat.) foi descrita no Brasil em 1991, em Jales, SP (Ribeiro et al., 1992).
Caracteriza-se pelo definhamento progressivo que culmina com a morte da planta
(Carvalho Dias et al., 1998). Fazendo-se um corte transversal no ramo afetado,
observam-se areas mortas no lenho de coloracdo mais escura, em forma da letra “V”.
Os ramos infectados morrem da ponta para a base, adquirindo uma coloragédo
marrom a cinza. Na casca dos ramos e esporfes doentes, aparecem pontuagdes
escuras formadas pelos picnidios do patogeno. Os picnidios também aparecem sob a
casca dos cancros, que se desenvolvem nos ramos e troncos doentes. O fungo pode

afetar as bagas da videira. Inicialmente, observa-se uma mancha encharcada que, nas



variedades de uvas brancas, adquire uma coloracdo rosa clara. Com o
desenvolvimento da doenca, as bagas racham e melam, sendo entdo recobertas por
um micélio branco cotonoso. As bagas secam e mumificam, com os picnidios pretos
emergindo em sulcos pretos. Em condi¢gdes de campo, este sintoma é dificil de ser
observado, pois contaminagdes secundarias transformam o cacho numa massa podre,
melada, avinagrada, com cheiro desagradavel, condicdo esta conhecida como
“podridao-de-verdo” (Ribeiro, 2003).

2.2. Outros hospedeiros de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

Em plantas de abacateiro, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,
causa a doenca denominada “morte regressiva” que se caracteriza pela necrose e seca
dos tecidos afetados e avanca progressivamente do apice até os galhos grossos e
tronco, resultando em queda da folhagem, definhamento e morte (Rondon &
Guevara, 1984). Em pimenta-do-reino pode causar a murcha e queda das folhas
devido ao apodrecimento da regido nodal (Radhakrishnan & Mammootty, 1979).
Sharma et al. (1984) verificaram em plantios de Eucaliptus, com idade de 9 a 16
meses, alta incidéncia de murcha e morte das plantas, determinada pela presenca de
cancro e constricdo tipica na regido do colo, causada por Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl.

Muitos frutos tropicais comestiveis tais como goiaba, banana e manga, podem
ser deteriorados pela acdo deste fungo em pré e pds-colheita (Adisa, 1983 e 1985;
Mandal & Dasgupta, 1985). Podem ser também deteriorados em pré e pds-colheita,
mandioca, inhame e batata doce; nestes casos a infeccdo tem inicio através de
ferimentos, principalmente pela cicatriz remanescente da ligacdo com a parte aérea
do vegetal (Kranz et al., 1977).

Durante inspecOes realizadas em fevereiro de 1992 na Venezuela, a
plantacbes de maracuja (Passiflora edulis Sinf. Forma flavicarpa Degener), foi
encontrado numerosas plantas cujas ramas apresentaram sintomas de morte
regressiva (Cedend et al., 1995).

Observagdes posteriores por outros autores revelaram que a enfermidade
denominada “morte regressiva”, estd amplamente difundida na Venezuela, pois foi

apresentada com maior influéncia durante o periodo de seca (janeiro-marco),



ocasionando uma sensivel diminuicdo nos rendimentos. Os ramos enfermos
apresentaram-se com lesdes branco-acinzentadas com uma ligeira margem marrom-
claro. A casca dos ramos mortos se desprendia com facilidade e a superficie
mostrava numerosos picnidios escuros, subepidérmicos e erumpentes. No interior
dos ramos localizavam-se micélios profundos de aspecto verde-acinzentado. Os
picnidios continham parafises, células conididgenas e conidios com caracteristicas
tipicas de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl (= Botryodiplodia
rhodina (Cooke) Arx (Punithalingam, 1976; Sutton, 1980).

Isolamentos feitos com material afetado proveniente de pomares de macieira,
mostraram a presenca de Dothiorella sp., a fase imperfeita de Botryosphaeria
berengeria de Not. (=Botryosphaeria dothidea (Mong ex Fr.) Ces. & de Not.
=Botryosphaeria ribis Gross. & Dugg.). Este fungo causa cancros em grande
variedade de plantas lenhosas (Luttrell, 1950; Covey, 1967; Neely, 1968; Milholland,
1972; English et al., 1975; Kliejunas, 1976; Maas & Uecker, 1984;) e se mostrou
patogénico a 50 diferentes espécies de plantas, através de inoculagdes artificiais
(Smith, 1934).

A manga (Mangifera indica L.) € uma importante fruta produzida na Flérida.
Sua producdo comercial ocorre principalmente no Estado de Dade, onde sdo
plantados 1.000 ha aproximadamente. Em uma das &reas de producdes, foi constada
a sindrome da doenga conhecida como declinio da mangueira (Schaffer, 1994).
Entretanto, apesar da importancia da doenca, sua etiologia na Florida gera
controvérsias, pois varios patdégenos tém sido associados com a sindrome. Ramos et
al. (1991) isolaram fungos de arvores de mangueira que foram afetadas por um tipo
de morte regressiva. Botryosphaeria ribis Gross & Duggar, fase sexuada:
Fusicoccum sp. Corda e, menos comumente, uma Diplodia sp., causou um tipo de
morte regressiva apos inoculacéo artificial (Smith & Scudder, 1951).

Otta (1972) relatou em ulmeiro siberiano (Ulmus pumila) uma doenca
denominada cancro, Estado da Dakota. A Botryodiplodia hypodermia (Sacc.) Petr. &
Syd. foi denominado como agente causal, afetando arvores de ulmeiro. Seus
sintomas eram um limbo escuro que saia da casca, onde frutificacbes erumpentes
originarias da Lasiodiplodia hypodermia apareciam ap0s a morte da casca ou seca do

tecido que vinha delimitando o crescimento da planta na primavera.



No cacaueiro, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., pode ser
encontrada causando a doenca denominada “morte descendente”. Esta doenca se
manifesta inicialmente nos ramos, pela formacdo de manchas Umidas, de coloracéo
escura, seguida de murcha e queda das folhas. Os ramos secam e morrem,
apresentando a casca mole que se desintegra e se desprende do lenho e os tecidos
internos apresentam lesbes necréticas de coloracdo castanha. A planta morre e nos
ramos afetados encontram-se numerosos picnidios do fungo. Entretanto, embora
confirmada a patogenicidade de Botryodiplodia theobromae (Pat.), como agente
causal desta enfermidade, acredita-se que a severidade da mesma pode ser associada
a fatores tais como estado nutricional da planta, suprimento de agua e condi¢bes
fisicas do solo (Bastos & Evans, 1984).

Ram (1995) relatou que as doencas do coqueiro: queima-das-folhas, lixa-
pequena e lixa-grande, causadas respectivamente pelos fungos Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl, Sphaerodothis torrendiella (Batista) Bezerra e
Sphaerodothis acrocomiae (Montagne) v. Arx & Muller, sdo atualmente
considerados os maiores problemas e também sdo um forte obstaculo a interiorizacao
da cultura no Norte e Nordeste do Brasil. Esses fungos infectam principalmente as
folhas mais velhas, que sdo folhas inferiores. Estas folhas infectadas secam e caem
prematuramente, deixando os cachos de coco desprotegidos.

Dependendo das condicbes climaticas, a elevada incidéncia das doengas
foliares acarreta atraso no crescimento, reducdo do numero de folhas funcionais e
producdo de coco. A cada ano essas doencgas Sao responsaveis por enormes perdas na
cultura do coqueiro. Ram (1993) determinou que as perdas causadas por
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., podem variar de 34,5% a 49,7%
na producéo de coco.

No Estado de Santa Catarina, em pomares de macieira, em 1980, observou-se
um numero crescente da morte de ramos, troncos e plantas inteiras. Isolamentos
feitos com material afetado proveniente desses pomares mostraram a presenca de
Dothiorella sp., a fase imperfeita de Botryosphaeria berengeria de Not.
(=Botryosphaeria dothidea (Mong ex Fr.) Ces. & de Not. =Botryosphaeria ribis
Gross. & Dugg.). Neste Estado, considera-se Botryosphaeria berengeria mais

importante do que outros fungos causadores de cancros em ramos (Phomopsis mali;
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Shaeropsis malorum). A origem de Botryosphaeria berengeria na cultura da
macieira (Malus domestica) no Estado ndo esta esclarecida. Ha, porém, evidéncias de
gue o patodgeno é introduzido através de material infectado nos viveiros, uma vez que
um pomar com dois anos de idade apresentou 7% de incidéncia da doenca nos porta-
enxertos (Melzer & Berton, 1986).

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — EMBRAPA, 0
fungo Botryodiplodia theobromae (Pat.) tem afetado pomares de manga da regido
nordeste do Brasil. Somente no ano de 2000, a intensidade dos seus ataques a cultura
causou perdas significativas, com prejuizos estimados em 400 mil ddlares. O
aumento da sua incidéncia, porém, coincide com a ampliacdo do uso da técnica de
inducdo floral na cultura da manga. Esta técnica, em virtude das alteracOes
fisiologicas e imunoldgicas, deixa a planta predisposta a instalacdo dos fungos nas
plantas. O fungo Botryodiplodia leva ao secamento das inflorescéncias a queda das
flores — batizada pelos produtores como “pela da mangueira” — e impede o
pegamento dos frutos. Num estagio mais avancado, leva a planta & morte. Os
problemas de perdas de inflorescéncias tém sido maiores em pomares que recebem
os horménios retardantes Paclobutrazol e Etrel, associado a praticas do estress
hidrico para a paralisacio do crescimento vegetativo da planta

(http://www.embrapa.br).

Na Amazobnia Brasileira, a ocorréncia de frutiferas é grande, destacando-se o
cupuaguzeiro (Theobromae grandiflorum), pelas Otimas caracteristicas de sabor e
aroma. Atualmente, pela grande procura do fruto de cupuacu e de seus derivados,
cresce 0 nimero de pessoas interessadas em seu plantio. As doencas que afetam esta
espécie sdo pouco conhecidas. Em levantamentos realizados nas areas experimentais
do Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazonia Ocidental (CPAA), em Manaus
(AM), constatou-se uma nova enfermidade no caule das plantas, denominada “morte
regressiva do cupuacuzeiro”. O fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl., foi identificado como agente causal, os sintomas sdo praticamente
imperceptiveis, porque o patégeno coloniza os tecidos internos da planta, causando
necrose. A parte externa da regido afetada apresenta-se aparentemente sadia. Em
estadio avancado da doenca, o local do inicio da infeccdo e da colonizacdo dos

tecidos pode tornar-se deformado, expondo o lenho. Em plantios adultos, a
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enfermidade causa o secamento de alguns galhos, progredindo até a morte total da
planta. Em plantios jovens, o secamento total da planta ocorre em menos de uma
semana. Este secamento, parcial ou total, é observado em estadio avancado da
doenca, quando ha o anelamento por necrose da regido afetada do caule (Lima et al.,
1991).

Pesquisadores da EMBRAPA/CPATSA, Petrolina, PE, Brasil, realizaram um
trabalho em cultivares de manga e uva, com o objetivo de comprovar o agente
etiologico causal de sintomas de doencas; chamar atencdo quanto a aquisicdo de
mudas, as quais estdo sendo o veiculo de introducdo de patdgenos na regido e avaliar
0 modo de penetracdo do fungo, através ou ndo de ferimentos, em tecidos vegetais.
Foram utilizadas técnicas de inoculacdo através de ferimento no colo da planta com
deposicdo de discos com cepas do fungo; e por pulverizagbes com suspensdes do
fungo sobre folhas com e sem ferimentos. Através dos resultados pode-se verificar
que o agente etiolégico em mangueira foi Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl., e em videira a Botryodiplodia sp. (Tavares & Menezes, 1991).

Frutos “de vez” de caqui da variedade Rama Forte, colhidos no campo na
regido metropolitana do Rio de Janeiro, apresentaram pequenas lesdes amareladas.
Apds a maturacdo do fruto essas lesBes evoluiram para uma podriddo mole de
tamanho variado. Nas arvores pode haver inclusive queda de frutos. Testes realizados
no laboratério da area de Fitopatologia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, mostraram que as caracteristicas morfologicas das colonias obtidas destes
sintomas apresentaram picnidios e esporos, que indicaram tratar-se de uma espécie
de Botryodiplodia sp. (Carvalho et al., 1993).

A resinose do cajueiro, causada por (Lasiodiplodia theobromae), é uma
doenca de importancia crescente no semi-arido do Nordeste Brasileiro. A préatica de
substituicdo de copa do cajueiro torna esta doenca uma ameaga maior, pois a
disseminacdo do patdgeno € evidente durante o processo, além da predisposi¢cdo dos
brotos provocado pelo estresse (Cardoso et al., 2000).

O pequi (Caryocar spp.) tem despertado interesse em fruticultores que
pretendem cultiva-lo para fins comerciais. No entanto, algumas doencas que
acometem essa fruteira em seu ambiente natural podem tornar-se sérias sob ambiente

de cultivo. A doenca denominada de “morte descendente” (Botryodiplodia sp.) vem
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provocando a morte de mudas e plantas adultas em estado nativo. Seus sintomas
caracterizam-se pelo secamento e morte de ramos, no sentido copa para a base,
resultando na morte da planta. Além da “morte descendente” a Botryodiplodia sp.
tem sido constatada provocando a podriddo preta e queda de frutos de pequizeiro
(Rezende et al., 2000).

A macadamia, origindria da Australia, é cultivada em algumas regibes
brasileiras. Em cultivo comercial, em S&o Sebastido da Grama, MG, foram
constatadas plantas com sintomas de podriddo do lenho e morte; sintomas
observados também em viveiro. Em troncos de arvores mortas foram observadas
perfuracdes e presenca de escolitideos (Coledptera). Os fungos isolados, da planta e
do escolitideo, apresentaram conidios que mediram 16,95 x 7,38 um (21,76 — 12,48)
X (11,52 - 4,8) um e 14,87 x 6,33 um (19,36 — 11,84) x (7,52 — 4,64) um,
respectivamente. Esses fungos foram identificados como Botryosphaeria dothidea
(Ito et al., 2001).

Goiabeiras (Psidium guajava L.), recém transplantadas em pomares
experimentais de Paraipaba, CE, Brasil, foram acometidas de uma doenca
caracterizada por sintomas de podriddo do caule em 40% das mudas (cultivares Rica
e Ogawa). O isolamento do patogeno e a identificagdo do fungo revelaram que os
aspectos morfoldgicos das coldnias e a morfologia das estruturas de frutificacdo
indicaram ser do fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. As
observacdes da doenca em campo sugeriram que o processo de infecgdo se iniciava a
partir do ponto de enxertia, uma vez que a porta-enxerto nao apresentou, em nenhum
caso, sintomas de anormalidade. O caule afetado apresentava-se com manchas
necroticas deprimidas, de coloragdo marrom claro, cobrindo toda a epiderme do
caule e ramos do hospedeiro. Essas manchas estendiam-se no sentido ascendente a
partir do ponto de provavel infeccdo do caule da planta. Posteriormente, os sintomas
tornavam-se mais severos, assumindo uma coloracdo esbranquicada, permitindo a
visualizagdo, a olho nu, de pontos escuros em toda a sua superficie, caracteristicos de
estruturas de frutificagdo fungica, as quais foram identificadas sob estereoscopio

como sendo acérvulos (Cardoso et al., 2002).
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2.3. Caracteristicas do fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

O patégeno desenvolve-se rapidamente em solos argilosos ou de subsolo
impermedvel com umidade elevada. Segundo Galet (1977), ha& pleno
desenvolvimento do fungo em temperaturas entre 12°C e 25 °C.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., € um patdgeno tipico das
regies tropicais e subtropicais, onde causa sérios prejuizos a numerosas espécies
vegetais cultivadas. Em cultura pura de BDA, as colonias de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., sdo acinzentadas a negras, com abundante
micélio aéreo e ao reverso da cultura em placa de Petri sdo foscas ou negras. Formam
picnidios simples ou compostos, freqiientemente agregados, estromaticos, ostiolados,
subovoides para elipsdides — oblongos, com parede espessa e base truncada. Os
conidios maduros de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., tornam-se
uniseptados e de coloracdo castanho — amarelados, sendo longitudinalmente
estriados. As dimensdes destes conidios variam entre (18 — 30) x (10 — 15) um. As
parafises quando presentes sdo hialinas, cilindricas, algumas vezes septadas, tendo
mais de 50 um de comprimento. Nas folhas, caules e frutos de plantas infectadas por
este fungo, os picnidios sdo imersos, tornando-se erumpentes. Podem ocorrer
isoladamente ou agrupados, apresentando 2 a 4 mm de largura. Sdo ostiolados e
freqUentemente pilosos e podem apresentar extrusdo de conidios com aspecto de uma
massa preta. Em sua fase sexuada o referido fungo foi identificado como
Physalospora rhodina Berk e Curt. Apud. Cooke.

Existem 19 sinonimias para Botryodiplodia theobromae (Pat.), incluindo
Diplodia gossypina Cooke e Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.
(Punithalingan, 1976).

Para Sutton (1980), Lasiodiplodia é o nome genérico a ser adotado para este
patdgeno em substituicdo a Botryodiplodia theobromae (Pat.). De acordo com este
autor, muitas espécies de fungos sdo comumente referidas como Botryodiplodia
Sacc., que foi tipificado como Botryodiplodia juglandicola (Schw) Sacc. e se
diferencas em morfologia conidial sobreviverem, a nova avaliagdo dos conceitos
genéricos neste grupo, entdo Botryodiplodia theobromae (Pat.) serda mantida em
Lasiodiplodia ELL. & Ev. apud. Clendenin.
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Varios estudos relatam aspectos da fisiologia de Botryodiplodia theobromae
(Pat.). Rao & Singhal (1978) verificaram que a formacdo de picnidios em meio de
cultura é dependente de inducdo pela luz. Honda & Aragaki (1978) obtiveram maior
producdo de picnidios sob comprimentos de onda entre 344,5 e 519 nm e exsudagéo
de conidios apenas sob comprimento de ondas inferiores a 333 nm, sendo estes
valores proximos as faixas de luz ultravioleta e azul. De acordo com Okey & Adisa
(1977), as condicBGes Otimas para a germinacdo de conidios de Botryodiplodia
theobromae (Pat.) caracteriza-se por 100% de umidade relativa, temperatura de 30°C
e pH 7,0, ndo sendo influenciada pela luz. Gupta (1977) verificou que a germinacao
de conidios, a 30°C, aumenta em funcao da concentracdo de sacarose no meio. Ainda
estudos de Wang & Pinckard (1972) mostraram sua capacidade em produzir varias
enzimas pécticas, além de celulases, proteases e outras.

Do ponto de vista ecoldgico, Botryodiplodia theobromae (Pat.) é
caracteristico das regides tropicais e subtropicais, onde ocorre com ampla
distribuicdo em cerca de 500 espécies vegetais hospedeiras, sendo considerado um
parasita ndo especializado. Um mesmo isolado é capaz de infectar diferentes
hospedeiros (Tu & Cheng, 1972; Punithalingan, 1976; Varma & Bilgrami, 1977).

Hanlin (1990) relata em suas ilustracdes gerais de Ascomycetes que as formas
anamorficas de Botryosphaeria sdo: Botryodiplodia (Lasiodiplodia), Dothiorella,
Diplodia, Macrophoma e Sphaeropsis, que afetam caules herbaceos e troncos de
madeiras. Considera-se Botryodiplodia theobromae (Pat.) como anamorfica de
Botryosphaeria rhodina (Cook e Arx), associada a grande variedade de doengas de
plantas.

Segundo Ribeiro (2003), Botryosphaeria rhodina von Arx, patogénica a
videira, € raramente observada e tem pequeno papel na infeccdo. Botryodiplodia
theobromae (Pat.), fase anamarfica do fungo, possui picnidios simples ou compostos,
freqlientemente agregados, estromaticos, ostiolados, com 5 mm de largura. Os
picnidios em folhas, ramos e frutos sdo imersos, tornando-se mais tarde erumpentes
simples ou agrupados, com os conidios exsudando em massas escuras. Conidiéforos
sdo hialinos, simples, as vezes septados, raramente ramificados e cilindricos. Os

conidios sdo hialinos, ovais e ndo septados, quando imaturos, ficando pardos escuros,
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com um septo transversal, ndo constrito e estriado longitudinalmente, quando
atingem a maturidade.

Botryodiplodia theobromae se desenvolve em temperaturas de amplitude
entre 27°C a 33°C, podendo, porém, causar danos dentro de uma amplitude que varia
de 9°C a 39°C, com alta umidade, verdo chuvoso, irrigacdo e condi¢bes que
conduzam a um rapido crescimento da videira e um aumento da umidade relativa
favorecem o patégeno, que tem sua populacdo consideravelmente aumentada
(Carvalho Dias et al., 1998).

N&o se deve colocar dentro do vinhedo restos de culturas de cacau,
seringueira, algoddo ou amendoim, os quais podem abrigar o fungo Botryodiplodia.
Por ser um patégeno ndo especializado, com grande capacidade saprofitica, ira
colonizar esses materiais, aumentando seu potencial de indculo e passando para a
videira, sempre que as condicGes forem favoraveis (Ribeiro, 2003).

O cancro da videira, causado pela Botryosphaeria dothidea (Dothiorella sp.),
foi recentemente, identificado na regido de Jales, SP, sobre uva Italia e sua
importancia ainda ndo foi devidamente estudada. E causado por Dothiorella sp.,
forma anamorfica de Botryosphaeria dothidea. As plantas afetadas apresentam
cancros nos troncos e ramos, superbrotamento e folhas deformadas, assemelhando-se
aos sintomas do declinio. O fungo Dothiorella sp., apresenta esporos hialinos e
elipsoides, produzidos em picnidios, medindo 21,4 x 5,9u (19,7-22,7) x (4,6-6,6)
um. (Paradela Filho et al., 1993 a).

2.4. Controle quimico

Os fungicidas quimicos podem ser aplicados como erradicantes, imunizantes
e protetores. Um fungicida protetor é aplicado para as plantas ou outros materiais
antes de surgir o patdgeno e freqiientemente funcionaram apenas apds a germinacao
do esporo do fungo. Um fungicida erradicante mata os patdgenos ja presentes nas
plantas e/ou outros substratos materiais (Lilly & Barnett, 1951).

A determinacdo da fungitoxicidade *“in vitro” se constitui numa fase
preliminar da selecdo de produtos quimicos. Os produtos potencialmente eficientes
devem receber uma abordagem prética que simule as condi¢des de uso do composto.

A presente técnica de avaliacdo da fungitoxicidade, através da inibicdo do
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crescimento linear do micélio em &gar, tem sido bastante empregada (Bollen &
Fuchs, 1970; Edgington et al., 1971; Menten et al., 1976).

Experimentos foram conduzidos de 1988 a 1991 no municipio de Sao
Cristdvao, Sergipe, para determinar o efeito de fungicidas aplicados em mistura
sobre a incidéncia da queima-das-folhas (Lasiodiplodia theobromae) e verificar as
perdas provocadas na produtividade do coqueiro, em condicdes de campo. Foram
realizadas a cada ano, 4, 6, e 8 pulverizacdes da mistura de Benomyl - 0,1% i.a. e
Carbendazim - 0,1% i.a. com intervalos de 15 dias, totalizando 8 aplicacfes, em
coqueiro hidrido PB-121. Registrou-se o nimero de folhas sadias e doentes, cachos e
frutos por planta. Nao houve diferenca significativa na incidéncia da doenca entre 0s
tratamentos. Foi constatado o aumento na produtividade média dos frutos em 1989
(49,7%), em 1990 (34,5%) e 1991 (40,6%). Ocorreu uma variacdo da incidéncia da
doenca entre 2% a 33% em coqueiros pulverizados durante 8 vezes em cada ano com
a mistura de fungicidas, em 1988 e 1990 (Ram, 1993).

Visando a obtencéo de tratamentos alternativos contra a queima-das-folhas do
coqueiro (Cocos nucifera L.), verificou-se e efeito de extrato aquoso de alho (10,
100, 500, 1000, 5000, 10000, 20000, 30000, 40000 e 50000 ppm) e de seus
compostos volateis sobre o crescimento micelial e a germinacdo de esporos de
Lasiodiplodia theobromae “in vitro”. Os resultados indicaram que, em concentragoes
de 20000 a 50000 ppm, impediam completamente o crescimento micelial do
patdgeno, engquanto que teores a partir de 5000 ppm do extrato ja foram suficientes
para inibir significativamente sua germinacdo. A acdo constatada foi bastante
reduzida apds tratamento térmico do material. Os componentes volateis do extrato
(20000 a 50000 ppm) também atuaram como biocontroladores (Lima et al., 1993).

Tavares et al. (1994) constataram que no Vale do Sao Francisco, Petrolina,
PE, as doencgas encontravam-se intensificadas com a implantacdo intensiva de
cultivos. O fungo Botryodiplodia theobromae apresentou sérios problemas em
algumas fruteiras, como mangueira e videira, gerando demandas de pesquisas ja
realizadas e outras a complementar, como testes de varios produtos para que venham
compor alternancias quando no tratamento quimico, a fim de ndo oferecer condi¢cbes
de resisténcia ao patdgeno. Testes de fungicidas “in vitro” foram feitos e em ordem

decrescente de eficiéncia dos produtos foram obtidos os seguintes resultados:
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Tebuconazole — 0,01 g/20 mL; Cyproconazole — 1,5 g/10 mL; Bitertanol — 0,02 g/ 10
mL; Trifenil Acetato de Estanho — 0,012 g/ 10 mL; Metalaxil + Mancozeb - 0,03 g/
10 mL; Iprodione — 0,012 g/ 10 mL; Thiram - 0,05 g/ 10 mL; Maneb - 0,02 g/10
mL; Cymoxanil — 0,025 g/ 10 mL; Fentim Hydroxide — 0,0125 g/ 10mL;
Imibenconazole — 0,01 g/ 10 mL; Enxofre — 0,04 g/ 10 mL; Captam — 0,024 g / 10
mL; Mancozeb — 0,02 g /10 mL; Chlorothalonil — 0,014 g /10 mL; Fosetil-al — 0,016
g/ 10 mL; em que sobressairam 0s oito primeiros, ficando os quatro ultimos sem
nenhum halo de inibig&o.

Na busca de controle alternativo de fungos fitopatogénicos, verificou-se a
eficiéncia de plantas medicinais no controle de Lasiodiplodia theobromae “in vitro”.
Foram testadas tinturas de jua (Ziziphus joazeiro Mart.), pitanga (Eugenia uniflora
L.), e rom& (Punica granatum L.) e o extrato bruto de moringa (Moringa oleifera
Lam.) nas concentracdes de 5%, 10%, 15%, 20% e sumo de babosa (Aloe vera L.) a
5%, 10% e 15%. A eficiéncia foi avaliada pela determinacdo da percentagem de
inibicdo do crescimento micelial “in vitro” em BDA. O jué a 20% inibiu em 62% o
crescimento de Lasiodiplodia theobromae (Feitosa et al., 2000).

Pessoa et al. (2000) trabalhando com Ocimum basilicum L. na forma de 6leo
essencial a 0,05%, 0,1% e 0,2% e das tinturas obtidas de plantas secas ou frescas a
20% (20 g do produto/100mL de solugéo hidroalcéolica), nas concentracdes de 5%,
10%, 15% e 20%, obtiveram através da determinacdo do percentual de inibicdo das
colbnias, a indicacdo de que o dleo essencial a 0,2% e a tintura de planta fresca a
20% como os mais eficientes, reduzindo o crescimento micelial de Lasiodiplodia
theobromae em 100%.

A propagacdo da gravioleira (Annona muricata) e da ateira (A. squamosa) é
realizada, predominantemente, por sementes, as quais podem estar infectadas por
Lasiodiplodia theobromae, agente causal da podriddo seca da gravioleira. Foram
testados doze tratamentos quimicos para frutos de graviola; os resultados indicaram
que apenas o Benomyl foi eficaz; nas sementes o forno de microondas com agua,
Carboxin-thiram, solarizagdo com desinfec¢do das sementes e Benomyl, em todas as

concentracdes e formas testadas, foram eficientes (Santos et al., 2000).

2.5. Meio de Cultura
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Os meios de cultura sdo substancias ou solugbes que proporcionam o
desenvolvimento de um organismo ou mais. H4 uma grande quantidade de meios
utilizados no isolamento, na manutencdo e na propagacdo de culturas puras de
bactérias e de fungos fitopatogénicos. Um meio adequado para o desenvolvimento de
fitopatdgenos deve incluir as fontes disponiveis de carbono, de nitrogénio, de sais
inorganicos, e, dependendo do organismo, até mesmo de vitaminas e de outros
fatores de crescimento.

A maioria dos meios de cultura se enquadra em trés categorias; o sintético,
cuja composicao e concentragdo quimica sdo conhecidos; o semi-sintético, que se
assemelha aos meios sintéticos quanto a possuirem um conjunto conhecido de
ingredientes, porém apresentam a diferenca de que, pelo menos alguns dos
ingredientes sdo de composicdo desconhecida ou varidvel; e 0 meio natural, que €
composto, parcialmente ou integralmente, por produtos naturais, como infusdes ou
extratos de materiais de origem vegetal ou animal.

De um modo geral, os meios pobres em carboidratos e ricos em substancias
de origem vegetal induzem, ou aumentam, a esporulagéo de fungos fitopatogénicos.
Os substratos sem fontes de nutrientes, como o agar-agua, séo comumente usados
quando se deseja que o desenvolvimento do patdgeno em estudo se dé a partir dos
nutrientes presentes no tecido contaminado, do qual se esta tentando isolar esses
organismos (Fernandez, 1993).
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3. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos e experimentos foram conduzidos nos laboratorios e casa de
vegetacdo do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade — Area de
Fitopatologia, pertencente ao Instituto Agrondémico — IAC, em Campinas — SP.

3.1. Levantamento de areas afetadas, coleta de plantas doentes e isolamento do

patdgeno

3.1.1. Levantamento da ocorréncia de podriddes do tronco e raizes

Foram feitos levantamentos em areas de videira afetadas pelas podriddes de
tronco e raizes, através da coleta de informagdes junto a 20 produtores, nas regides
produtoras de uva dos seguintes municipios do Estado de Sdo Paulo: Indaiatuba,

Itupeva, Jales, JarinQ, Jundiai e Louveira.

3.1.2. Coleta de plantas doentes
Foram coletadas aleatoriamente em cada propriedade, de 4 a 5 plantas doentes.

Procurou-se coletar a planta inteira para permitir melhor avaliacdo no laboratorio.

3.2. Obtencao de culturas de fungo

O isolamento do fungo da videira foi feito retirando-se pequenos pedacos de
tecidos (8 a 10) da regido de transicdo do lenho doente e sadio das raizes e troncos
das plantas afetadas. A desinfestacdo foi feita mergulhando-se os tecidos em alcool
96°GL e posteriormente deixados em hipoclorito de sédio durante 1 minuto e meio.
A fonte de hipoclorito usado foi “Qboa”, na proporgéo de 2:1; v.v.

Apos a desinfestacdo, os pedacos de tecidos foram colocados em placas de
Petri com meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubados em estufa a 28°C, por 15
dias. ApGs a incubacédo, evidenciado o crescimento micelial, partes das col6nias
foram transferidas para tubos de ensaio com meio de cultura BDA. A cultura foi
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registrada no livro de registros de materiais do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Fitossanidade, area de Fitopatologia sob o nimero Fito - 12257.

Da mesma maneira, foi obtida uma cultura do fungo isolado de planta de
mangueira doente e com sintomas de podriddo causada por Botryodiplodia

theobromae (Pat.), e que foi registrado sob o numero Fito - 12327.

3.2.1. Preservacao dos isolados

Os isolados de videira e mangueira foram preservados segundo o método de
Castellani, modificado por Figueiredo (1967), para fungos fitopatogénicos, em
frascos de penicilina com agua destilada esterilizada, lacrados com tampas metalica.

Os frascos devidamente identificados foram mantidos em temperatura ambiente.

3.3. Meio de cultura

Foram estudados trés tipos diferentes de meios de cultura para promover o
melhor crescimento e esporulagio do fungo: Batata-Dextrose-Agar (BDA) que
consiste em: extrato de batata, dextrose, agar e agua; Agar-Agua (AA) que consiste
em: agar e agua; € Meio Minimo de Pontecorvo (MM) que consiste em: (Glucose,
NaNO;, KH,PO,4, KCL, MgSO,. 7 H,O e solugdo de micronutrientes de Lilly and
Barnet, Agar e Agua), onde a solugdo de micronutrientes de Lilly and Barnet,
consiste em: (Fe(NO3)3.9H,0, ZnS0,4.7H,0, MnSO,4.4H,0 e agua) (Lilly & Barnet,
1951).

3.3.1. Producéo de conidios

Foram feitas repicagens dos fungos para placas de Petri contendo meio de
cultura MM e incubados por 15 dias, em estufa sob regime de escuro, com a
temperatura de 28°C. Posteriormente as culturas foram transferidas para camara de
germinacdo sob regime de luz continua, com temperatura oscilando de 20°C a 22°C,
para favorecer a esporulacdo do fungo. A iluminagdo da cadmara de germinagéo
consistia de lampadas fluorescentes, tipo luz do dia, de 15 Watts, situadas 45 cm

acima das placas de Petri.
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3.3.2. Identificacédo do fungo

A identificacdo dos fungos foi feita através do estudo das caracteristicas
morfoldgicas apresentadas, comparando-as com espécies ja descritas na literatura,
(Punithalingam, 1976).

A medicdo dos esporos foi feita utilizando-se um micrémetro ocular de
tambor (marca Bausch & Lomb), medindo-se comprimento e largura de 100

conidios.

3.4. Teste de inoculagdo

3.4.1. Obtencao de material vegetal

3.4.1.1. Obteng&o dos porta-enxertos

As variedades de porta-enxerto IAC 766, IAC 571-6, IAC 5C, Kobber 5BB,
Riparia do Traviu, 420-A e 101-14 foram fornecidas pelo Centro Avancado de
Pesquisa Tecnoldgico do Agronegdécio de Frutas, localizado em Jundiai, SP.

As mudas estavam com idade aproximada de 2 a 3 anos, acondicionadas em

sacos de polietileno de 11x 20 cm, com terra de barranco.

3.4.1.2. Obtencéo das plantas enxertadas

As plantas enxertadas de videira, das variedades Niagara Rosada e Branca,
foram adquiridas da empresa Dierberg, situado em Limeira-SP. As plantas estavam
em sacos plasticos de polietileno de 11 x 20 cm, com idade aproximada de um ano e

meio.

3.4.1.3. Obtencao das plantas copas

Foram utilizadas estacas de 30 cm de comprimento das variedades Italia,
Rubi, Centerial, Red Globe, Brasil e Bentaka fornecidas pela Embrapa — Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, do municipio de Jales-SP. A inducdo de
enraizamento foi realizada com uma solugdo de AIA (Acido-Indol-Acético) a 1g/L.
As estacas tinham aproximadamente 2 a 3 meses de idade e foram estaqueadas em

sacos de polietileno de 11 x 20 cm, que continham uma mistura de solo argiloso 70%
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e de esterco de galinha curtido 30%. Durante a manutencdo das mudas em casa de
vegetacdo, foram realizadas adubagfes com fertilizante 4-14-8, na quantidade de 5
gramas por muda. As mudas foram inoculadas com trés meses de idade, apos o

enraizamento.

3.4.2. Producao do indculo

Para o teste de inoculacdo em videiras, o fungo foi transferido para placas de
Petri contendo meio de cultura MM. Apos 15 dias incubados em estufa a 28°C, no
escuro, as coldnias atingiram de 8 a 9 cm de diametro. Utilizou-se como indculo

discos de meio de cultura com crescimento micelial do fungo.

3.4.3. Técnica de inoculacéo

O fungo foi inoculado em condicdes de casa de vegetagdo, entre as regides
basal e mediana do caule das videiras, a mais ou menos 15 cm do solo. A inoculagédo
foi feita por ferimento, através de perfuracdo no caule, com o auxilio de um vazador
metalico de 5 mm de didmetro, que permitiu a retirada da casca e a exposi¢do do
lenho. Em cada orificio aberto foi colocado um disco de meio de cultura (MM) com
estruturas do fungo, de 5 mm de diametro, retirado da periferia de culturas em placas
de Petri, com 15 dias de idade, ficando o indculo em contato com o lenho da planta.
Apos a inoculacdo, os ferimentos foram envolvidos com fitas adesivas (Silveira,
1996). Nas testemunhas, foram colocados discos de meio de cultura que néo
continham estruturas do fungo. Neste periodo, foi medida a temperatura e a umidade
relativa do ar, com aparelho termohigrografo (marca R. Fuess), para obtencdo da
variagdo da temperatura e umidade relativa na casa de vegetacdo ao longo do

experimento.

3.4.4. Técnica de avaliacdo dos sintomas

A avaliacdo dos sintomas foi realizada 45 dias ap6s a inocula¢do do fungo,
através da medicdo do comprimento das lesdes nas plantas (cm), com base na
metodologia aplicada por Krugner (1983) para avaliar resisténcia de eucalipto ao
fungo Cryphonectria cubensis. Os resultados coletados de cada variedade de videira,

foram submetidos a andalise de variancia. A umidade relativa do ar variou entre 20%
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e 80%; enquanto que a temperatura variou em torno de 20°C a 38°C, num periodo de

dois meses.

3.4.5. Conducéo dos ensaios

3.4.5.1. Ensaio com porta-enxertos

O ensaio em casa de vegetacdo foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados com sete tratamentos e nove repetigdes.

A producdo do indculo, a técnica de inoculacdo, bem como a técnica de

avaliacdo dos sintomas, foram os descritos nos itens 3.4.2., 3.4.3. € 3.4.4.

3.4.5.2. Ensaio com plantas enxertadas

Foram utilizadas duas variedades de plantas enxertadas de videira, as
variedades Niagara Rosada e Branca.

O ensaio, em casa de vegetacdo, foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados com dois tratamentos e dez repetigoes.

A producdo do indculo, a técnica de inoculacdo e a técnica de avaliacdo dos

sintomas foram idénticas aos itens 3.4.2., 3.4.3. ¢ 3.4.4.

3.4.5.3. Ensaios com plantas copas

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento em blocos
casualizados com seis tratamentos e sete repeticdes.

A obtencdo do inoculo, inoculacdo e avaliacdo dos sintomas, foram as

mesmas descrita nos itens 3.4.2., 3.4.3. e 3.4.4.

3.5. Hospedeiros Alternativos

Além das plantas de videira, foram feitas inoculacdes em outras espécies de
plantas frutiferas para a verificacdo da suscetibilidade destas plantas ao patégeno em
estudo. O isolado Fito - 12257 obtido de plantas de videira foi inoculado em plantas
das espécies de Manga (Mangifera indica L.), Araticum (Annona glabra L.),
Araticum-mirim (Rollinia emarginata Schtdl.), Caqui (Diospyros kaki L.F.), Péssego

(Prunus persica Batsch), Macd (Malus spp), Ume (Prunus nume Sieb & Zucc.),
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Macadamia (Macadamia integrifolia Maid. e Bet.) e Néspera (Eriobotrya japonica
Lindl.), cultivadas em sacos plasticos. As mudas de mangueira foram cedidas pelo
Pesquisador Cientifico Dr. Carlos Jorge Rossetto, do Pélo Regional do Noroeste
Paulista — VVotuporanga, SP. As demais mudas foram cedidas pelo Centro Avancado
de Pesquisa Tecnologica do Agronegdcio de Frutas, do IAC localizado em Jundiai,
SP.

Foram utilizados oito repeticOes das plantas hospedeiras com cinco
tratamentos. As técnicas de producdo de indculo, inoculacdo e avaliacdo dos

sintomas foram iguais as descritas nos itens 3.4.3. e 3.4.4.

3.6. Inoculagéo cruzada

Para este experimento foram utilizadas quatro variedades de plantas, duas de
videira, o porta-enxerto IAC 766 e a copa Brasil, e duas de mangueira, 0 porta-
enxerto Carabao e a copa Jasmim.

O experimento constituiu-se de dois blocos com cinco plantas de cada uma
das quatro variedades estudadas misturadas entre si. No primeiro bloco, foi inoculado
o fungo isolado numero Fito - 12257 da videira e no outro bloco, foi inoculado o
fungo isolado nimero Fito - 12327 da mangueira.

Os intculos, as inoculaces e as avaliagfes foram iguais as descritas nos itens
3.4.2.,3.43.e3.44.

3.7. Sensibilidade “in vitro” de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl. a diferentes fungicidas

Foram realizados experimentos “in vitro” para determinar a fungitoxicidade
de fungicidas ao patégeno em estudo. Os produtos avaliados com o ingrediente ativo,
formulacdo e grupo quimico, encontram-se na Tabela 1, e foram utilizados nas
concentracdes de 0, 1, 10, 100 e 1000 mg/ml, sendo a concentracédo (0) — testemunha;
onde diversos agentes antimicrobianos foram avaliados, “in vitro”, para se
determinar as concentragdes necessarias para inibir em 50% o crescimento micelial

dos fungos (DEsp).
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3.7.1. Preparo do meio de cultura com fungicidas

Os fungicidas foram adicionados ao meio de cultura BDA de acordo com a
técnica de Edgington et al. (1971), modificada por Menten et al. (1976), apos a
autoclavagem, ainda semi-sélido, a mais ou menos 70°C, para que apresentassem as
concentracdes finais do ingrediente ativo de cada produto de 1, 10, 100 e 1000

mg/ml.

3.7.2. Obtencao dos discos de micélio

Para a obtencdo dos discos de micélio, adotaram-se 0S mesmos
procedimentos citados no item 3.4.2.

Utilizaram-se discos de micélio de 5mm de diametro transferidos um por
placa de Petri, contendo o meio de cultura BDA, com os fungicidas nas diferentes

concentracdes. As placas foram incubadas em estufa no escuro, a 28°C.

3.7.3. Avaliacao

As avaliagdes foram realizadas ao sétimo dia apds a repicagem e incubacdo,
através das medidas perpendiculares dos diametros, em cm, do crescimento de cada
col6nia, o valor do didametro da col6nia, subtraido o didmetro do disco de in6culo (5
mm) e dividindo por 2. Comparando-se o crescimento radial de cada tratamento com
0 de sua testemunha, calculou-se a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(PIC) (Menten et al., 1976):

Crescimento radial testemunha — Crescimento radial tratamento
o = x 100

Crescimento radial testemunha

Utilizou-se a tabela descrita por Edgington et al. (1971), com quatro
categorias de eficiéncia, para verificagdo do fungicida que melhor se destacou na
realizacdo do experimento, ou seja, a concentracdo de produto quimico necessario

para inibir em 50% o crescimento radial do fungo.
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DEsp < 1 ppm: altamente eficiente (AE)

DEsp = 1 — 10 ppm: moderadamente eficiente (ME)
DEso = 10 — 50 ppm: pouco eficiente (PE)

DEso > 50 ppm: ineficiente (1).

Tabela 1. Produto comercial, ingrediente ativo, formulacdo e modo de acdo dos
fungicidas utilizados nos testes de sensibilidade “in vitro” do fungo

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., isolado da videira.

Produto Ingrediente Formulacéo Modo de acédo
comercial ¢ ativo

Aliette Fosetyl-Al PM* sistémico
Amistar Azoxystrobin GDA** sistémico
Bravonil Chlorothalonil PM protetor
Bravonil Chlorothalonil SC*** protetor
Cercobin Tiofanato metilico PM sistémico
Cerconil Tiof-met/Chlorot PM sist/prot
Cobre Sandoz Oxido cuproso CE**** protetor
Derosal Carbendazin SC sistémico
Dithane Mancozeb SC protetor
Domark Tetraconazole SC sistémico
Folicur Tebuconazole CE sistémico
Folpan Folpet PM protetor
Frowncide Fluazinan CE protetor
Manzate Mancozeb PM protetor
Recop Cobre metalico SC protetor
Rovral Iprodione SC sistémico
Sialex Procimidone PM sistémico
Tecto Tiabendazole SC sistémico
Vitavax-thiram Carboxin/thiram SC sist/prot

e PM* =P¢ molhavel; GDA** = Granulo disperso em agua; SC*** = Solucéo

+ Compéndio de defensivos agricolas (1997, 2003)

concentrada; CE**** = Concentrado emulsionavel.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Levantamento de campo
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Pelos resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que as plantagcfes de

videira sdo cultivadas geralmente no tipo de solo argiloso, ocupando cerca de 75% da

area. O solo tipo argiloso-arenoso representa 25% do plantio. Segundo Galet (1977),

ha pleno desenvolvimento do fungo em solos argilosos ou de subsolo impermeavel,

com umidade relativa elevada.

A idade das plantas, onde apareceram os sintomas, encontra-se em torno de

10 anos, havendo, entretanto problemas em replantios com idades de 0 a 10 anos.

Tabela 2. Propriedades localizadas na regido de Campinas e Jundiai, SP, tipo de solo,

idade das plantas, variacdo de temperatura no periodo de junho a setembro,

sintomas observados das plantas, danos estimados, época do ano de

ocorréncia e resultado obtido do isolamento das plantas no campo,

efetuado entre junho a setembro de 2001.

Prop. Local Tipo Idade Var.de T°C Sintomas Danos Epoca (ano) Fungo isolado
de solo das plantas entre jun-set. observados estimados de ocorréncia
1 Itupeva Argiloso 0- 10 anos 10 -24°C Definha/to 10% jun - nov L. theobromae
2 Indaiatuba  Arg - Aren 0 - 8 anos 10-24°C Definha/to 20 - 25% Jun - Nov L. theobromae
3 Indaiatuba ~ Arg- Aren  0-10 anos 10 -24°C Morte 20 - 25% Jul - Nov L. theobromae
4 Jundiaf Argiloso 0 - 12 anos 10 - 24°C Definha/to 3% Jun - Nov L. theobromae
5 Indaiatuba Argiloso 0 - 10 anos 10 - 24°C Cancro 2% Jul - Nov L. theobromae
6 Itupeva Argiloso 0 - 9 anos 10-24°C Morte 10 - 25% Jul - Nov L. theobromae
7 Itupeva Argiloso 0 - 10 anos 10 -24°C Definha/to 1% Jul - Nov L. theobromae
8 Jundiai Argiloso 0-11anos 10 -24°C Cancro 1% Jul - Nov L. theobromae
9 Louveira  Arg-Aren  0-10anos 10 - 24°C Definha/to 1% Ago - Nov L. theobromae
10 Indaiatuba Argiloso 0-12 anos 10-24°C Definha/to 1% Jul - Nov L. theobromae
11 Indaiatuba Argiloso 0- 11 anos 11-26°C Morte 5% Jul - Nov L. theobromae
12 Indaiatuba Argiloso 0-10 anos 11-26°C Cancro 10% Jun - Nov L. theobromae
13 Itupeva Arg - Aren  0-11anos 11-26°C Definha/to 10% Jul - Nov L. theobromae
14 Jarinu Argiloso 0-12 anos 11-26°C Morte 1% Ago - Nov L. theobromae
15 Jundiai Argiloso 0 - 8 anos 11-26°C Definha/to 2% Jun - Nov L. theobromae
16 Jales Argiloso 0-12 anos 22-37°C Cancro 15% Ago - Nov L. theobromae
17 Indaiatuba Argiloso 0 - 11 anos 13-27°C Definha/to 5% Jul - Nov L. theobromae
18 Jundiai Arg - Aren  0-10anos 13-27°C Definha/to 2% Jun - Nov L. theobromae
19 Itupeva Argiloso 0 - 10 anos 13-27°C Morte 5% Jul - Nov L. theobromae
20 Louveira Argiloso 0 - 9 anos 13-27°C Definha/to 1% Jun - Nov L. theobromae
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A variacdo da temperatura média no periodo de junho a agosto de 2001,
época de avaliacdo dos sintomas e coleta de material, ficou entre 10° C — 13°C a
24°C - 27°C (Dados cedidos pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Ecofisiologia e Biofisico — IAC, Campinas, SP). Carvalho Dias et al. (1998) relatam
em seus estudos que o fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,
desenvolve-se em temperatura de amplitude entre 27°C a 33°C, podendo, porém,
causar danos dentro de uma amplitude, que varia de 9°C a 39°C, com alta umidade,
verdo chuvoso, irrigacdo e condi¢cBes que conduzam a um répido crescimento da
videira, favorecendo o aumento da populacdo do patégeno.

As plantas doentes apresentaram as seguintes fases de desenvolvimento dos
sintomas: cancro, definhamento progressivo e morte da planta, no periodo de inverno
— primavera, evidenciando a caracterizagdo do definhamento progressivo que
culmina com a morte das plantas. Os sintomas observados no campo por Carvalho
Dias et al. (1998) em seus levantamentos de campo; assemelham-se aos resultados

obtidos no presente trabalho.

Figura 1. Sintomas da doenca “Podriddo do tronco e raizes” no campo em
plantas de videira. Flecha (branca) indica a presenca do patdégeno
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., lesionando o
tecido da planta de videira.

Os danos causados, estimados no campo, variaram de 1% a 25% de perdas de
plantas, afetando tanto plantas jovens como plantas adultas. Essas perdas reduzem o
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numero de plantas em producéo, por area de plantio, e consequientemente reduzem a
producdo. Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA,
este fungo, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., tem afetado pomares
de manga da Regido Nordeste do Brasil, em que no ano de 2000, a intensidade dos
seus ataques a cultura causando perdas significativas, com prejuizos estimados em

400 mil dolares (www.embrapa.br). Na producédo de coco, por exemplo, Ram (1993)

determinou que as perdas causadas pelo patdgeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., podiam variar de 34,5% a 49,7%. J& em goiabeiras recém
transplantadas em pomares experimentais de Paraipaba, CE, as perdas atingiram 40%
das mudas dos cultivares Rica e Ogawa (Cardoso et al., 2002).

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., foi o Unico patégeno
isolado neste trabalho (tabela 2), sendo que em nenhum dos locais de coleta foi

observado sintoma em reboleira, sendo a ocorréncia sempre em plantas isoladas.

4.2. Meios de cultura

Na tabela 3 pode-se observar que entre 0s meios de cultura testados, BDA,
AA e MM, houve destaque para o MM que apresentou melhor crescimento e
desenvolvimento do fungo, sendo uniforme e rapido (trés dias), enquanto que o BDA

levou cinco dias e 0 AA sete dias, para promover 0 mesmo crescimento.

Tabela 3. Influéncia do meio de cultura no crescimento de Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl., e nimero de dias necessarios para atingir o
didmetro total da placa (9 cm).

Meio Crescimento (cm)
de cultura 3 dias 5 dias 7 dias
Meio Minimo 9.00
BDA - 9.00
Agar - Agua - - 9.00
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4.3. Identificac@o do fungo associado as podriddes de tronco e raizes da videira

O Unico fungo isolado e associado com os sintomas de podridfes de tronco e
raizes das plantas de videira, coletadas nas diversas localidades, foi identificado
como Botryosphaeria dothidea (Moung. Ex Fr.) Ces & de Not.

Em meio de cultura MM, o fungo apresentou micélio branco e cotonoso, que
logo escurece, tornando-se cinza escuro intenso, passando depois a negro. Os esporos
apresentaram-se hialinos e fuséides, medindo 21,4 x 5,3 um (24,3 — 17,3) x (6,4 —
4,3) um. Paradela Filho et al. (1993a) mostraram que “o Cancro da videira”,
recentemente identificado na regido de Jales, SP, sobre uva Italia, é causado pela
Botryosphaeria dothidea (Dothiorella sp.). Sua importdncia ainda ndo foi
devidamente estudada. E causado por Dothiorella sp., forma anamorfica de
Botryosphaeria dothidea. As plantas afetadas apresentam cancros nos troncos e
ramos, superbrotamento e folhas deformadas, assemelhando-se aos sintomas do
declinio. O fungo Botryosphaeria dothidea apresenta ascosporos hialinos e
elipsoides, produzidos em peritécios, medindo 21,4 x 5,9 um (22,7 - 19,7) x (6,6 —
4,6) um. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Hanlin (1990) relata em suas ilustracdes gerais de Ascomycetes que as formas
anamdrficas de Botryosphaeria sdo: Botryodiplodia (Lasiodiplodia), Dothiorella,
Diplodia, Macrophoma e Sphaeropsis, que afetam caules herbaceos e troncos de
madeiras. Considera-se Botryodiplodia theobromae (Pat.) como anamérfica de
Botryosphaeria rhodina (Cook e Arx), associada a grande variedade de doengas de

plantas.

Figura 2. Esporos sexuais e ascas de Botryosphaeria dothidea (Moung. Ex Fr.) Ces
& de Not, forma sexuada de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl., isolados obtidos de plantas de videiras.
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Em sua forma anamorfica, as colonias de Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., em placa de Petri contendo meio de cultura MM, se apresentaram
com aspecto de uma massa branco-acinzentada, pulverulenta, obtida ap6s quatro
meses de exposi¢do a luz fluorescente. Rao & Singhal (1978) verificaram a formacéo
de picnidios em meio de cultura que eram dependentes da inducdo da luz. Honda &
Aragaki (1978) obtiveram maior producdo de picnidios sob comprimentos de onda
entre 344,5 e 519 nm e exsudacdo de conidios apenas sob comprimento de ondas
inferiores a 333 nm.

Sutton (1980) descreve que 0 nome genérico a ser adotado para o0 patdgeno
Botryodiplodia theobromae é Lasiodiplodia ELL. & Ev. apud. Clendenin.

No presente trabalho os conidios foram evidenciados pelas estruturas
reprodutoras assexuadas em meio de cultura MM e pelas suas dimensdes de 20,64 x
11,97 um (23,84 - 16,00) x (13,44 — 10,4) um, com coldnias acinzentadas, que com
0 passar dos meses tornaram-se negras, com formacdo de picnidios, agregados,
ostiolados, estromaticos, com esporos maduros uniseptados, castanhos — amarelados,
com estrias longitudinais, caracteristicas de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon
& Maubl. Punithalingan (1976), caracterizou em cultura pura de BDA, as col6nias
de Botryodiplodia (Lasiodiplodia) theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., como sendo
acinzentadas passando posteriormente a negras, com formacdo de picnidios simples
ou compostos, agregados, estromaticos, ostiolados, subovoides para elipséides —
oblongos, com parede espessa e base truncada; em que seus esporos maduros
tornaram-se  uniseptados e de coloragdo castanho-amarelados, sendo
longitudinalmente estriados. Suas dimensdes variaram entre (30 - 18) x (15 - 10)um.
Os conidios ainda em formacdo eram unicelulares, hialinos e de parede celular
grossa, mostrando posteriormente na maturacdo e apresentando-se bicelulares,
pigmentados de marrom-escuro. Com septos longitudinais bem definidos. A presenca
desses septos € uma carateristica tipica dos conidios deste fungo e, portanto um
carater taxonémico importante (Cedefio et al., 1995).

Yaguchi & Nakamura (1991) comprovaram que 0s septos séo resultados do
acumulo de uma substéncia de elevada densidade Otica, provavelmente melanina, em

sua capa mais externa dos constituintes da parede celular dos conidios pigmentados.
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Figura 3. Esporos septados de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,
isolado de plantas de videira, cultivados em meio de cultura Meio
Minimo.

4.4, Testes de inoculagao

4.4.1. Porta-enxertos de videira

A avaliacdo dos sintomas, realizada aos 45 dias ap6s a inocula¢do, mostrou
que, em casa de vegetacdo com temperaturas variando entre 20°C a 38°C e umidade
relativa em torno de 20% a 80%, as plantas apresentaram-se com 0s sintomas tipicos
da doenca, semelhantes aos encontrados no campo, como enegrecimento dos tecidos
do lenho, lesdes necroticas e cancros, caminhando para um baixo desenvolvimento
do crescimento e definhamento progressivo.

Entre as sete variedades estudadas, a variedade IAC 571-6 — Jundiai, foi a
mais suscetivel a 5% de significancia, como mostra a tabela 4, seguida das
variedades 101-14 Mgt, IAC 766 - Campinas, Riparia do Traviu — 106-8 Magt,
Kobber 5BB, 5C e 420 A que ndo diferiram desta. A variedade 420 A foi a mais
resistente (tabela 4).
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Tabela 4. Severidade nas plantas, causada por Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., inoculado em sete porta-enxertos de videira, em

condigdes de casa de vegetacdo, ap0os 45 dias da inoculacao.

Porta-enxertos Extensdo da leséo (cm)
1. IAC 571-6 - Jundiai 7.36 a
2.101-14 Mgt 6.55 ab

3. IAC 766 - Campinas 5.17 ab

4. Riparia do Traviu — 106-8 Mgt 4.20 ab

5. Kobber 5BB 3.92 ab

6.5C 3.30 ab

7. 420A 212 b
C.V.=26.01%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 5%. Para analise os dados foram transformados
em raiz de X/ 50.

4.4.2. Copas de videira

As plantas copas, em casa de vegetacdo, com temperaturas oscilando entre
20°C a 38°C e umidade relativa entre 20% a 80%, apresentaram, na avaliacao aos 45
dias apos a inoculagdo, com sintomas de enegrecimento dos tecidos do lenho, lesdes
necroticas e cancros, as plantas apresentaram um crescimento reduzido e um
definhamento progressivo.

A andlise estatistica mostrou, pelo teste de Tukey a 5% de significancia, que
ndo houve diferencas entre as plantas; todas as variedades foram igualmente
susceptiveis ao patdégeno. No entanto, a variedade Red Globe mostrou uma tendéncia
de maior suscetibilidade, como se pode observar no tabela 5, em relacdo as
variedades Brasil, Centenial, Rubi, Benitaka e Italia, pois apresentou a maior média
de sintoma. Embora sem mostrar diferenca significativa, a variedade Italia foi a mais

resistente ao patdégeno, apresentando a menor média de sintomas.
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Tabela 5. Severidade nas plantas, causado por Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., inoculado em seis variedades de copas de videira

em condigdes de casa de vegetacdo, apos 45 dias da inoculacéo.

Copas de videira Extensdo da lesdo (cm)
Red Globe 3.18 a
Brasil 1.84 a
Centenial 1.77 a
Rubi 1.60 a
Benitaka 150 a
Italia 0.73 a
CV. = 2342%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 5%. Para analise os dados foram transformados
em raiz de X/ 50.

4.4.3. Plantas enxertadas de videira

Nas plantas enxertadas, 0s sintomas observados em casa de vegetacdo foram
semelhantes aos descritos nos porta-enxertos e copas, apresentando enegrecimento
dos tecidos do lenho, lesGes necroticas e cancros, caminhando para um baixo
desenvolvimento do crescimento e definhamento progressivo.

N&o houve diferenca significativa entre as variedades de plantas enxertadas

Niagara Rosada e a Niagara Branca, sendo as duas variedades igualmente suscetiveis
ao patdgeno.

4.4.4. 1dentificacdo do fungo isolado da mangueira

Foi obtida uma cultura do fungo isolado de plantas de mangueira doente e
com sintomas de podriddo causados por Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl., e que foi registrado sob o nimero Fito —12327, no livro de registros de
materiais do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade, area de
Fitopatologia - IAC. A identificacdo do fungo foi realizada através do estudo das
caracteristicas morfoldgicas apresentadas, comparando-as com espécies ja descritas
na literatura (Punithalingan, 1976).
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No trabalho realizado, os esporos apresentaram-se hialinos e fusdides,
medindo 20,72 x 12,15 um (23,52 - 17,60) x (13,28 - 11,04) um, caracteristicas de
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. Essas caracteristicas s&o
semelhantes as descrita por Punithalingan (1976), em que a cultura pura, em meio de
cultura BDA, apresentou-se acinzentada a negra, com abundante micélio aéreo e ao
reverso da cultura em placa de Petri era fosca ou negra; com formacdo de picnidios,
agregados, estromaticos, ostioldados, subovoides — elipsdides, oblongos, com parede
espessa e base truncada. Quando maduros, os conidios tornaram-se uniseptados e de
coloracdo castanho — amarelados, sendo longitudinalmente estriados. Este mesmo
autor cita que as dimens@es dos conidios variam entre (18-30) x (10-15)um.

Ito et al. (2001) estudando a cultura obtida de macadamia, obtiveram as
seguintes medidas do isolado do fungo identificado como Botryosphaeria dothidea,
16,95 x 7,38 um (21,76 - 12,48) x (11,52 - 4,8) um. Paradela Filho et al. (1993a)
relataram que na cultura da videira as medidas da Dothiorella sp. variaram de 21,4 x
59 um (19,7 - 22,7) x (4,6 — 6,6) um, assemelhando-se com as dimensfes dos

conidios de mangueira obtidos neste trabalho.

Figura 4 — Esporos septados de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,
isolado de plantas de mangueira, cultivado em meio de cultura Meio
Minimo.

4.4.4.1. Inoculagéo Cruzada
Este experimento teve como objetivo, estudar a patogenicidade cruzada entre

os isolados dos fungos obtidos de videira e de mangueira. As variedades de videira
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IAC 766 e Brasil foram inoculadas com o isolado de numero Fito — 12327 obtido da
mangueira. As variedades de mangueira Jasmim e Carabao foram inoculadas com o

isolado nUmero Fito - 12257 obtido da videira.

Tabela 6. Severidade nas plantas avaliadas em cm, da interacdo do fungo da videira
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., inoculado nas
variedades de videira (IAC 766 e Brasil) e nas variedades de mangueira

(Carabao e Jasmim), em condi¢Oes de casa de vegetacao.

Variedades Isolado da Videira Isolado da Mangueira
IAC 766 5,81 4,62
Brasil 1,86 4,06
Carabao 1,81 2,82
Jasmim 1,61 4,86

Na tabela 6, estdo os resultados da inoculacdo cruzada realizada com o
isolado da videira em variedades de mangueira e de videira, e a inoculacdo do
isolado da mangueira em variedades de mangueira e de videira.

A variedade IAC 766 foi a mais suscetivel quando inoculada com o isolado
da videira, sendo que a variedade Brasil foi a que se mostrou com menor média, em
relacdo as duas espécies estudadas. J& nos resultados da inoculagdo do fungo da
videira, em variedades de plantas de mangueira, foi observado que a espécie de
mangueira Carabao era mais suscetivel, sendo que a espécie Jasmim neste caso, foi a
gue obteve a menor média entre as duas espécies avaliadas.

Na inoculacdo do isolado da mangueira, podemos observar que entre as
variedades de videira, a IAC 766 foi a mais suscetivel, pois obteve a maior média,
em relacdo a variedade Brasil. Contudo, foi observado que nas espécies de
mangueira, a variedade Jasmim obteve a maior média, sendo mais suscetivel em
comparacdo a variedade Carabao.

Os resultados mostraram que nas variedades de plantas inoculadas de videira
e de mangueira, com o isolado da videira e o isolado da mangueira, 0s sintomas
foram semelhantes aqueles obtidos nos experimentos de copas, porta-enxerto e

plantas enxertadas; ou seja, com 0 enegrecimento dos tecidos do lenho, lesdes
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necroticas e cancros, caminhando para um baixo desenvolvimento do crescimento e
definhamento progressivo.

Devido o isolado da mangueira ndo sofrer sucessivas repicagens, como 0
isolado da videira, este isolado da mangueira se mostrou mais agressivo em relagado
ao isolado da videira, sendo observada esta agressividade nas variacdes das médias
obtidas (tabela 6). Tratando-se do mesmo fungo, Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., apenas com variacdes na agressividade do isolado.

Tu & Cheng (1970), Punithalingan (1976) e Varma & Bilgrami (1977)
consideram que do ponto de vista ecolégico, o fungo Botryodiplodia theobromae
(Pat.) e considerado um parasita ndo especializado, podendo ser amplamente
distribuido em cerca de 500 espécies vegetais hospedeiras e um mesmo isolado é

capaz de infectar diferentes hospedeiros.

4.4.4.2. Comparacdes entre os fungos isolados de videira e mangueira

Observando as caracteristicas apresentadas pelos dois fungos, foi
verificado que se trata da mesma espécie de patdgeno, pois atraveés dos sintomas
semelhantes no campo e as comparagdes das medidas dos esporos, do fungo da
videira de 20,64 x 11,97 um (23,84 — 16,00) x (13,44 — 10,4) um, em relagcdo ao
fungo da mangueira de 20,72 x 12,15 um (23,52 - 17,60) x (13,28 - 11,04) um, pode-
se evidenciar que se trata do mesmo patdgeno, apenas com caracteristicas de
agressividade diferentes; sendo que o fungo da mangueira foi 0 mais patogénico, em
comparacdo com o da videira. Devido o isolado da mangueira ndo sofrer sucessivas
repicagens, como o isolado da videira, este isolado se mostrou mais agressivo em
relacdo ao isolado da videira, sendo observada esta agressividade nas variagOes das
médias obtidas (tabela 6), tratando-se do mesmo fungo, Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl., apenas com variagdes na agressividade do isolado.

Tavares & Menezes (1991) realizaram trabalhos em cultivares de manga e
uva em Petrolina, PE, com objetivo de comprovar o agente etioldgico causal de
sintomas de doencas, quando a aquisicdo de mudas sendo um veiculo de introducao
de doencas na regido. Os resultados obtidos comprovaram como agente etioldgico
em mangueira Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., e na videira

Botryodiplodia sp.
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4.4.5. Hospedeiros diversos

Neste experimento, avaliou-se a patogenicidade do fungo a oito espécies de
plantas frutiferas em condicdes de casa de vegetacdo, com temperatura e umidade
relativa controlada, com variedades das espécies de Araticum, Araticum-mirim,
Macadamia, Néspera, Péssego, Macd, Caqui e Ume, com oito repeticdes e quatro
tratamentos

Os sintomas observados nestes hospedeiros foram idénticos aos sintomas
observados nas variedades de videira estudadas, como: enegrecimento dos tecidos do
lenho, lesBes necroticas e cancros, caminhando para um baixo desenvolvimento do

crescimento e definhamento progressivo.

Tabela 7. Severidade nas plantas causada por Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., inoculada em oito espécies de plantas frutiferas em

condicdes de casa de vegetagéo.

Espécies Extenséo da lesdo (cm)
Araticum 2,69
Caqui 2,15
Péssego 2,05
Araticum mirim 1,86
Ume 1,74
Magca 1,23
Macadamia 1,14
Néspera 1,01

Como pode ser observado no tabela 7, a espécie de Araticum apresentou a
maior média de sintomas (2,69 cm), sendo a espécie mais suscetivel ao ataque do
patégeno, do que as espécies de Caqui, Péssego, Araticum-mirim, Ume, Maca,
Macadamia, com excecdo da espécie de Néspera que se apresentou com a menor
média de sintomas, sendo a espécie com maior nivel de resisténcia ao ataque do
patogeno, apresentando média de sintomas (1,01 cm).

Os resultados confirmaram as observacoes de Tu & Cheng (1972),
Punithalingan (1976) e Varma & Bilgrami (1977), que evidenciaram em seus estudos
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que Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., estd amplamente distribuida,
em cerca de 500 espécies vegetais hospedeiras, nas regides tropicais e subtropicais;
sendo que um mesmo isolado é capaz de infectar diferentes hospedeiros.

Os sintomas observados em diferentes hospedeiros mostram a caracteristica
polifaga do patogeno e confirmam os resultados encontrados por Bastos & Evans
(1979) para cacaueiro, Rondon & Guevara (1984) em abacateiro, Ram (1995) em
coqueiro, Cedend et al. (1995) em plantacbes de maracujazeiro, Melzer & Berton
(1986) em plantas de macieira, Lima et al. (1991) em cupuaguzeiro, Tavares &
Menezes (1991) em mangueiras e videiras, Carvalho et al. (1993) em frutos de caqui,
Cardoso et al. (2000) em cajueiro, Ito et al. (2001) em plantas de macadamia e

Cardoso et al. (2002) na goiabeira.

4. 5. Eficiéncia “in vitro” de alguns fungicidas no controle de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

Utilizando-se a escala descrita por Edgington et al. (1971): DEsp = < 1 mg/ml
— Altamente eficiente; DEsp = 1 — 10 mg/ml — Moderadamente eficiente; DEsg =
10 - 50 mg/ml — Pouco eficiente; DEsp = > 50 mg/ml — Ineficiente, podemos
verificar o grau de eficiéncia dos 19 fungicidas testados “in vitro”, no controle do
patdgeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,, como pode ser

mostrada na tabela de eficiéncia dos fungicidas (Tabela 8).
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Tabela 8. Eficiéncia “in vitro” de fungicidas para o controle de Lasiodiplodia

theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., em condic¢des de laboratdrio.

Fungicida Nome Concentracdodo  Modo de DEsq- (mg/ml) Grau de
técnico Ingrediente ativo  acdo eficiéncia
Aliette Fosetyl-Al 800 g/Kg sistémico >50 |
Amistar Azoxystrobin 500 g/Kg sistémico >50 I
Bravonil PM Chlorothalonil 500 g/Kg protetor >50 I
Bravonil SC Chlorothalonil 500 g/L protetor 10-50 PE
Cercobin Tiofanato metilico 700 g/Kg sistémico 1-10 ME
Cerconil Tiof-met/Chlorot. 500 g/Kg sistém/protet 1-10 ME
Cobre Sandoz Oxido cuproso 500 g/Kg protetor >50 I
Derosal Carbendazin 500 g/Kg sistémico 1-10 ME
Dithane Mancozeb 445 g/L protetor >50 |
Domark Tetraconazole 100 g/Kg sistémico 10-50 PE
Folicur Tebuconazole 200 g/Kg sistémico <1 AE
Folpan Folpet 500 g/Kg protetor > 50 |
Frowncide Fluazinan 500 g/L protetor <1 AE
Manzate Mancozeb 800 g/Kg protetor >50 |
Recop Cobre metélico 840 g/Kg protetor >50 |
Rovral Iprodione 500 g/Kg sistémico 1-10 ME
Sialex Procimidone 500 g/Kg sistémico <1 AE
Tecto Tiabendazole 600 g/Kg sistémico 10-50 PE
Vitavax-Thiran Carboxin/Thiram 200 g/g sistém/protet >50 |

e *Dose necessaria para inibir em 50% o crescimento micelial.

e AE - Altamente eficiente, ME — Moderadamente eficiente, PE — Pouco eficiente e | — Ineficiente.

Os resultados mostraram que os fungicidas de agdo sistémica Tebuconazole,

Procimidone e de acdo protetora o fungicida Fluazinan, foram altamente eficientes

contra o crescimento vegetativo de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &

Maubl., inibindo completamente o desenvolvimento micelial do fungo, mesmo na

dosagem de DEsp: < 1 ppm. Segundo Mathre (1968), fungicidas sisttmicos podem

ser absorvidos por fungos e apresentar efeito fungistatico. Sdo absorvidos pelas

raizes de plantas, translocados, podendo conferir protecdo as plantulas por cerca de
20 dias (Snel & Edgington, 1970; Mukhopadhyay & Thakur, 1971). Apresentam um

amplo espectro de acdo (Snel et al., 1970).
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Os fungicidas sistémicos Iprodione, Carbendazin e Tiofanato-metilico e o
fungicida sitémico/protetor Tiofanato-metilico/Chlorothalonil mostraram-se como
moderadamente eficientes, evidenciando sua eficiéncia sobre o micélio em
crescimento ativo, em dosagens entre DEsp: 1 - 10 ppm.

Chlorothalonil SC (fungicida protetor), Tetraconazole e Tiabendazole
(fungicidas sistémicos), foram considerados fungicidas de pouca eficiéncia nas
condicgdes estudadas, permitindo o crescimento micelial do fungo em dosagens de
DEsp: 10 — 50 ppm.

Ja& os demais fungicidas sistémicos, Fosetyl-Al e Azoxystrobin e os fungicidas
protetores, Chlorothalonil PM, Oxido cuproso, Mancozeb, Folpet, Fluazinam e
Cobre metalico e o fungicida sistémico/protetor, Carboxin/thiram, foram
classificados como ineficientes, ndo impedindo o crescimento do micélio em
dosagens maiores que DEszp: > 50 ppm.

Tavares et al. (1994) em suas pesquisas com fungicidas “in vitro”, em
variedades de mangueira e videira obteve resultados expressivos com os fungicidas
Tebuconazole, Cyproconazole, Bitertanol, Trifenil Acetato de Estanho, Metalaxil +
Mancozeb, Iprodione, Thiram e Maneb no controle da Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl., e nenhum halo de inibicdo do fungo com os fungicidas
Cymoxanil, Fentim Hydroxide, Imibenconazole, Enxofre, Captam, Mancozeb,
Chlorothalonil e Fosetil, assemelhando-se aos resultados obtidos neste trabalho de
pesquisa (tabela 8).

Pelos resultados apresentados, fica evidente a eficiéncia “in vitro” dos
fungicidas sistémicos Tebuconazole e Procimidone e do fungicida protetor
Fluazinan. Assim, trabalhos devem ser conduzidos a fim de se verificar o
comportamento destes fungicidas sistémicos e protetores em condi¢es de campo, no
controle de doencas causadas pelo patdgeno, pois, 0s experimentos “in vitro”

constituem-se em fase preliminar de pesquisa (Torgeson, 1967).
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu obter as seguintes conclusoes:

O agente causador da podriddo do tronco e raizes da videira foi identificado
como Lasiodiplodia theobromae (Pat.)) Griffon & Maubl. (= Botryodiplodia
theobromae Pat.), forma anamorfica de Botryosphaeria dothidea (Moung. Ex Fr.)
Ces & de Not.

Entre as variedades de videira estudadas ndo foi encontrada nenhuma fonte de
resisténcia ao patégeno, o que inviabiliza o controle genético para os materiais que
foram estudados neste trabalho.

O fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., isolado de
videiras, afeta um grande nimero de hospedeiros.

O fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., isolado de
plantas de mangueira afeta plantas de videira.

A eficiéncia de alguns fungicidas “in vitro” indica a possibilidade do controle

quimico de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.
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