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RESUMO
O género Khaya atualmente inclui seis espécies, sendo elas: K. anthotheca, K.
comorensis, K. grandifoliola, K. ivorensis, K. madagascariensis e K. senegalensis. Sao
nativas de regides tropicais, pertencentes a Africa continental subtropical, Madagéascar e
Comores. Sua madeira € altamente apreciada pelos aspetos tecnoldgicos e beleza. E
relatado por diversos autores a presenca de cancro em plantios de Khaya spp., 0s
sintomas dessa doenca, até entdo, foram associados apenas a uma espécie de fungo,
Lasiodiplodia theobromae (Botryosphaeriales) a partir de levantamentos em plantios de K.
ivorensis no estado do Para. Objetivou-se com o0 presente estudo o isolamento e
caracterizacdo morfolégica de fungos fitopatogénicos associados ao cancro em Khaya
ivorensis no Espirito Santo. Foi feita a amostragem em arvores plantadas no Viveiro
Florestal Universitario, localizado no Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira
(CCAE/Ufes), Jerbnimo Monteiro. As amostras de ritidoma foram levadas ao Laboratério
de Biotecnologia Agricola e Ambiental (BIOTA), situado em Alegre e cultivados em BDA
(Batata-Dextrose-Agar) e postos em incubadora DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
até o desenvolvimento das col6nias fungicas. Com as colénias desenvolvidas as mais
frequentes foram selecionadas e repicadas para caracterizagdo. Para confeccdo de
laminas, foi feita a raspagem das col6nias nas por¢des mais envelhecidas por meio de
ponteiras de 100 microlitros, os fragmentos retirados foram corados com azul de metila e
entdo feita a analise microscopica. Foram encontrados trés isolados com caracteristicas
morfo-culturais de Botryosphaeriales com col6nias cinzentas e presenca de picnidios. Nao
foi possivel observar os ascésporos no isolado 1, enquanto o isolado 2 apresentou
ascosporos hialinos, fusiformes, asseptados, semelhantes aos géneros Botryosphaeria
spp. e Neofusicoccum spp., j& no isolado 3, pode-se notar ascésporos dematiaceos de
forma cilindrica a elipsoidal e presenca de um septo, dividindo os ascosporos em duas
partes, assemelhando-se ao género Lasiodiplodia spp. e Dothiorella spp. A presenca de
picnidios, coloracdo e aspecto das coldnias auxiliaram na selecéo de diferentes isolados
de Botryosphaeriales; as espécies encontradas nesse estudo apresentam similaridade
morfocultural coom espécies responsaveis pelo cancro em mogno africano e em outras
espécies florestais, porém testes de patogenicidade e andalises moleculares seréo
necessarios para uma maior compreensao sobre a etiologia do cancro do mogno-africano.
De acordo com os resultados, surge uma hipétese para uma possivel etiologia complexa,
podendo a doenca estar associada a outro(s) fungo(s) fitopatogénico(s), além de L.

theobromae.

Palavras-chaves: Khaya; Doencas de plantas; Etiologia; Fitopatdgenos;

Botryosphaeriaceae.



ABSTRACT
The genus Khaya currently includes six species, namely: K. anthotheca, K.
comorensis, K. grandifoliola, K. ivorensis, K. madagascariensis, and K. senegalensis.
They are native to tropical regions in continental Africa, Madagascar, and Comoros.
Their wood is highly valued for its technological properties and beauty. Several authors
have reported the presence of canker in Khaya spp. plantations, and the symptoms of
this disease have so far been associated only with one species of fungus, Lasiodiplodia
theobromae (Botryosphaeriales), based on surveys conducted in K. ivorensis
plantations in the state of Para. The objective of this present study was to isolate and
morphologically characterize phytopathogenic fungi associated with canker in Khaya
ivorensis in Espirito Santo. Sampling was performed on trees planted in the University
Forest Nursery, located at the Department of Forestry and Wood Sciences
(CCAE/Ufes), Jerbnimo Monteiro. Bark samples were taken to the Agricultural and
Environmental Biotechnology Laboratory (BIOTA), situated in Alegre, and cultivated
on Potato Dextrose Agar (PDA) and incubated at Biochemical Oxygen Demand (BOD)
until fungal colonies developed. Among the developed colonies, the most frequent
ones were selected and subcultured for further characterization. For slide preparation,
scraping of the colonies' older portions was done using 100-microliter pipette tips. The
removed fragments were stained with methylene blue and then subjected to
microscopic analysis. Three isolates with morpho-cultural characteristics of
Botryosphaeriales were found, displaying gray colonies and the presence of pycnidia.
Ascospores were not observed in isolate 1, while isolate 2 presented hyaline, fusiform,
aseptate ascospores similar to the genera Botryosphaeria spp. and Neofusicoccum
spp. On the other hand, isolate 3 exhibited dematiaceous ascospores, cylindrical to
ellipsoidal in shape, with a single septum, resembling the genera Lasiodiplodia spp.
and Dothiorella spp. The presence of pycnidia, colony appearance, and coloration
aided in the selection of different isolates of Botryosphaeriales; the species found in
this study show morphocultural similarities with species responsible for canker in
African mahogany and other forest species. However, pathogenicity tests and
molecular analyses will be necessary for a better understanding of the etiology of
African mahogany canker. According to the results, a hypothesis arises regarding a
possible complex etiology, where the disease may be associated with other

phytopathogenic fungus(es), in addition to L. theobromae.

Keywords: Khaya; Plant diseases; Etiology; Phytopathogens; Botryosphaeriaceae.
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1. INTRODUCAO

A Familia Meliaceae (Sapindales) apresenta distribuicdo Pantropical, onde
muitas espécies sao frequentemente encontradas em formacdes florestais, como as
Trichilia spp. Esse género é representativo no Brasil com diversas espécies, algumas
raras e sensiveis ao efeito de degradacdo ambiental devido a perda de habitat e
reducdo do fluxo génico. O declinio de populacdes nativas e a restricdo da base
genética também é um problema enfrentado por outras espécies da familia, como a
Swietenia macrophylla e Cedrela fissilis. Tais espécies possuem importancia
econdmica e sdo cultivadas em diversas regides do pais, principalmente pelo alto
valor agregado de suas madeiras. A exploracdo dessas espécies muitas vezes se
deu de forma predatéria, o que explica a inclusédo no livro vermelho da flora do Brasil
(Pinheiro et al., 2011; Martinelli & Moraes, 2013). Grande parte das espécies do
género Khaya sao classificadas como vulneraveis, pela Lista de Espécies Ameacadas
de Extincéo da Unido Internacional para Conservagéo da Natureza (IUCN, 2022). Sua
regeneracao natural € dificultada pela alta demanda do mercado internacional,
juntamente com o ataque da broca Hypsipyla robusta aos individuos regenerantes
(Ofori et al., 2007).

O termo mogno tem sido amplamente utilizado para designar diferentes
espécies, estando vinculado a aparéncia da madeira e ndo se relacionando aos
aspectos tecnoldgicos. Em stricto sensu 0 mogno se refere a madeira das espécies
do género Swietenia, em lato sensu se refere as espécies da familia Melidcea. Desde
0 ano de 1694 o termo mogno esta presente no vocabulério francés. Em meados de
1600 Jamaica e Cuba ja exportava madeiras de mogno para a Europa; por volta 1700
a madeira de mogno estava presente no mercado de Londres por meio de piratarias,
como saques a embarcacdes espanholas. O mogno das Antilhas foi classificado
inicialmente por Carl von Linné como Cedrela mahogany. Posteriormenteg, Nicolas
Joseph Jacquin forneceu a nomenclatura aceita atualmente para a espécie: Swietenia
mahogany, dedicada ao Gerald von Sweeten (Normand e Sallenave, 1958;
Lamprecht, 1990; Pinheiro et al., 2011).

No Brasil, um dos principais gargalos para a producao madeireira de meliaceas
nativas como Cedrela fissilis e a Swietenia macrophylla € o ataque da broca das
melidceas (Hypsipyla grandella). A broca ataca as gemas apicais, gerando
ramificagdes laterais e perda do valor comercial da madeira, restringindo a silvicultura
de muitas espécies da familia. Nesse cenario temos a introducéo das espécies do

género Khaya no territorio brasileiro, pois representam uma alternativa silvicultural e
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madeireira ao mogno-brasileiro (Swietenia macrophylla). O novo ambiente apresenta

condicdes edafoclimaticas semelhantes ao continente de origem. Ademais, o género
também apresenta maior resisténcia ao ataque da H. grandella (Ferreira et al., 2005,
Batista, 2005; Conde, 2006; Lorenzi et al., 2003; Carvalho, 2007; Dionisio et al., 2016;
Oliveira, 2019) embora seja possivel encontrar relatos de ataques em plantio
comerciais (Zanetti et al., 2017 e Lemes et al., 2019). A introducdo do género Khaya
€ relativamente recente em varios paises, o que justifica os poucos estudos
associados a fitossanidade. Em 1976, foram plantados os primeiros exemplares de
Khaya ivorensis no Brasil, ha sede da Embrapa Amazonica Oriental, em Belém no
Para. (Falesi; Baena, 1999).

Dentre os agentes causais de doencas de plantas os fungos ganham destaque
devido a diversidade de espécies. HA uma variedade de espécies fungicas que
podem estar associadas a doencas de planta. Independente de qual for a espécie
vegetal ha uma correspondéncia de fungos com potencial fitopatogénico e a mesma
espécie de fungo também pode estar associado a doenca em diferentes espécies
vegetais (Agrios, 2005). Fungo fitopatogénicas continuamente provocam prejuizos
consideraveis, causando danos as culturas e consequentemente perdas econdémicas,
podendo refletir na economia de paises. No Brasil existem diversas doencas flngicas
de importancia econémica, como a Sigatoka-negra, uma grave doenca de bananeira
gue esta presente no pais desde a década de quarenta. O mal-das-folhas da
seringueira provocado pelo Microcyclys ulei, um Botryosphaeriales que dizimou
extensos seringais na Amazobnia. Essa doenca acarretou em perdas em outras
regides do pais, provocando severa desfolha e reduzindo a vida util do vegetal (Vale
et. al, 2004).

E relatado por diversos autores a presenca de cancro em plantios de Khaya
spp. Os sintomas geralmente sdo associados aos Botryosphaeriales. Essa ordem
representa ascomicetos de habitos variados, comumente enddfitos, permanecendo
guiescentes até gue algum estresse seja provocado a planta hospedeira (Slippers &
Wingfield 2007; Slippers et al. 2017). Muita espécie de Botryosphaeriales tem sido
associada a doencas vasculares em plantas superiores, principalmente em
angiospermas. O sucesso da infeccdo e a suscetibilidade das arvores ao ataque do
patdgeno estdo intimamente ligadas as condigcbes ambientais. A infecgdo do fungo
pode ter origem em orificios, como estdbmatos ou injdrias, abaixo das lesdes
provocadas pelo patdgeno ocorre superbrotacdes, provocando mal formacgéo do fuste
e tornando-as improprias para a producédo de madeira. Em alguns casos pode ocorrer

até mesmo a morte do individuo (Reche, 2009).
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A silvicultura aplicada em espécies de melidceas vem sendo desenvolvida no

Brasil e gerando resultados. Entretanto, para atingir o maximo potencial produtivo
novos desafios precisam ser superados e é necessario adequar metodologias para
cada espécie cultivada (Oliveira, 2019). A antropizacdo do ambiente, perda de
diversidade e altera¢cdes climaticas pressionam a comunidade vegetal. As alteracdes
ambientais proporcionam situacdes de estresse ao vegetal, prejudicando sua
sanidade e facilitando os processos infecciosos. Portanto, em cenario de mudancas
globais o estudo acerca da patologia de espécies vegetais ganha relevancia
(Desprez-Loustau et al., 2007, Sturrock et al., 2011). O cancro do mogno africano tem
sido associado a espécies de Botryosphaeriales por alguns autores. Para aprimorar
0 controle acerca da disseminacdo desses patdbgenos € necessaria uma
compreensao clara da diversidade desses organismos, assim como a identificacédo
precisa das espécies. Dado isso, as estratégias de manejo podem ser empregadas
adequadamente, bem como o ajuste de regulamentos de quarentena, resultando em

um produto final de maior qualidade.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral:
Isolar e caracterizar morfologicamente fungos associados aos tecidos

sintomaticos de cancro em Khaya ivorensis.

1.1.2 Objetivos especificos:
Realizar o isolamento dos fungos associados aos sintomas de cancro;

Caracterizar morfologicamente espécimes de maior frequéncia;

Revisdo



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Khaya spp.

O género Khaya atualmente inclui seis espécies, sendo elas: K. anthotheca, K.
comorensis, K. grandifoliola, K. ivorensis, K. madagascariensis e K. senegalensis.
Podem apresentar médio a grande porte, sdo nativas de regibes tropicais,
pertencentes a Africa continental subtropical, Madagascar e Comores (Panshin,
1933; Pinheiro et al., 2011; CITES, 2022). Tal género € caracterizado por apresentar
folhas paripenadas, com foliolos inteiros, opostos ou alternos, apresenta gemas
revestidas por catafilos. A inflorescéncia € definida, as flores sdo pequenas e
unissexuais, podendo ser tetrameras ou pentameras, os filetes dos estames séo
unidos, os frutos consistem em cépsulas lenhosas septifragas, (Flores, 2020). Sua
taxonomia € dificultada pela semelhanca entre as espécies, principalmente as
originarias do leste da Africa e no Congo (Guimaraes et al., 2004). Em campo os
individuos de Khaya spp. podem ser identificados com base em suas caracteristicas
morfolégicas, embora a variabilidade intraespecifica dificulte a identificacdo de
individuos com caracteristicas intermediarias, podendo se tratar de hibridos (Bouka
Dipelet, 2019). Sua madeira € altamente apreciada pelos aspetos tecnoldgicos e
beleza (Arnold, 2004) o que tém embasado o investimento na silvicultura de mogno-
africano em areas tropicais mundiais (Ribeiro et al., 2017). O autor Lemmens (2008)
destaca seu uso em luthieria para fabricacdo de instrumentos musicais, como violées,
guitarras e contrabaixos, devido a qualidade acustica dessa madeira.

Autores como Santos et al. (2020) concluiram que a madeira k. ivorensis
apresentou caracteristicas tecnolégicas adequadas para movelaria e construcdes
externas, mostrando potencial competitivo para atuar no setor. Pela alta demanda
dessa madeira, 0 género sofre ameaga em seu continente de origem principalmente
por conta da demanda internacional, o que afeta as suas populacdes nativas, pois ja
sofrem com a baixa taxa de regeneracado natural (CITES, 2022).

Entre os grandes importadores da madeira de espécies de mogno pode-se
destacar a China. Entre os anos de 2015 e 2019 a China importou produtos de mogno
equivalente a 23 milhdes de kg de Khaya spp. Outros importantes importadores sao
os Estados Unidos da América e a Unido Europeia. O género Khaya, com excec¢ao
da espécie K. comorensis, foram categorizadas como vulneravel pela [UCN em 1998,
apenas K. madagascariensis foi atualizado em 2020 (CITES, 2022). Em 2022, na 19°
Conferéncia das Partes da Convenc¢ao sobre Comércio Internacional de Espécies da

Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extin¢cdo (CITES) foram incluidos os mognos
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africanos em sua listagem de espécies ameacadas, reforcando a atencdo para sua

utilizagéo e comercializagéo.

O relatdrio final lancado pela CITES afirmou que a exploracdo de Khaya em
populacdes nativas € considerada uma ameaca primaria para o género. A inclusédo
das Khaya spp. na listagem da CITES fomenta o mercado exterior de madeira
sustentével, onde o controle de origem é atestado, como o caso de muitos plantios
brasileiros (ABPMA, 2023). Estima-se que ha por volta de 66.300 hectares plantados
de Khaya distribuidos por 9 estados brasileiros, em grande parte no estado de Minas
Gerais (66 % dos plantios). Desses 66.300 ha, 42.000 ha s&o plantios de K.
grandifoliola, 23.000 ha de K. senegalensis, 800 ha de K. anthotheca e 500 ha de K.
ivorensis. O espacamento utilizado em plantios no Brasil é variavel, desde plantios
com 3 m x 3 m até espacamentos mais amploscomo5m x5m, 6 m x5 mou 6 m x
6 m (Scolforo e Ferraz Filho 2014). Em uma roda de conversas da Associagdo
Brasileira dos Produtores de Mogno Africano em agosto de 2021, acerca dos custos

da implantacédo de povoamentos de Khaya constatou-se que o valor investido era em
torno de R$10 000,00 por hectare (ABPMA, 2023).
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Figura 1: Plantio de Khaya ivorensis A.Chev. localizado no Viveiro Florestal Universitario com
aproximadamente 15 anos. a, Khaya ivoresnsis com cancro; b, gemas revestidas por
catafilos; ¢ e d, fruto do tipo capsula ceptifraga geralmente encontrado com 5 (c) I6culos,
porem pode ser observado frutos com 4 l6culos (d).

Fonte: Autoria propria, 2023

2.2 Cancro em espécies lenhosas

O cancro no ritidoma é caracterizado pela necrose, gomose e brotamento
excessivo acima das zonas afetadas (Amorim, 2016). Por¢cbes préximas do caule
podem apresentar estrias (Urbez-Torres e Gubler, 2009) e assim acarretando a morte
de brotos e ramos em plantas jovens, precedido por uma descoloracdo escura da
medula e alburno nas regides circundantes (Smith et al., 1994). O inicio do processo
infeccioso ocorre por meio de ferimentos ou aberturas naturais. Para que a infec¢céo
ocorra € necessario que haja suscetibilidade das arvores a infecgéo. A predisposicéo
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ao inicio do processo infecciosos esta intimamente relacionado as condigfes

genéticas e o ambientais, altas e baixas temperaturas, umidade e outras formas de
estresse contribuem com a infec¢éo, causando cancros em caules e galhos, podendo
provocar morte (Amorim, 2016). Em 1994, na Africa do Sul, Smith et al. estudando
cancro em espécies de Eucalyptus spp. relataram a presenca de Botryosphaeria
dothidea em tecidos sintomaticos, o fungo ja havia sido associado em espécie de
eucalipto anteriormente (Crous et al., 1989), porém nao havia sido associado aos
sintomas de cancro. O cancro em eucalipto tem sido tratado como uma das principais
causas de perda de qualidade do produto, impedindo a sua utilizacéo pelas industrias.

Pérez et al. (2017) relata a perda de 70 % da massa e uma reducao energética.
Na Etidépia algumas espécies de fungos vém sendo associados ao cancro em
eucalipto, como Teratosphaeria zuluensis, Botryosphaeria dothidea e Botryosphaeria
parvum (atualmente Neofusicoccum parvum) (Alemu et al.,, 2003a; Alemu et al.,
2003b; Alemu et al., 2005; Pérez et al., 2009b; Aylward et al., 2018). Admasu et
al. (2022) apontam, por meio de andlise morfolégica e molecular, trés espécies
coinfectantes de fungo, causadores de cancro em E. camaldulensis na Etiopia, sendo
eles: Neofusicoccum parvum, Lasiodiplodia theobromae e Aplosporella hesperidica
(Botryosphaeriales), espécies de distribuicdo continental. Outra Myrtaceae atacada
por Botryosphaeriaceae é o Syzygium cordatum, espécie nativa da Africa do Sul.
Pavlic et al. (2007) identificou 8 espécies desses fungos (N. ribis, N. parvum, N.
luteum, N. australe, N. mangiferae, B. dothidea, L. theobromae e L. gonubiensis), por
meio de coleta de folhas e galhos infectados, todas elas apresentam capacidade de
infectar e causar les6es nos caules em clones de E. grandis x camaldulensis.

Na cultura do cajueiro no semiarido nordestino, a gomose, causada pelo fungo
Lasiodiplodia theobromae € apontada como a principal doenca de seu cultivo (Moreira
et al., 2013). A hip6tese de transmissdo do patdogeno é por meio de plantulas
assintomaticas, pois o fungo apresenta comportamento endofitico (Cardoso et al.,
2009). Desta forma, autores como Alves et al. (2020) concluem que o volume das
chuvas e as temperaturas maximas e minimas nao se relacionam diretamente com a
gomose do cajueiro; por outro lado a amplitude térmica, altitude e latitude s&o os
principais fatores ambientais envolvidos na gomose do cajueiro; foi identificado
também que sua ocorréncia é similarmente entre 0s municipios com variaveis
climéaticas semelhantes. Na California, McDonald et al. (2009) fizeram o primeiro
relato de Neofusicoccum australe, N. luteum e N. parvum associado ao cancro do
abacate, os sintomas observados incluiam escurecimento da casca, aspecto friavel e

seco, exsudato branco e pulverulento.
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Espécies de Botryosphaeriaceae (Botryosphaeria dothidea, B. stevensii, B.

obtusa e N. australe por exemplo) sdo reconhecidos pela doenca no tronco de
videiras, causando cancros e outros sintomas de morte nas principais regides
viticolas do mundo (Lehoc-zky, 1974; Phillips, 1998; Larignon e Dubos, 2000; Niekerk
et al. 2004, Urbez-Torres e Gubler, 2009). A maioria dos fungos isoladas de
amendoeiras (Prunus spp.) nos estudos de Gramaje et al. (2012) s&o conhecidas por
serem também patdégenos de videiras, como consequéncia uma espécie pode vir a
ser fonte de in6culo a outra. Em um estudo acerca da diversidade de espécies de
Botryosphaeriaceae em améndoas californianas, Inderbitzin et al. (2010) relataram
seis novos registros para o hospedeiro, sugerindo que além da B. dothidea outras

espécies como Neofusicoccum spp. podem estar envolvidas na formacgéo do cancro.

2.3 Cancro do mogno-africano

A necrose dos tecidos é induzida pela acdo do patdgeno, a area afetada
desenvolve-se anormalmente, forma rachaduras e escurece, culminando na
formacéao de pequenos cancros. Por sua vez, progridem para a descamacéo da casca
e formacéo de novos cancros, gerando nés e podendo promover a rebrota da espécie
arbérea. Ciclos de infeccbes e rebrota resultam no desenvolvimento de ramos
laterais, o que prejudica a qualidade do fuste, podendo também levar a espécie
arborea a morte (Reche et al., 2009, Souza et al., 2015).

Os primeiros registros de ocorréncia de cancro em Khaya spp. no Brasil
remontam a 1998, na regido da Bahia (MULLER et al., 2002). Naquela ocasido,
constatou-se uma diversidade de microrganismos presentes na area lesada. Um teste
de patogenicidade foi conduzido utilizando um isolado de Fusarium solani; No
entanto, os sintomas observados nédo correspondiam aos observados em condi¢cdes
de campo. Tremacoldi et al. (2013) relataram a presenca do cancro em plantios de K.
ivorensis no estado do Para, atribuindo o Lasiodiplodia theobromae como agente
causal. Na regido do Triangulo Mineiro foram observados cancros em troncos de K.
grandifoliola, atingindo uma incidéncia média de 12 %, foi registrado o0 maximo de 45
% em uma parcela, sua ocorréncia foi associada a mariposa de focinho (Ectomyelois
muriscis) (Coelho et al., 2021). Do Carmo et al. (2018) relataram em seus estudos a
presenca de manchas aureoladas nas folhas e cancros nos troncos de Khaya
ivorensis, em Janauba, Minas Gerais (Do Carmo et al., 2018). Souza et al. em 2015,
caracterizaram a ocorréncia de cancro em plantios comerciais de K. ivorensis em sete
municipios do estado de Minas Gerais e em Castanhal, no Para. Na Bahia, Reche et
al. (2009) estudaram K. ivorensis com sintomas de cancro, causado por

Botryosphaeria rhodina, fornece evidéncias de que o limondide angolensato de metila
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esta presente em maiores concentracbes em arvores com sintomas de cancro,

desempenhando um papel no patossistema, provavelmente como uma fitoanticipina.

2.4 Botryosphaeriales

A Ordem Botryosphaeriales (Dothideomycetes) foi introduzida em 2006 para
acomodar a familia Botryosphaeriaceae, pois estudos filogenéticos demonstraram
gue seu clado néo poderia ser associado a outro (Schoch et al. 2006), em 2017
Wijayawardene et al. propuseram 9 familias: Aplosporellaceae, Botryosphaeriaceae,
Endomelanconiopsisaceae, Melanopsaceae, Phyllostictaceae, Planistromellaceae,
Pseudofusicoccumaceae, Saccharataceae e Septorioideaceae. Atualmente, seis
familias sdo aceitas em Botryosphaeriales: Aplosporellaceae, Otryosphaeriaceae,
Melanopsaceae, Phyllostictaceae, Planistromellaceae e Saccharataceae (Phillips et
al.,, 2019; Wu et al.,, 2021). Algumas familias foram sinonimizadas, como
Endomelanconiopsisaceae atualmente pertence a um clado dentro de
Botryosphaeriaceae, enquanto Pseudofusicoccumaceae e Septorioideaceae foram
sinonimizadas e formam clados distintos em Phyllostictaceae e Saccharataceae,
respectivamente (Phillips et al, 2018; Wu et al., 2021; Rathnayaka et al., 2023).
Grande parte dos taxons em Botryosphaeriales s&o enddfitos, comumente
associados a espécies lenhosas, infectam galhos, folhas, frutos e sementes, podem
viver por longos periodos nos tecidos saudaveis de plantas lenhosas, seu habito
alimentar pode ser variado, de saprobiético a patogénico (Slippers, B.; Wingfield, M.J.;
2007). As caracteristicas morfolégicas variam entre as familias desta ordem. Os
ascosporos podem ser pigmentados ou hialinos, septadas ou asseptadas, com
(Melanopsaceae e  Phyllostictaceae) ou sem bainha  mucilaginosas
(Aplosporellaceae, Botryosphaeriaceae, Planistromellaceae e Saccharataceae), os
ascostromas podem ser uniloculados (Pseudotécio) ou multiloculados, de forma
solitaria ou em agregados. Melanospsaceae e Planistromellaceae séo caracterizados
por ascostromas multiloculados, ja Botryosphaeriacea, Phyllostictaceae e
Saccharataceae @ possuem  ascostromas  uniloculados. Geralmente em
Botryosphaeriaceae os ascostromas séo uniloculados e solitarios, porém em alguns
géneros como Botryosphaeria, Diplodia e Neofusicoccum podem se assemelhar aos
multiloculados por conta da agregacéo. Em Saccharataceae e Phyllostictaceae foram
catalogados ascostromas solitarios e uniloculados. Ascosporos de Melanopsaceae,
Phyllostictaceae e Planistromellaceae, sé&o hialinas, enquanto em Saccharataceae
sdo palidas de forma distinta, em Botryosphaeriaceae e Aplosporellaceae os
ascosporos podem ser hialinos ou pigmentados, a depender do género ou espécie.
(Phillips et al., 2018)
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As linhagens de Botryosphaeriales se divergiram no cretaceo tardio, estimam-

se que sua origem datada por volta de 103 milhdes de anos (Slippers et al., 2013),
114 milhdes de anos (Liu et al., 2017) ou mesmo 110 milhdes de anos (Phillips et al.,
2018). Estas foram as maiores linhagens que evoluiram nas primeiras angiospermas
e sobreviveram até a chegada das plantas atuais (Phillips et al., 2018). Estudos
sugerem que os Botryosphaeriales mais primitivos apresentavam conidios hialinos,
asseptados. Ja no periodo Paleogeno seus conidios se pigmentam e formam septos.
Essa diversificacdo é em resposta a condicdes ambientais adversas (Rathnayaka et
al., 2023), pois a morfologia dos esporos influéncia na sobrevivéncia da espécie. A
espessura da parede do esporo assim como a pigmentacéo sdo defesas primarias a
condicbes ambientais adversas (Halbwachs et al., 2015; Wong et al., 2019). Uma
parede celular mais espessa oferece vantagens contra predacao de microrganismos
e resisténcia na passagem do trato digestivo de animais. As melaninas apresentam
enzimas hidroliticas, propriedades antifungicas e fotoprotetoras, possuem até mesmo
um papel osmético na penetracdo da parede celular vegetal pelo apressorio e
protecdo contra enzimas (Belozerskaya et al., 2017). Enquanto 0s esporos nao
pigmentados morrem sob forte radiagdo UV dentro de poucos minutos, 0S esporos
melanizados sobrevivem (Ho e Hyde, 2004; Belozerskaya et al., 2017).

Segundo Rathnayaka et al. (2023) a maioria dos taxons Botryosphaeriales
eram patégenos (46 %) e poucos endofitos (26 %), porém amostragem
desequilibrada de tdxons pode exibir viés para o habito do patégeno, pois ha poucos
estudos realizados com microrganismos endofiticos, em comparacdo com o0s
saprofiticos e patogénicos. Importantes questdes sobre a maioria das espécies de
Botryosphaeriales refere-se a sua biologia. O entendimento acerca de questdes
fundamentais desses fungos ainda permanece incipiente, como Seu processo
reprodutivo, se sdo homotalicas ou heterotélicos, e se estdo passando por reproducao
sexuada (Slippers et al. 2017).

Por possuirem esporos esponjosos, a dispersao esta associada ao ar e chuva,
em menor propor¢ao por insetos (Van Niekerk et al., 2010, Mehl et al., 2013, Moyo et
al., 2014 Valencia et al. ., 2015), portanto € esperado que sua disseminacéo seja
mais local, no entanto sdo endofitos cosmopolitas que se distribuem em diversas
partes do mundo (Slippers & Wingfield 2007). A circulagao de plantas vivas e produtos
vegetais frescos contribuem significativamente para seu padréo de distribui¢cao global
(Crouss et al., 2016b, Burgess et al., 2017). Uma ampla gama de hospedeiros é
infectada por esses patdégenos, gimnospermas, angiospermas (Crous et al., 2017) e
até mesmo liquens (Barr, 1987; Von Arx, 2008) Alguns patdgenos causam a doenga

apos fatores de estresse, seja por déficit hidrico ou ataque de outro patdgeno, estes
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sdo chamados de patégenos quiescentes, como Botryosphaeria e Lasiodiplodia

(Wyka e Broders , 2016; 5; Prusky et al., 2016).

2.4.1 Botryosphaeriaceae

Inicialmente Theissen e Sydow (1918) introduziram Botryosphaeriaceae como
uma subfamilia em Pseudosphaeriaceae para acomodar o género Botryosphaeria,
Dibotryon e Phaeobotryon. A familia apresenta uma linhagem clara e monofilética
(Phillips et al. 2018). Membros dessa familia estdo dispersos por todo o mundo e
apresentam Vvarios nichos ecoldgicos, podem apresentar hibitos saprobios, endoéfitos
e parasitas (Liu et al. 2012, Phillips et al. 2013). Com base na morfologia e analises
moleculares, Liu et al. (2012) deram suporte para 29 géneros em Botryosphaeriaceae.
Phillips et al. (2013) descreveram 17 géneros em Botryosphaeriaceae. Burgess et al.
(2019) e Garcia et al. (2021) incluiram 24 géneros na familia. Porém, Dissanayake et
al. (2021) mencionam que esta familia consiste em 22 géneros. Por tanto a maior
familia em Botryosphaeriales (Zhang et al., 2021; Wijayawardene et al., 2022).

Os principais caracteres morfolégicos de valor taxondmico dos fungos da
familia sdo: a largura, o comprimento, a septacdo, a espessura da parede e a
coloracdo dos picnidiosporos, a presenca ou ndo de parafises, e células
conidiogénicas, bem como o formato de picnidios, quando identificados com base no
estagio assexuado; assim como o formato e as dimensdes de ascos e ascOSporos
guando identificados com base no estagio sexuado (Crous et al., 2006; Schoch et al.,
2006; Phillips et al., 2013).

O téxon apresenta uma variada morfologia conidial, podendo variar de
fusiformes a ovoides ou elipticas, sua parede pode ser fina ou espessa e seus
ascosporos sao grandes, regularmente hialinos, asseptados, podendo se tornar
escuros e septados com o tempo, possuem ascos bitunicados (parede dupla) dentro
de um estroma (cavidade) unilocular ou multilocular, conhecidos como pseudotécios
ou ascostroma (Sivanesan, 1984; Phillips et al., 2005). Em Diplodia e Lasiodiplodia,
conidios podem permanecer hialinos por longo periodo e tornarem-se marrons e
uniseptados somente apos sua liberagdo dos conidiomas (Phillips et al., 2013). As
estruturas sexuais dos fungos Botryosphaeriaceae séo dificeis de serem observadas,
tanto em condi¢bes naturais quanto experimentais (Phillips et al., 2013).

Em um estudo acerca da patogenicidade de Botryosphaeriaceae endofiticas
de espécies nativas da Caatinga, Goncalves et al. (2016) observaram maior
agressividade nas espécies: Lasiodiplodia theobromae e no complexo N.
parvum/ribis. A presenca de espécies de fungos comuns a plantas nativas e exoticas

sugere um alto grau de transmissdo desses fungos. Se baseando em relatérios de
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doencas anteriores Wingfield et al. (2011) afirmou que os téxons de

botryosphaeriaceae aumentariam sua agressividade ao se afasta de seu habitat
nativo, por conta da diversidade de organismos endofiticos no ambiente nativo ser
superior ao de outros locais. Fungos endofiticos podem se tornar patogénicos sob
certas condicdes ambientais. E relatado que fatores de estresse como intensidade
luminosa, alta ou baixa temperatura, umidade relativa e condi¢ées do solo podem
estimular mudancas no habito do microrganismo, assim como danos fisicos ao
vegetal, deficiéncia de nutrientes e competicdo entre plantas, sdo responsaveis por
desencadear uma transicdo de organismos endofiticos ou saprébios para
patogénicos, porém esses mecanismos ainda ndo foram determinados (Agrios 2005;
Slippers & Wingfield 2007, Amponsah et al. 2011, Wunderlich et al. 2011).

Certas Botryosphaeriaceae sdo mais generalistas, infectam tanto
gimnospermas quanto angiospermas, como exemplo, B. dothidea, L. theobromae, ja
outros sdo mais especializados como: Neofusicoccum eucalyptorum e
N.eucalypticola ocorrem apenas em Eucalyptus; N.protearum e Saccharata protea
ocorrem apenas em Proteaceae. Diplodia e Lasiodiplodia podem ocorrer tanto em
angiosperma quanto gimnosperma, as demais linhagens Botryosphaeriaceae, exceto
Macrophomina, Guignardia, Saccharata e “Botryosphaeria” quercuum, sao
predominantemente encontrados em angiospermas, raramente em gimnospermas.
Poucas espécies sdo conhecidas exclusivamente de gimnospermas, as unicas
gimnospermas relatadas foram as araucarias e um pinheiro ndo nativo do hemisfério
Sul. Os resultados sugerem que a linhagem das Botryosphaeriaceae se adaptou
inicialmente as angiospermas e mais tarde colonizaram e especiaram em
gimnospermas (Wet et al.,2007). A complexidade de identificacdo das espécies de
Botryosphaeriaceae pode ser exemplificada pelo complexo D. pinea, com anamorfos
semelhantes a Diplodia. Todas as espécies com conidios demaceos associados a
sintomas de doenca em Pinus spp. foram tratados inicialmente como D. pinea
(Waterman, 1943, Punithalingam, 1970), com o passar do tempo e com o auxilio de
técnicas moleculares foi possivel diferenciar os morfotipos e agrupar em diferentes

espécies.
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3 METODOLOGIA

A pesquisa foi conduzida no Viveiro Florestal Universitario, localizado no
Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (CCAE/Ufes), Jeronimo Monteiro
— ES, juntamente ao Laboratério de Biotecnologia Agricola e Ambiental (BIOTA),
situado em Alegre — ES.

3.1 Coleta de amostras do ritidoma de Khaya ivorensis

Foram observados individuos de Khaya ivorensis com sintomas caracteristicos
de cancro (figura 1) no plantio experimental do Viveiro Florestal Universitario, o plantio
ocorreu entre 0os anos de 2010 e 2011, com espacamento de 2 x 3 metros. Em
dezembro de 2022 para realizacao da coleta fez-se um caminhamento em zigue-zague
na area de plantio, neste percurso a presenca de arvores com cancro foi mais
representativa, com uma menor parcela de arvores assintométicas. Coletou-se
amostras do ritidoma de 22 arvores de Khaya ivorensis, entre elas 16 individuos
apresentavam cancro e 6 nao apresentavam. As arvores amostradas foram marcadas
com GPS e fragmentos da casca foram retiradas por meio de um canivete (figura 2, a
e b), o canivete foi desinfestado com hipoclorito de sédio a 1 % antes e durante a
amostragem, cada amostra foi acondicionada em sacos plasticos diferentes (figura c)
para evitar contaminacdo e levadas ao Laboratério de Biotecnologia Agricola e
Ambiental (BIOTA).
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Figura 2 — Plantio de mogno africado localizado no Viveiro Florestal Universitério. a, b e c,
sintomas caracteristicos do cancro do mogno; d, sinais do agente causal; e e f, sintomas de
cancro ao longo do fuste; g e h, cancro em zonas de bifurcagdes; i, arvores infectadas.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Figura 3 - Coleta de amostras de cancro em Khaya ivorensis. a, canivete utilizado para coleta;
b, zona de coleta assintomatica; ¢, armazenamento das amostras.

Fonte: O préprio autor, 2023.

3.2 Isolamento, repicagem e armazenamento das espécies fungicas

Em laboratério foram confeccionados meios de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) (figura 2) para cultivo das colonias infectantes. Previamente ao uso da Cabine
de Fluxo Laminar (figura 4) houve higienizacdo com alcool 70 % e hipoclorito de sédio
a1 % e esterilizagdo com luz ultravioleta durante 20 minutos, esse processo se repete
durante a utilizagdo da camara para o isolamento, repicagem e armazenamento. No
decorrer da manipulacdo do material foi necessario o uso de lamparina (figura 1, b)
assim como ventilagdo ativa na camara. Foram vertidas placas de Petri (figura 1, a)
com BDA e as amostras do ritidoma foram entdo desinfestadas, dispondo-as em
placas de Petri com alcool 70 % durante 30 segundos, seguido de Hipoclorito de
Sdodio a 1 %, por 3 minutos, posteriormente enxaguados com agua destilada e
autoclavada. As amostras foram postas em placas Petri contendo meio agar-alga e
armazenadas em um fotoperiodo de 12 horas por 48h. Apés o isolamento as placas
de Petri foram postas em uma estufa incubadora a 24-16 °C, por fotoperiodo de 12h,
até o desenvolvimento das coldnias fungicas,

Posterior ao desenvolvimento das colonias por aproximadamente 20 dias,
foram selecionadas as de maior frequéncia para caracterizacdo, realizando
repicagens por meio de ponteiras de 100 mililitros (figura 3, ¢ e d) para novas placas,
contendo BDA. As amostras fungicas foram repicadas regularmente em camara de
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fluxo, com o auxilio de ponteiras de 100 mililitros, utilizados para recortar discos das

coldnias fungicas ja desenvolvidas, esses discos entdo eram plaqueados em placas

Petri contendo BDA, dispondo-se 4 discos por placa, realizando quatro repeticées por

isolados. Para a preservacdo foram utilizadas frascos-ampolas contendo agua

destilada, ambos autoclavados, onde discos das colbnias de cada isolado foram

depositados e armazenados na cole¢éo de fungos e bactérias do BIOTA
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Figura 4 - Meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA). a, frasco de BDA; b, preparo de
meio de cultura.

Fonte: O préprio autor, 2023.
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Figura 5 - Acessorios e equipamento utilizados em Laboratério. a, placa de Petri; b,
lamparina; c, ponteiras de 100 mililitros; d, caixa de ponteiras.

Fonte: O préprio autor, 2023.



Figura 6 - Cabine de Fluxo Laminar. a, luz ultravioleta ativada; b, repicagem dos isolado.

Fonte: O préprio autor, 2023.

3.3 Obtencéo de ldminas e analise morfologica

Os conidios foram provenientes da raspagem das colbnias nas por¢des mais
envelhecidas, por meio de ponteiras de 100 mililitros, para confeccéo de laminas as
colénias fungicas foram coradas com azul de metila e entdo feita a analise
microscopica. A identificagéo foi realizada com base nas colénias e na morfologia
conidial. Os patogenos identificados foram comparados com relatos da literatura
relacionados aos agentes causadores de cancro, associados ao mogno africano e
outras espécies florestais.

Figura 7 - Microscépio utilizado para analise morfologica.

Fonte: O préprio autor, 2023
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Dentre os organismos mais representativos da amostra se encontravam
colonias semelhantes a Botryosphaeriaceae com micélio aéreo fofo cinzentos que se
desenvolveram juntamente com as amostras do ritidoma da Khaya ivorensis em meio
de cultura BDA. Foi possivel observar os conidioforos protegidos por estruturas
globosas, denominadas picnidios, essas estruturas caracteristicas juntamente com o
aspecto da colbnia auxiliaram na selecéao inicial do isolados de Botryosphaeriales, trés
isolados foram selecionados. No inicio de seu desenvolvimento, os isolados tendem
a apresentar micélios esbranquicados a cinzentos, como é possivel observar na da
figura 7, a medida que envelhecem geralmente ha o escurecimento das col6nias e o
surgimento de diversos picnidios.

Foi observado na colonia do isolado 1 aspecto hialino e ao desenvolverem
geravam hifas aéreas esbranquicadas com aspecto fofo (figura 8), apds sua
repicagem a coldnia apresentou novamente aspecto cinzento. Nao foi possivel
observar os ascosporos no isolado 1, alguns autores relatam a dificuldade de
esporulacdo de certos Botryosphaeriales, como em B. fusispora que ndo ocorreu
esporulacdo durante os trintas dias de cultivo nos estudos de Liu et al. (2012), a
auséncia de esporulacdo impediu a analises morfolégicas em Lasiodiplodia de
diferentes clados, entre eles uma possivel nova espécie (Abreu, 2015).

Vieira et al. (2021) estudaram metodologias de esporulagéo para fungos da
familia Botryosphaeriaceae por esses apresentarem dificuldade de esporulacao.
Foram encontrados ascésporos nos isolados 2 e 3, esses se diferem pela forma, cor
e septacdo, como € possivel observar pela figura 1. O isolado 2 possui ascésporos
hialinos, fusiformes, asseptados (figura 9 a e b), semelhante aos géneros
Botryosphaeria spp. e Neofusicoccum spp. (Li et al., 2018; Zhang et al., 2021), ja no
isolado 3, pode-se notar ascésporos dematiaceos de forma cilindrica a elipsoidal e
presenca de septo, dividindo os ascosporos em duas partes (figura 9, ¢ e d),
assemelhando-se aos géneros Lasiodiplodia spp. e Dothiorella spp. (Liu et al. 2012,
ZHANG et al. 2021). Rathnayaka et al. (2023) analisaram diferentes espécies da
Ordem, Aplosporella thailandica e Sphaeropsis sp. apresentaram conidios marrons,
porém ndo possuiam septos, jA Dothiorella viticola apresentou conidios marrons e
septados, assemelhando-se ao isolado 3 (figura 9, ¢ e d). Os isolados de
Botryosphaeria dothidea, hialinos e asseptados com as extremidades afiladas, se
assemelha ao isolado 2 (figura 9, a e b).

Em um estudo sobre classificacdo natural de Botryosphaeriales, diversos

organismos foram isolados, alguns semelhantes aos isolados do presente estudo,
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como o Botryosphaeria fusispora, suas col6nias inicialmente séo palidas, porém ao

desenvolverem-se atingiam da colora¢do cinzenta a negra. Seus ascOsporos sao
hialinos, asseptados, sua forma varia de elipsoidal a fusiforme.

Auerswaldia lignicola, proveniente de madeira morta, possuem colonias
cinzentas, esporos bitunicados, dematiaceos e asseptados, enquanto Auerswaldia
dothiorella, proveniente no colmo de bambus, apresentaram col6nias marrons,
conidios bitunicados, inicialmente hialinos e asseptados, tornando-se marrons ao
amadurecer (Liu et al. 2012). Esse taxon se aproxima morfologicamente de
Dothiorella, porem em Dothiorella os conidios sdo marrons e septados enquanto ainda
estdo ligados a célula conidiogénica (Crous et al. 2006), ja em Auerswaldia dothiorella
os conidios tornam-se marrons ao envelhecer.

Neufusiccocum spp. provenientes de ramo morto de linho, possuem
ascosporos hialinos, asseptados, de forma elipsoidal a fusiforme, geralmente mais
largo no centro. Seus micélios permanecem brancos na primeira semana, depois de
uma a duas semanas tornam-se negros (Liu et al. 2012). Ha relatos de Neofusicoccum
parvum no cancro do eucalipto na Etidpia, segundo Admasu et al. (2023) outros
organismos além do Neofusicoccum parvum, como o Lasiodiplodia theobromae e a
Aplosporella hesperidica sao responsaveis pelo cancro em E. camaldulensis.

Em um estudo acerca da podridao pés colheita do abacate foram analisadas
espécies pertencentes a familia Botryosphaeriaceae, entre eles o Neofusicoccum
parvum, o mais abundante no estudo. Suas col6nias aos dois dias de incubacao
apresentavam aspecto palido, j& aos seis dias as colbnias estavam pigmentadas.
Seus conidios eram hialinos com presenca ou ndo de septos. (LOPES, 2018).

Em Gana, Linnakoski et al. (2010) estudaram fungos endofiticos presentes em
folhas assintomaticas de K. anthotheca, entre eles estava a espécies pertencentes ao
complexo Lasiodiplodia theobromae. Dentre as espécies semelhantes aos isolados
deste estudo pode-se destacar o Lasiodiplodia theobromae, h& registros da sua
ocorréncia tanto no cancro em mogno africano (Tremacoldi et al., 2013) como em
outras espécies florestais (Moreira et al.,2013; Admasu et al., 2022).

Estudos filogenéticos tém conduzido a um aumento no nimero de espécies de
Botrysphariales (ZHANG et al. 2021), reforcando a dificuldade de uma classificacao
precisa baseada unicamente em dados morfolégicos. Algumas caracteristicas
morfolégicas dentro de Botryosphaeriaceae apresentam instabilidade, como a
pigmentacdo de conidios e septacao (Slippers et al. 2013). Rathnayaka et al. (2023).

Outro ponto a ser considerado sdo as espécies cripticas, que ndo podem ser
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distinguidas com base apenas na morfologia (Alves et al. 2008; PAVLIC et al., 2004,

Wijayawardene et al, 2022).

Figura 8 - Colonias fungicas ao sexto dia de isolamento: a, isolado 1; b, isolado 2 e c,
isolado 3.

Fonte: O préprio autor, 2023.

Figura 9 - Colonias fungicas com aproximadamente um més de cultivo. Os isolados 2 e 3
apresentaram coldnias cinzentas, ja o isolado 1 apresentou colbnias esbranquicadas.

Fonte: O préprio autor, 2023.

1
Figura 10 - Ascosporos: a e b, isolado 2; ¢ e d, isolado 3.

Fonte: O préprio autor, 2023.
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5 CONCLUSAO

A presenca de picnidios, coloracdo e textura das coldnias auxiliaram na
selecéo de diferentes isolados de Botryosphaeriales;

As espécies de Botryosphaeriales encontradas nesse estudo se apresentaram
similaridade morfocultural com espécies responsaveis pelo cancro em mogno-africano
e outras espécies florestais;

A ocorréncia de espécies cripticas assim como as diferentes formas que esses
organismos podem expressar a depender das condi¢cdes de desenvolvimento dificulta
a identificacdo das espécies dos isolados quando utilizado apenas caracteres
morfolégicos, sendo necessério também analises moleculares.

De acordo com os resultados, surge uma hipétese para uma possivel etiologia
complexa do cancro do mogno africano, podendo este estar associado a outro(s)

fungo(s) fitopatogénico(s), além de L. theobromae.
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