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RESUMO

Cardoso, J.E.; Bezerra, M.A.; Viana, F.M.P.; Sousa, T. R. M.; Cysne, A.Q.; Farias, F.C. Ocorréncia endofitica de Lasiodiplodia theobromae em
tecidos de cajueiro e sua transmissao por propagulos. Summa Phytopathologica, v.35, n.4, p.262-266, 2009

Lasiodiplodia theobromae, agente causal da resinose e da
podriddo-preta-da-haste é o principal patégeno do cajueiro no semi-
arido nordestino. Esse patdgeno é reconhecido em outros hospedeiros
pela capacidade de colonizar tecidos vegetais sem aparente sintoma.
Essa caracteristica é de grande importancia epidemioldgica,
prognosticando medidas de exclusdo no manejo da doencga. A ocorréncia
epidémica da resinose em areas isoladas reforca a hipdtese dos propagulos
assintomaticos do hospedeiro servirem como fonte de inoculo primario.
Os objetivos deste estudo foram determinar a capacidade de L. theobromae
de sobreviver em tecidos de cajueiro sem apresentar sintomas e estimar
a transmissdo deste patdgeno via propagulos. A presenga do fungo a
diferentes distancias do cancro e nas duas dire¢des em relacdo ao mesmo
(descendente e ascendente) foi determinada pelo plaqueamento de tecidos
de troncos infectados. Na outra parte do trabalho, foram coletados em

pomares comerciais sementes de plantas sem sintomas e com sintomas
severos de resinose. Estas foram semeadas separadamente e as plantulas
obtidas foram enxertadas com garfos provenientes de ramos de plantas
sadias e ramos de plantas severamente infectadas, perfazendo-se todas as
combinagles de origem da semente e garfos. As mudas produzidas
conforme os quatro tratamentos foram plantadas sob condicdes favoraveis
a doenca. L. theobromae foi isolado até 80 cm, tanto na diregéo
ascendente como na descendente em relacdo do cancro. A interacdo
garfo de planta doente e semente de planta doente apresentou maior
incidéncia da resinose do que a interagdo garfo de planta sadia e semente
de planta doente, mostrando que o garfo também contribui no aumento
da incidéncia.. A interpretagdo desses resultados evidencia o caréater
endofitico de L. theobromae e o propagulo infectado como veiculo
de introducdo da doenga no pomar.
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ABSTRACT

Cardoso, J.E.; Bezerra, M.A.; Viana, F.M.P.; Sousa, T. R. M.; Cysne, A.Q.; Farias, F.C. Endophyte occurrence of Lasiodiplodia theobromae in
cashew tissues and its transmission by vegetative propagules. Summa Phytopathologica, v.35, n.4, p.262-266, 2009

Lasiodiplodia theobromae, agent of gummosis and black
branch dieback of cashew, is the most important disease of cashew
crop in semi-arid regions of northeastern Brazil. This pathogen is
a well known fungus in many host plants as capable of colonizing
their tissues without showing disease symptoms. This feature
ensures great epidemiologic importance as considering tactics for
disease avoidance. The occurrence of cashew gummosis in
geographically isolated areas reinforces the seed and scion borne
pathogen hypothesis. The objectives of this study were to determine
the ability of L. theobromae to survive in cashew tissues without
showing symptoms and to evaluate plant propagating materials (seed
and scion) as source of primary inoculum. The presence of the fungus
at different distances from the canker throughout the stem in both

Keywords: Gummosis, Anacardium occidentale, grafting, epidemiology.

ascendant and descendent direction was determined by plating infected
tissue samples. In another study, transplanting materials were produced
by using rootstocks from seeds sampled either from healthy and
gummosis-infected plants and grafted with scions also from healthy
and gummosis-infected plants, making a four set of treatments. These
plants were transplanted into a commercial cashew farm located in
Pio IX, County, Piaui State, highly conducive for disease outbreak. L.
theobromae was isolated from up to 80 cm distance from canker in
both directions. Greater gummosis incidence was observed in plots
initiated by rootstock and scion originated from diseased plants.
These findings showed the endophytic behavior of L. theobromae
in cashew tissues and the importance of rootstock seed as a source
of primary inoculum.

O potencial s6cio-econdmico do cultivo do cajueiro no semi-arido
€ notadamente estratégico, uma vez que se ajusta plenamente ao modelo
de exploragdo conjunta com produtos de subsisténcia (e.g. feijao-de-
corda, milho e mandioca) no tempo e no espago, pois além de fonte de
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renda, permite a ocupagdo dos produtores no periodo de entressafra
dessas culturas. Ademais, o desempenho produtivo do cajueiro nas
condicBes do semi-arido é comprovadamente elevado, tanto em
quantidade como em qualidade do produto.
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O clima seco e quente contribui para a baixa incidéncia de doengas
fangicas foliares e proporciona uma maior taxa fotossintética
aumentando, consequentemente, o teor de sélidos solveis no
pedinculo. Entretanto, as doengas causadas por patdgenos de plantas
submetidas a estresses hidricos sdo favorecidas por essas condigdes
(4,5, 7).

A resinose, causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae, é a
principal doenca do cajueiro no semi-arido nordestino, observada mais
comumente em plantas submetidas a estresses. Os primeiros sintomas
da resinose geralmente ocorrem ap0s a primeira safra comercial do
cajueiro, cerca de 24 a 36 meses apds o plantio (5). Com o progresso
da doenga, sdo observados os sintomas caracteristicos, como deficiéncia
nutricional, murcha, queda de folhas, podridao seca dos ramos e a
formacgdo de cancros nos ramos lenhosos e no tronco, geralmente
acompanhada de exsudagao de goma e escurecimento dos tecidos (12).
Os danos devido a resinose sdo decorrentes da reducéo da producdo da
planta pelo bloqueio do movimento da seiva nos primeiros estadios de
infecco e da producdo do pomar pela morte de plantas em virtude da
expansao dos cancros (2).

A propagacdo do cajueiro ando é efetuada predominantemente por
meio de mudas, portanto a incidéncia da resinose em areas isoladas,
em elevadas proporgdes, suscita a hipotese de transmissao do patégeno
por mudas assintomaticas, significando que L. theobromae sobreviveria
nos tecidos da planta de forma endofitica, podendo o processo
infeccioso ser induzido por estresses da planta, principalmente os de
ordem fisioldgica. O isolamento do fungo de tecidos de cajueiro sadio
vem reforgar essa hipotese que, no entanto, necessita ser comprovada.

Fungos endofiticos sdo aqueles que vivem sistemicamente no
interior das plantas sem causar danos, (9,11,13,16). Entretanto, sob
condi¢des especiais, alguns desses organismos podem, eventualmente,
vir a causar doencas. A ocorréncia endofitica de L. theobromae tem
sido relatada em outros hospedeiros, sendo o processo de infecgdo
induzido por estresses ambientais que causam o enfraquecimento do
hospedeiro (1,10,14,15,16).

A elucidagdo dos mecanismos de transmissdo e a identificagdo da
origem do in6culo primario de L. theobromae em cajueiro constituem
informag@es importantes na estratégia de manejo integrado da resinose.

Este trabalho teve como objetivos determinar a capacidade de L.
theobromae de sobreviver endofiticamente em tecidos de cajueiro e
estimar a transmissdo da resinose através do enxerto e porta-enxerto
de cajueiro.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de L. theobromae de tecidos de cajueiro

Amostras de ramos lenhosos de cajueiro apresentando cancros
caracteristicos da resinose foram coletadas e levadas para o Laborat6rio
de Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical. Inicialmente,
esses ramos foram lavados com agua corrente e desinfestados
superficialmente com etanol (70%) e hipoclorito de sé6dio (3% de
cloro), e entdo lavados com agua destilada esterilizada. Apos a
desinfestacdo, da regido do lenho de cada ramo, foram retirados de
logo abaixo da casca, a partir do centro do cancro, 20 fragmentos (1-2
mm) distando de 10 cm entre si até o maximo de 80 cm do centro da
lesdo. As amostras foram retiradas no sentido ascendentes e colocadas
em meio de agar - agua (10% agar) contido em quatro placas de Petri (9
cm de diametro). Ap6s uma semana de incubacédo a 28°C, as hifas
emergentes semelhantes as de L. theobromae foram transferidas para
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placas contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) para posterior
confirmacgdo. A percentagem de fragmentos que geraram coléniasde L.
theobromae foi estimada.

Um segundo ensaio, foi realizado utilizando a mesma metodologia
do primeiro, porém com as amostras dos fragmentos de ramos retirados
nos sentidos ascendente e descendente em relagdo ao cancro. As
distancias de onde se coletou os fragmentos variaram de 0 a 90 cm
retiradas a cada 10 cm.

Visando confirmar a sobrevivéncia do fungo em tecidos de cajueiro
sem sintomas da resinose, realizou-se um terceiro ensaio, em que
amostras de ramos e troncos de 30 cajueiros, com e sem sintomas de
resinose, provenientes de diversos municipios do Nordeste foram
coletados e levados para o laboratério. A exemplo do procedimento
anteriormente descrito, fragmentos retirados desses materiais foram
plaqueados em meio agar-agua, incubados em laboratorio sob
temperatura de 28°C e monitorados quanto ao desenvolvimento de
coldnias de L. theobromae.

Efeito da origem do propagulo na ocorréncia da resinose

Amostras de frutos de cajueiro do clone CCP 76 provenientes de
plantas sem sintomas e com sintomas severos de resinose foram
coletadas em dois pomares comerciais na regido semi-arida. As plantulas
obtidas dessas sementes foram enxertadas com garfos provenientes de
ramos de plantas sadias e severamente atacadas, perfazendo-se assim
as seguintes combinagfes: 1 = semente de planta sadia e garfo de
planta sadia (SS +GS), 2 = semente de planta sadia e garfo de planta
doente (SS + GD), 3= semente de planta doente e garfo de planta sadia
(SD + GS) e 4= semente de planta doente e garfo de planta doente (SD
+ GD).

As mudas foram transplantadas para uma area na Fazenda Planalto,
localizada no municipio de Pio IX, PI (Latitude 6°31' 30S, Longitude
40° 47' 19W, Altitude 605m). As caracteristicas do clima na regido
onde esta situada a fazenda é de temperatura média de 24° C, umidade
relativa do ar em torno de 60% e pluviosidade média de 700 mm. O
solo da area do experimento é do tipo LATOSSOLO Amarelo Alico
com pH de 4,5.

Andlise Estatistica

O delineamento experimental empregado foi o de blocos ao acaso
com cinco repeticdes, disposto em esquema fatorial 2x2, sendo 0s
fatores a origem da semente e a origem do garfo. Cada parcela constou
de seis plantas. O modelo experimental foi Y =1+, + G;+SG;+B,
+E,, onde Y=resinose, i=média, S=efeito devido a origem da semente,
szefeito devido a origem do garfo, SGiJ.:efeito devido a interacdo da
origem da semente com a origem do garfo, B, =efeito devido ao bloco
e E,=erro experimental. A ocorréncia da resinose foi monitorada
trimestralmente durante 36 meses.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento de L. theobromae de tecidos de cajueiro

No primeiro ensaio, L. theobromae foi isolado de fragmentos de
tecidos do tronco do cajueiro ao longo de 9 diferentes distancias em
relacdo ao cancro na dire¢éo ascendente, (do cancro a 80 cm). Amaior
percentagem de isolamento foi observada no centro do cancro,
conforme esperado, Esta percentagem atingiu em média 50% de
coldnias obtidas nas quatro repeticdes. No restante dos fragmentos
coletados nas outras distancias de 10 a 80 cm foi observada uma
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Figura 1. Porcentagem de coldnias de Lasiodiplodia theobromae,

desenvolvidas em BDA, a partir de tecidos de cajueiro conforme a distancia
do cancro (ponto zero). Os dados representam médias de quatro repeticdes.

variacdo na porcentagem de col6nias de 10 a 45% a medida que a
distancia aumentava. (Figura 1). Esperava-se que o nimero de coldnias
desenvolvidas fosse decrescente em relagdo a distancia do cancro, o
que ndo ocorreu. A pouca uniformidade no tamanho das amostras e na
localizacdo do fragmento plaqueado pode ser responsavel por essa
irregularidade. Pois a escolha do sitio de retirada do fragmento foi feita
com base em medidas (i. e. 10 cm) ndo tendo sido considerado o tipo
de tecido (i. e. gema ou internédio).

No segundo ensaio, L. theobromae foi isolado até 90 cm em ambas
os sentidos (i.e. ascendente ou descendente, em relagdo ao cancro),
embora as proporg¢des de isolamento obtidas se mostraram irregulares,
ndo apresentando o esperado padrdo decrescente em relagdo ao cancro,
a exemplo do ensaio anterior (Figura 2). Diferentemente dos dados
anteriores, as propor¢des de isolamentos a partir dos cancros (i. e.
distancia zero) foram menores (20%) em relacgdo as outras distancias,
provavelmente porque os tecidos ja se encontravam em estadios
avancados de necrose, conseqlientemente com maior populacdo de
microrganismos oportunistas que suprimiram o crescimento de L.
theobromae. Nas demais distancias avaliadas, foram observadas
irregularidades quanto a proporcao de coldnias, a exemplo do ensaio
anterior. Entretanto, estes dados confirmam o comportamento
endofitico de L. theobromae também em troncos de cajueiro (Figura
2). O termo endofitico, porém, tem sido muito discutido em relagdo
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Figura 2. Porcentagem de crescimento micelial de Lasiodiplodia
theobromae, desenvolvidas em BDA, a partir de tecidos de cajueiro
conforme a distancia (ponto zero) e o sentido (descendente e ascendente)
em relacdo ao cancro.
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aos organismos considerados patdgenos latentes, como na familia
Botryosphaeriaceae da qual L. theobromae pertence (17).

No terceiro ensaio, 25 col6nias (11 isoladas de amostras com
sintomas e 14 de amostras sem sintoma de ramos e troncos de cajueiro)
de L. theobromae foram obtidas das 30 amostras de tecido de cajueiro
de varios municipios do Nordeste, sendo que 12 apresentavam
sintomas caracteristicos da resinose (cancro) enquanto 18 amostras
n&do apresentavam sintomas. Aproximadamente 92% dos fragmentos
de tecidos com sintomas e 78% dos fragmentos de tecidos sem
sintomas, produziram coldnias do fungo, revelando a capacidade de L.
theobromae de sobreviver naturalmente em tecidos assintomaticos de
cajueiro (Tabela 1). Estes dados podem ser interpretados segundo
duas perspectivas distintas. Uma refere-se ao carater essencialmente
endofitico do fungo, definido pela caracteristica mutualistica da relacdo
com o hospedeiro (17), enquanto que, a outra sugere o carater de
patdgeno latente. Estudos sobre a estrutura genética da populagao do
fungo e as interagdes fisioldgicas entre ecotipos e com o hospedeiro
poderdo contribuir para a elucidacéo dessas questdes.

No presente estudo, o0 comportamento endofitico de L. theobromae
foi confirmado, conforme suposi¢cfes anteriores baseadas em
observagGes em outras espécies (14,15,16,17). Esta informacao reveste-
se de uma importancia marcante no delineamento de estratégias de
manejo da resinose, sendo, por conseguinte muito mais dificil o uso
eficiente de medidas de exclusdo. O grande nimero de espécies
hospedeiras e a aparente falta de especializacao por hospedeiro aliado

Tabela 1. Tipo de cajueiro amostrado, localizacéo das plantas e presenca
ou auséncia de sintomas da resinose que produziram col6nias de
Lasiodiplodia theobromae, Fortaleza, CE. 2007.

Tipo ou clone Local Sintoma’
Comum Pacajus, CE +
Comum Beberibe, CE +
Comum Alto Santo, CE +
Comum Quixeré, CE +
Comum Crato, CE -
Comum Palmécia, CE -
Comum lguatu, CE -
Comum Trairi, CE +
Comum Itapipoca,CE -
Comum Marco, CE -
Comum Jijoca — Estrada Cruz, CE -
Comum Jijoca — Lagoa, CE -
Clone, CCP 76 Camocim, CE -
Comum Ipu - Sr. Braulio, CE -
Comum Ipu - Sitio Minas, CE -
Clone, CCP 76 Hidroléandia, CE -
Comum Oeiras, PI +
Comum Floriano, PI +
Clone, CCP 76 Floriano, PI +
Clone, CCP 76 Sdo Raimundo Nonato, PI +
Comum Parnaiba, PI -
Comum Severiano Melo, RN +
Comum Serra do Mel, RN -
Comum Cajazeiras, PB +
Clone, CAP 14 Petrolina, PE -

" Sintomatica (+); Assintomatica (-).
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ao carater endofitico de L. theobromae certamente impde grandes
obstaculos ao controle de doencas causadas por esse organismo.
Estudos genéticos baseados em marcadores de DNA objetivando
identificar e caracterizar as populagdes prevalecentes nos diferentes
tecidos, hospedeiros e localiza¢do geografica tornam-se cada vez mais
necessarios na elucidagdo dos mecanismos de interagdo com as plantas
cultivadas (8,14,17).

Efeito da origem do garfo e semente na ocorréncia da resinose

A primeira ocorréncia de resinose no campo foi detectada quando
as plantas estavam com dez meses de idade, comprovando estudos
anteriores (5). Uma maior incidéncia de resinose foi observada nas
plantas produzidas de sementes de plantas que apresentavam sintomas,
independente da sanidade do enxerto (Figura 3). Aanalise de variancia
e o0s niveis de incidéncia de resinose apresentaram uma diferenca
significativa do teste F (valor de P = 0,0295) considerando o fator
origem da semente (Figura 3).

O isolamento de L. theobromae sempre foi possivel a partir de
tecidos lenhosos de cajueiro, contrastando com um diferente ecotipo,
geneticamente distinto, que infecta tecidos ndo lenhosos, descrito
como o agente de uma outra doenga do cajueiro chamada podridao-
preta-da-haste (8).

B semente de planta com resinose
Esemente de planta sadia

50 7

20

Resinose (%)
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Planta com resinose planta sem resinose
Origem do garfo

Figura 3. Porcentagem de incidéncia de resinose, comparando garfo e
semente originarios de plantas com e sem resinose. Dados sdo médias de
cinco repeticoes de seis plantas cada, ap6s 36 meses de plantio no campo.
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A analise de variancia dos resultados revelou uma interagao
significativa entre os fatores origem da semente e do garfo, sugerindo
0 desmembramento visando verificar o efeito de cada componente da
interacdo. Foi observado que a interagdo garfo de planta doente e
semente de planta doente apresentou valores bem mais elevados do
que a interacdo garfo de planta sadia e semente de planta doente,
mostrando que o garfo também contribui no aumento da incidéncia,
embora a origem do garfo ndo tenha sido significativa para a incidéncia
daresinose (Figura 3). Neste caso, o efeito pode ser indireto, ou seja,
o garfo de planta doente contribui mais pelo menor vigor ou maior
sensibilidade ao estresse da planta.

A andlise da interagdo entre origem da semente e do garfo revela
que a interacdo de semente e garfo originados de plantas sem sintoma
ndo apresentou diferenca significativa de valores de incidéncia para as
outras interagOes, aproximadamente 25%, exceto a interagcdo que
semente e garfo sdo originados de plantas com sintomas da doenca,
cerca de 35%, com nivel de significancia nominal do teste F com valor
de P = 0,018, indicando que a origem da semente tem um efeito mais
marcante na ocorréncia da doenga. A ocorréncia da resinose em quase
todas as plantas ao longo dos 36 meses de monitoramento revelou
que, apesar da importancia da muda (origem da semente e do garfo)
representar um aspecto importante na incidéncia da doenga, outros
agentes de disseminacao (e.g. artropodes, passaros e podas) (3,6) sdo
importantes nas areas onde a doenga ja esta estabelecida (Figura 4).

A resinose tem sido descrita como uma doenga que se inicia quando
as plantas ja se encontram com idade igual ou superior a 18 meses,
coincidindo com o inicio da produgdo comercial. Como o plantio é
feito no inicio da estagdo chuvosa, o cajueiro tera sua primeira floragdo
e producdo concentrada justamente no periodo seco do ano,
conseqlientemente mais vulneravel ao estresse hidrico. Essa assertiva
pode ser confirmada pelos dados obtidos nesse estudo. A analise do
progresso da resinose considerando-se o fator origem da semente revela
que, do décimo até o décimo sétimo més, ndo foi observado nenhuma
diferenca significativa para esses fatores, fato que sugere a presenca
de outros agentes de disseminagdo do patégeno. Entretanto, a medida
que a epidemia progrediu observou-se uma maior incidéncia nas plantas
originadas de sementes provenientes de plantas doentes (Figura 4),
evidenciando-se claramente a importancia da semente no progresso da
resinose, sobretudo na fase de maior taxa de crescimento da doenga (i.

Bl semente de planta com resinose

El semente de planta sadia

23 25 28 30 32 34 36

Figura 4. Progresso da resinose em todo o experimento (A) e comparagdo das médias de incidéncia resinose quanto ao fator origem da semente: semente
sadia= plantas originarias de sementes de plantas sem resinose e semente doente= originarias de sementes de plantas com resinose (B).
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e. 18 a 25 meses).

As informacGes obtidas neste trabalho permitem comprovar a
capacidade de L. theobromae de sobreviver internamente nos tecidos
de cajueiro, sem causar nenhum sintoma, além de estabelecer a
importancia relativa da origem da semente e do garfo na disseminagao
primaria da resinose. Estudos posteriores sobre as interagdes entre 0s
ecotipos presumivelmente endofiticos e 0 hospedeiro sdo necessarios
a fim de avaliar o potencial de utilizacdo desses organismos como
agentes de controle bioldgico da resinose, aexemplo de outras interagdes
(11,16).
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