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Métodos de inoculacéo de Lasiodiplodia theobromae em plantas de aceroleira e detec¢do do

patdgeno por marcadores moleculares

Eveline Nogueira Lima', Joilson Silva Lima®, Maria Emilia Bezerra de Aratjo’, Edson Souza
Alves' e Candida Herminia Campos de Magalhaes Bertini*

Resumo - O Nordeste brasileiro € a regido do pais onde a aceroleira melhor se adapta, o que incentiva a instalacdo de
grandes empreendimentos agroindustriais desta cultura. Porém, um dos fatores limitantes nas areas produtoras é a
doenca causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae. A resisténcia genética é o método mais promissor no controle
deste fitopatogeno. Entretanto, a sele¢do de clones de aceroleira resistentes em campo a essa fitomoléstia é onerosa e
demorada. Portanto, a inoculagdo artificial em mudas se faz necessario para a superacdo desse problema. Aliado a isso,
0 uso de marcadores moleculares podera permitir a caracterizacdo, a deteccdo, o diagndstico e o monitoramento da disseminagéo
desse fungo. Com isso, objetivou-se neste trabalho definir uma metodologia de selecéo de clones de aceroleira quanto a reacdo a
L. theobromae através de inoculagBes artificiais e a identificacdo do fitopatogeno em caule de mudas dessa cultura através de
marcadores SSR. Foram testados nos clones de aceroleira BRS 152 e BRS 236 trés métodos de inoculagdo: Bisel,
Furadeira e Palito. Para a identificagdo dos isolados de L. theobromae obtidos de aceroleira, estes foram submetidos a
reacdo de PCR, com 13 iniciadores especificos, previamente descritos para o fungo. Os métodos do Palito e Furadeira
se mostraram mais eficientes para a inoculacdo de L. theobromae em clones de aceroleira BRS 236. Foi possivel a
identificacdo do patdgeno através de marcadores moleculares.
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Abstract —The Brazilian Northeast is the region of the country where the acerola best fits and this encourages the
installation of large agribusiness ventures of this culture. However, one of the limiting factors in producing areas is the
disease caused by the fungus Lasiodiplodia theobromae. The genetic resistance is the most promising method to control
this pathogen. However, the selection of resistant acerola clones in the field is expensive and time consuming.
Therefore, the artificial inoculation of seedlings is needed to overcome this problem. Allied to this, the use of molecular
markers may allow the characterization, detection, diagnosis and monitoring the spread of this fungus. Therefore, this
study aimed to define a methodology for clones selection of acerola for resistance to L. theobromae through artificial
inoculation and fungus identification in the stem by SSR markers. Were tested in the acerola clones BRS 152 and BRS
236 three methods of inoculation: bevel, drill and toothpick. For the isolates identification of L. theobromae obtained
acerola, they were subjected to PCR with 13 specific primers, previously described for the fungus. Toothpick and Drill
methods were more efficient for the L. theobromae inoculation in the acerola clone BRS 236. It was possible to

pathogen identification through molecular markers.
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INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) é
uma importante frutifera tropical. Trata-se de
uma planta rastica que cresce como arbusto ou
arvoreta e produz frutos conhecidos pelo elevado
conteddo de é&cido ascorbico (vitamina C)
(Guedes et al., 2011).

Diversas doencgas fungicas sdo relatadas na
cultura de aceroleira, destacando-se a antracnose
causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.). Penz. & Sacc. e
Colletotrichum dematium (Pers. ex Fr.) Grove
que trata-se da doenca mais difundida no Brasil
(Alves et al., 1995). No estado do Ceara,
Holanda et al., (1997) realizaram o mapeamento
das doencas da aceroleira nas zonas fisiograficas
do Sertdo, Litoral e Serras Umidas, sendo
constatado doencas flngicas como a podriddo
dos frutos e a podriddo seca das hastes causadas
por Rhizopus nigricans Ehr. e Lasiodiplodia
theobromae  (Pat) Griff. &  Maubl.
(=Botryodiplodia theobromae Pat.),
respectivamente.

Um dos fatores limitantes nas &reas
produtoras de aceroleira sdo as doencas
causadas pelo fungo L. theobromae, o qual se
trata de um fitopatdgeno altamente polifago,
possuindo mais de 500
(Punithalingam, 1976; Punithalingam, 1980).
Segundo Freire & Cardoso (2003) citado por

hospedeiros

Lima et al., (2012), a podrid&o seca das hastes

causada por L. theobromae em aceroleira, vem

assumindo consideravel importancia
econdmica, pois, provoca a morte de um grande
ndmero de plantas, tanto em pomares caseiros
como em plantios comerciais. A seca do ramo
inicia-se a partir da extremidade, avancando em
direcdo ao caule. A infeccdo pode, raramente, se
iniciar pelo sistema radicular. A morte
descendente de um ramo pode demorar meses
para atingir o caule e provocar a morte da
planta.

Uma das medidas de controle de doengas na
cultura da aceroleira consiste na utilizacdo de
clones resistentes. Entretanto, o processo de
obtencdo desses materiais requer programas de
melhoramento demorados e onerosos, e 0s
primeiros sintomas sdo observados apenas a
partir do segundo ano apds o plantio (Paiva et
al., 2002). A inoculacdo artificial, portanto,
torna-se necessaria para a superacdo desses
problemas. Os primeiros testes visando definir
uma metodologia de inoculacdo foram
desenvolvidos recentemente (Costa, 2006),
revelando  aspectos  preliminares  para
viabilizagdo de uma metodologia padr&o.

Os programas de melhoramento da
aceroleira tém voltado suas atencdes também
para porta-enxertos com resisténcia a pragas e
doencas (Manica et al., 2003), limitantes para a
cultura na regido Nordeste (International Board
For Plant Genetic Resources, 1986).

O uso de marcadores moleculares podera
permitir a caracterizagdo (“fingerprinting”), a
deteccdo, o diagndstico e 0 monitoramento da
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disseminacdo de especificos ecotipos de L.
theobromae entre pomares e até entre regides.
A deteccdo da presenca de tipos patogénicos do
fungo em propagulos assintomaticos podera ser
feito com absoluta seguranga, usando esses
marcadores através da PCR (Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

O objetivo deste trabalho foi definir uma
metodologia de inoculagdo de L. theobromae
para auxiliar na sele¢éo de clones de aceroleira
e identificar o fungo em caules infectados

através de marcadores SSR.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio
de Fitopatologia (cultivo e esporulacdo do
fungo), no Laboratorio de Biologia Molecular
(analise molecular) e em casa de vegetacdo
(métodos de inoculagdo) da Embrapa
Agroindustria Tropical, localizada no bairro

Planalto Pici, Fortaleza-CE.

Para testar os métodos de inoculacdo de L.
theobromae foram utilizados os clones de
aceroleira BRS 152 e BRS 236. As mudas dos
clones foram obtidas do campo experimental
da Embrapa, localizada no municipio Pacajus-
CE e levadas para a Embrapa Agroindustria
Tropical, na cidade de Fortaleza-CE. Para a
obtencéo do isolado fangico de L. theobromae
foram feitas observagcfes da incidéncia da
podriddo seca das hastes no jardim de
sementes de aceroleira, localizado no campo
experimental da Embrapa, municipio de

Pacajus-CE, onde foi coletado material

vegetal infectado pelo patogeno.

Posteriormente, esse  material  vegetal
infectado foi levado para o Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa, onde se procedeu
ao isolamento do fungo em cultura pura. Apos
a identificagdo do mesmo, este foi usado no
teste de patogenicidade em mudas de
aceroleira depois de cultivado em placas de
Petri contendo o meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) durante sete dias. Foram
testados trés metodos de inoculagdo: Bisel,
Furadeira e Palito. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), no esquema fatorial 2X3
(2 clones de aceroleira e 3 métodos de
inoculacdo), com quatro repeticdes, cada
muda de aceroleira constituindo uma unidade

experimental.

Método do Bisel

Depois de cultivado por sete dias, um disco
de 0,5 cm de didmetro do micélio fangico foi
retirado da placa de Petri e introduzido em um
corte na muda de aceroleira feito a 13 cm
acima do ponto de enxertia a uma
profundidade de corte de 5 mm (largura da
lamina do bisturi). Imediatamente apds a
inoculacdo, o caule cortado foi coberto com
vaselina sélida e externamente protegido com
fita Parafilm®.

Meétodo do Palito

Palitos de Pinus sp. (tipo palito dente)
esterilizado foram distribuidos na superficie
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da placa de Petri contendo o meio de cultura
BDA mais o fungo e depois foram
acondicionados durante sete dias. Os palitos
com crescimento fungico em suas superficies
foram utilizados para a inoculagdo. As mudas
de aceroleira foram furadas com auxilio de
uma furadeira elétrica e broca de 2 mm, em
uma altura de 13 cm acima do ponto de
enxertia e com profundidade aproximada de 2
mm. No local perfurado foi colocado o palito
de dente contendo L. theobromae, sendo
depois coberto com vaselina sélida e

externamente protegido com fita Parafilm®.
Método da Furadeira

Os caules das plantas foram furados com
auxilio de uma furadeira elétrica e broca de 2
mm, 13 cm acima do ponto de enxertia e com
profundidade de 2mm. Em cada orificio
aberto foi colocado um disco de 2 mm de
didmetro com estrutura micelial do fungo,
cultivado em meio de cultura BDA, retirado
da periferia da placa de Petri contendo a
cultura fangica apds 7 dias de cultivo, ficando
0 in6culo em contato com a estrutura vascular
da planta. Apds a inoculacdo, utilizou-se
vaselina solida para evitar ressecamento do
disco de BDA com o inéculo, sendo o local

envolvido com fita de Parafilme®.

Avaliacdo da infec¢éao de L. theobromae em

aceroleira

A avaliacdo da doenga foi realizada 15 dias
apos a inoculagdo do fungo, medindo-se o

comprimento das lesdes internas observadas

nas plantas, mediante corte longitudinal do
caule das mudas.

Os dados obtidos do comprimento das
lesbes em mudas de aceroleira inoculadas
foram submetidos a andlise de variancia
utilizando o programa estatistico Sisvar,
versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey (P=0,05).

Caracterizacdo genética

Apos a avaliacdo da infec¢do do patdgeno
nas plantas, amostras de caule de aceroleira
foram levadas para o laboratdrio de Biologia
Molecular onde foram realizadas as extracfes
de DNA segundo protocolo de Cavalcanti
(2004). Os DNAs dos isolados de L.
theobromae obtidos de aceroleira foram
submetidos a reacdo de PCR, com 13
iniciadores especificos (Tabela 1), da marca
IDT (Integrated DNA  Technologies),
previamente descritos para esse fungo
(Burgess et al., 2003; Cardoso & Wilkinson,
2008).

A reacdo de amplificacdo foi realizada para
um volume final de 20 pL, contendo 2 pL de
DNA gendmico, 1 uL de cada primer, 0,4 uL
de dNTPs, 0,6 uL MgCl12, 2 uL de Tampéo
10x “buffer”, 0,2 puL de Platinum Taq DNA
polimerase e 12,8 uL de agua ultra pura para
completar o volume final. A amplificacéo foi
realizada sob as seguintes condi¢des: um ciclo
a 94 °C por 1 min., 35 ciclos, sendo cada um
a 94 °C por 30 seg., 52 °C por 30 seg. e 72 °C
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por 2 min., e um ciclo final de extensdo de 72 foram realizadas em termociclador, sendo do

°C por 7 min. As reagdes de amplificacdo modelo TC 512 da TECHNE.

Tabela 1. Lista de iniciadores utilizados nas reacdes de polimerase em cadeia para a identificacao de

isolados do Lasiodiplodia theobromae em caules de mudas de aceroleira

Temp. de
Pares de "'primers SSR Sequéncia v’
anelamento (°C) SSR
LT1 for LT1 rev GAGGGTTTTGTGCTCCATGT 52-62 (CA)6
GGAAAACGGTGGTCAAAGAA
LT2 for LT2 rev ATTGGAAAGGAGGGAAAGGA 55-60 (CA)8
GCGCGCTTCTTCCAGAAA
LT3 for LT3 rev GTAGATGTGGTCGCGGAGTT 55-62 (GGT)8
TCCCCCATGTATACCAGGTC
LT 4 for LT4 rev GTAGATGTGGTCGCGGAGTT 54-62 (CcA)7
CTCGTTAGGAAGGAAAGCAT
LT8 for LT8 rev GAACTATCCCCGCATCTACT 54 (GGT)7
GGGAAAATAAAATGGTCTGG
LT for LT9 rev GAAACCCTTGTTCCATGC 55-57 (GA)9
CAAGGATACGATGTGGACTG
LT3/4 for LT3/4 rev GACTCATTCACGGTCTCATG 58 (CT)5
GTGGAGCGGAACTGTCTGCT
LT13/14 for LT13/1 rev GAGTTGTTAGTGCGGGCGCC 58 (GA)3
GCAGCCCCACAATTCACCAG
LT15/16 for LT15/16 rev GCCAGATCCGTGCCCACTG 58 (CT)5
CATGCAGAGGTCGCAAAGTG
LT17/18 for LT17/18 rev GATCTTCCAGCTCTTCGGCC 58 (A)n
GACACTGCAGTAGGTTAGCG
LT21/22 for LT21/22 rev GGAAGATGATGGGATGGTTC 58 (CA)S
GTACAAGAACGAACTCCGGT
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LT27/28 for LT27/28 rev CGAACAGGGTTTCGTGACGT 58 (CG)4
CTCATATCTCGCCGGTTGCC

LT29/30 for LT29/30 rev GACGAGGTCAAGGGCGACA 58 (CAA)7
CCTCCATGTCGGATTCCTTG

As reacdes foram preparadas isoladamente.
Os produtos amplificados foram separados em
gel de agarose (1,8%) corados com brometo
de etideo (0,5 pg/uL) e submetidos a 90 volts
por 2 horas. Posteriormente, os geéis foram
visualizados sob luz UV e fotografados em
fotodocumentador digital Canon PowerShot
A620.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo dos sintomas internos nas

plantas de aceroleira inoculadas com L.

theobromae houve interacdo (P<0,05) entre
os fatores clone e método de inoculagdo.
Entretanto, nd&o houve diferenca no
comprimento da les&o interna dos tratamentos
que fizeram uso de inoculacdes artificiais
sobre o clone BRS 152 (Tabela 2). Sendo que
para o clone BRS 236, os métodos de
inoculacdo Palito e Furadeira foram mais
eficientes que o método do Bisel (Tabela 2).
Apenas para 0 método do Bisel, foi possivel
observar diferencas entre os clones, sendo
este método de inoculagdo mais eficiente no
clone BRS 152 (Tabela 2).

Tabela 2. Comprimento médio da lesdo interna (cm) em dois clones de aceroleira infectadas pelo

fungo Lasiodiplodia theobromae através de trés métodos de inoculacéo.

Meétodos de inoculacéo

Clones - - :
Bisel Furadeira Palito
BRS 152 10,67 Aa 13,95 Aa 16,87 Aa
BRS 236 3,82 Bb 14,02 Aa 18,53 Aa

CV (%) = 20,16

IMédias de cada clone seguidas da mesma letra maitscula nas colunas e médias de cada método de inoculacéo seguidas
pela mesma letra mindscula nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de significncia pelo teste

de Tukey.

Smith et al. (1991), trabalhando com
Phytophythora spp., em citros, ressaltaram
que o método do Bisel é severo, devido ao
alto potencial de in6culo, pois a densidade do
inoculo pode afetar a susceptibilidade da
planta ao patdégeno, fato que ndo foi
comprovado no clone de aceroleira BRS 236,

visto que este método foi o que apresentou
menor comprimento da leséo. Entretanto o
autor supra citado trabalhou com um
patossistema diferente do que foi aqui
estudado, ocorrendo variagdes na metodologia

de inoculagéo.
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O método do Palito mostrou-se bastante
agressivo, esse método pode ter provocado
uma injuria no tecido da planta, causando um
maior estresse e, consequentemente, uma
maior severidade dos sintomas. Cardoso et al.
(2010), relataram que esse método apresenta
um inconveniente pratico decorrente da
dificuldade de penetracdo desse no caule
lenhoso das mudas de cajueiro. Contudo, a
adaptacéo feita no presente trabalho sana este
problema, uma vez que é feito uma previa
perfuracdo no hospedeiro antes da introducédo
do palito carregando o patbgeno a ser
inoculado.

Como os trés métodos foram eficazes
quanto a distin¢do entre clone BRS 152 e o0s
métodos Furadeira e Palito entre o clone BRS
236, a escolha do método a utilizar segundo
alguns autores, deve obedecer a critérios

como facilidade de execucdo, rapidez e

possivel repeticdo dos sintomas (Pastor-
Corrales et al,. 1981; Opio et al,. 1994).

As metodologias de inoculacdo e de
avaliacdo, em condicGes de casa de vegetacdo
sdo de grande importancia, principalmente
nos programas de melhoramento de plantas
visando resisténcia a patdgenos, pois podem
ser executados em quaisquer épocas do ano,
agilizando, viabilizando e reduzindo os custos
destes programas. Entretanto eles necessitam
ser ajustados para cada patossistema (Sousa et
al., 2003).

Os DNAs extraidos pelo protocolo
Cavalcanti (2004), apresentou boa qualidade e

quantidade suficiente para realizacdo de todas

as reacdes (Figura 1).

Figura 1. Fragmentos de DNA extraidos utilizando-se o protocolo Cavalcanti (2004), e

visualizados em gel de eletroforese a 1 % de agarose. A primeira coluna da figura corresponde ao

marcador 1Kb da invitrogen. As demais colunas sdo amostras de DNA de isolados do Lasiodiplodia

theobromae extraidos de caules de mudas de aceroleira.
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Nas andlises de reacdes de amplificacdo
realizadas utilizando os 13 iniciadores (Tabela
1), oito iniciadores (LT1, LT3, LT4, LTS8, LT
13/14, LT 15/16, LT 17/18 e LT 21/22) foram
positivos para deteccdo de L. theobromae no
tecido do hospedeiro.

Estes resultados foram diferentes de Melo
(2010), estudando a variabilidade genética do

fungo L. theobromae em mudas de cajueiro.

Segundo o autor, ndo foi possivel obter
nenhuma amplificacdo nas reacgdes, sendo que
0 mesmo utilizou os mesmos iniciadores aqui
em estudado, porém com espécie diferente.
Os padrdes de bandas relativos aos isolados

mostraram-se  extremamente semelhantes,

comprovando a presenca do fungo nas mudas
(Figura 2).

Figura 2. Padrdo de amplificacdo de isolados do Lasiodiplodia theobromae em caules de mudas de

aceroleira com o iniciador LT21/22. Nas linhas laterais estdo os marcadores de 1kb e as outras linhas
correspondem hé&: T (Testemunha), 1 (BRS 152 bisel), 2 (BRS 152 Palito), 3 (BRS 152 Furadeira), 4
(BRS 236 Bisel), 5 (BRS 236 Palito) e 6 (BRS 236 Furadeira).

As informagBes contidas neste trabalho
devem ser (teis em trabalhos de melhoramento
genético visando obter a extracdo de DNA do
fungo L. theobromae diretamente do caule da
muda da aceroleira, para deteccdo do mesmo via
PCR, proporcionando assim melhores estudos de
resisténcia do patdgeno em questdo. Esta técnica

requer pequenas quantidades de DNA, € de

répida execugdo e permite trabalhar com um
nimero grande de isolados de uma populagéo de
patdgeno (Manners et al., 1992). Além disso,
estas informagBes ainda podem dar um
indicativo na eficiéncia do controle de doengas,
uma vez que populacBes de patdgenos com alta
diversidade genética se adaptam  mais

rapidamente a medidas de controle.
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CONCLUSOES

1. Dependendo do Clone de aceroleira
utilizado, as inoculagbes artificiais
pelo método Bisel, Furadeira e pelo
método do Palito podem produzir

resultados diferentes;

2. No clone de aceroleira BRS 152, as
inoculagdes artificiais tanto pelo método
Bisel, Furadeira como pelo método do
Palito produzem resultados semelhantes;

3. O método do Palito e Furadeira
mostram-se superiores a0 método do
Bisel no clone de aceroleira BRS 236;

4. Foi possivel identificar o fungo L.
theobromae através de marcadores SSR.
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