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RESUMO 
 

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) é um arbusto frutífero cujo cultivo tem se 
expandido por todo o território brasileiro, principalmente na região Nordeste. A 
morde descendente causada por fungos da família Botryosphaericeae vem 
sendo relatada frequentemente nos pomares desta cultura, entretanto, este 
grupo de fungos ainda é pouco estudado e a padronização de metodologias para 
as inoculações e avaliação de resistência de acessos de aceroleira plantadas no 
Brasil, ainda são escassos e precisa de maior atenção. Assim, os objetivos deste 
trabalho foram ajustar metodologias fitopatológicas, bem como, identificar 
aceroleiras com resistência à morte descendente, causada por Lasiodiplodia. 
Para a metodologia de esporulação, três experimentos foram conduzidos em 
delineamento inteiramente casualizado (DIC) no esquema fatorial (5x5), nos 
quais foram testados cinco substratos (1- acículas de Pinus, 2- palha da espiga 
do milho, 3- folha de mangueira, 4- ramos de aceroleira e 5- nervuras centrais da 
folha do milho) e cinco isolados dos gêneros Lasiodiplodia e Bothyosphaeria com 
três repetições por tratamento. Cada repetição correspondeu a uma placa 
contendo ágar-água e quatro fragmentos para cada substrato. Foram avaliadas a 
produção e fertilidade de picnídios. Em sequencia, três métodos de inoculação 
foram avaliados, sendo estes: 1- Furador, 2- corte em Bisel e 3- Desponte. Na 
execução deste experimento mudas de aceroleira das cultivares Junko e 
Okinawa foram inoculadas com um isolado de Lasiodiplodia. Este experimento foi 
montado em DIC em esquema fatorial com seis tratamentos de inoculação (três 
métodos de inoculação e suas testemunhas) e duas cultivares, sendo usados 
quatro repetições por tratamento. Para a avaliação dos métodos foi mensurado a 
área da lesão 30 dias após as inoculações. Em um segundo momento, três 
isolados de Lasiodiplodia foram avaliados quanto à agressividade e o mais 
agressivo foi utilizado para a determinação do nível de resistência dos acessos 
de aceroleira. Para isso, um experimento em DIC foi conduzido, contendo três 
tratamentos (isolados) e dez repetições (mudas da cultivar Junko). Na avaliação 
da resistência das aceroleiras, dois experimento em DBC foram conduzidos, nos 
quais foram testados 34 acessos do BAG da Embrapa Semiárido. Cada acesso 
inoculado foi considerada um tratamento, sendo considerado como repetição 
uma planta clone de cada tratamento, no total foram usadas quatro repetições. 
Após 30 dias da inoculação do fungo, o comprimento das lesões foi mensurado. 
Os substratos com os melhores desempenhos, para induzir a esporulação dos 
isolados foram Folha de mangueira e Ramos de aceroleira, juntamente com as 
acículas de Pinus, sendo uma alternativa para induzir a esporulação deste fungo 
in vitro. Dentre os métodos de inoculação, o método do Furador foi o mais 
indicado para inoculação por ser de grande rapidez, simples execução e permitir 
a separação entre cultivares à resistência a morte descendente. O isolado de L. 
iraniensis  foi o mais agressivo, causando a morte de 90% das mudas da cultivar 
Junko. Identificou-se também variabilidade genética entre clones de aceroleira 
quanto à reação a Lasiodiplodia, sendo possível identificar doze acessos de 
aceroleira moderadamente resistente à morte descendente, o que poderá permitir 
o desenvolvimento de materiais resistentes à morte descendente causada por 
Lasiodiplodia spp.. 
Palavras-chave: Malpighia emarginata DC., resistência genética, métodos 
fitopatológicos, esporulação 
 

 



 

 

 

ABSTRACT 
 
 
The acerola (Malpighia emarginata D. C.) is fruit-bearing shrub whose cultivation has 
expanded throughout the Brazilian territory, especially in the Northeast region. The 
branches dieback caused Botryosphaericeae fungal family has been frequently 
reported in acerola fields, however, this fungi group has not been studied in deep and 
the methodologies for inoculation are not standardized yet and resistance evaluation 
of acerola cultivars planted in Brazil are still scarce. The aim of this study were to 
develop Phytopathological methodologies and identify acerola plants with resistance 
to dieback, caused by Lasiodiplodia. For the sporulation methodology, three 
experiments were conducted in 5x5 full fatorial design, five media cultures were 
tested (needles of pine, corn cob straw, mango leaf, acerola branches and central 
ribbing the corn leaf) and five isolates of Lasiodiplodia and Bothosphaeria genus with 
three repetitions per treatment. Each repetition refers to a water-agar plate containing 
four fragments of each media. Production and pycnidia fertility were evaluated. 
Furthermore, three inoculation methods were evaluated: the awl, the cut in chisel and 
pruning. For this experiment each acerola plant of Junko and Okinawa cultivars were 
inoculated with an isolate of Lasiodiplodia. the experiment was in a full factorial 
design with six inoculations treatments (three methods of inoculation and their 
witnesses) and two cultivars and four replicates per treatment. to evaluate the 
methods, infected area was measured 30 days after inoculation. Later, three isolates 
of Lasiodiplodia were evaluated for aggressiveness and the most aggressive was 
used to determine the collection resistance level. For this, the experiment was 
completely randomized designed, with three treatments (isolated) and ten repetitions 
with the collection. To determine acerola´s resistance, two experiments was 
conducted in a completely randomized blocks design with 34 collection from 
Embrapa semiarid germoplasm bank were tested. Each collection inoculated was 
considered a treatment, and each clone was considered one repetition, totalizing 4 
repetitions for each collection 30 days after fungal inoculation, the length of lesions 
was measured. The results demonstrated that media with mango leaf and branches 
of acerola had the best performance, and needles of Pinus to induce fungal 
sporulation, thus an alternative to induce fungal sporulation in vitro. between the 
inoculation methods, the awl method was the most suitable for inoculation due to be 
faster, easy to do and permit separate cultivars. The L. iraniensis isolated was the 
most aggressive, causing the death of 90% plants of cultivar Junko. It was also 
identified genetic variability in acerola clones due to Lasiodiplodia resistence, Also 
this study permitted identify twelve collection of acerola with moderate resistance to 
branches dieback, of which only the BRS Cabocla and Flor Branca are grown on a 
larger scale, which it could support the development of branches dieback resistant 
materials caused by Lasiodiplodia spp.. 
. 
 
Key-words: Malpighia emarginata, tough, phytopathological methods, sporulation, 
aggression 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) também conhecida como 

cereja-das-antilhas é um arbusto frutífero, originária da América Tropical, cujo 

cultivo tem se expandido por todo o Brasil, com destaque para a região 

Nordeste (RITZINGER et al., 2003). Esta expansão da área cultivada com 

aceroleira está relacionada, principalmente, por suas qualidades nutricionais 

com destaque para o alto percentual de vitamina C, facilidades de cultivo e 

adaptação edafoclimática (RITZINGER; RITZINGER, 2011). Porém, um dos 

fatores limitantes da produção tem sido a ocorrência de doenças, dentre elas 

pode-se destacar a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.). Penz.  

&  Sacc.  e  Colletotrichum  dematium  (Pers.  ex  Fr.)), nematoides 

(Meloidogyne sp.)), cercospororiose (Cercospora sp.), mancha de Alternaria 

(Alternaria sp.), podridão dos frutos (Rhizopus  nigricans  Ehr.)  e a podridão 

seca das hastes (Lasiodiplodia  theobromae  (Pat)  Griff. & Maubl. (= 

Botryodiplodia theobromae Pat.)) (RITZINGER et al., 2003). 

 A podridão seca das hastes da aceroleira, causada por Lasiodiplodia 

spp. vem assumindo um papel importante no cultivo desta cultura, pois vem 

provocando a morte de plantas, tanto em pomares caseiros como em plantios 

comerciais, implicando em perdas de produtividade, aumento no custo de 

produção e redução na vida útil das plantas (Tavares, 2002; Ribeiro, 2005). A 

doença também é conhecida por morte descendente, devido ao fato dos 

sintomas iniciarem a partir da extremidade dos ramos, avançando em direção 

ao caule. Entretanto, em alguns casos, a infecção pode iniciar pelo sistema 

radicular. O quadro sintomatológico da doença pode evoluir para a morte 

descendente dos ramos e, meses depois, a morte da planta (FREIRE; 

CARDOSO, 2003).  

Para reduzir os danos causados por esta doença, é necessário o uso de 

medidas de controle que geralmente estão associadas ao método cultural, 

como a poda de ramos com o sintoma da doença e a proteção da área de corte 

com pasta cúprica. Entretanto, o melhor método de controle desta doença seria 

a utilização de variedades resistentes (CARDOSO et al. 2009, 2010).  
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Em aceroleira a base dos programas de melhoramento tem sido a 

seleção de genótipos portadores de características de interesse em pomares 

comerciais, tais como vitamina C, teor de sólidos solúveis, produtividade, porte 

da planta, porém o melhoramento genético visando à resistência tem sido 

negligenciado. Para a morte descendente, umas das principais dificuldades 

para a obtenção de cultivares resistente tem sido: 1) a não associação dos 

sintomas com a doença; 2) a falta de importância dada anteriormente à 

doença; 3) falta de estudos sobre a resistência dos cultivares plantados no 

Brasil; 4) falta de padronização de metodologias de estudos com o 

patossistema; 5) demora no surgimento dos primeiros sintomas da doença; 6) 

dificuldade de esporulação dos fungos causadores da doença.  

O fungo L. theobromae (Botryosphaeriaceae), principal agente relatado 

causando a morte descendente, pode ser encontrado em todas as áreas 

geográficas e climatéricas do mundo, com a exceção das regiões polares 

(PHILLIPS et al., 2013).  Este fitopatógeno é polífago possuindo mais de 990 

espécies hospedeiras (FARR; ROSSMAN, 2016) e vem sendo apontado como 

agente causal de danos em muitas frutíferas com importância econômica, 

como a aceroleira (LIMA et al., 2012; FREIRE et al., 2004), videira (BATISTA et 

al., 2010; CORREIA et al., 2012; 2016), abacateiro, citros (FREIRE et al., 

2004), goiabeira (FREIRE et al., 2004; JÚNIOR et al., 2016), coqueiro (FREIRE 

et al., 2004; ROSADO et al., 2016), mangueira (SHAHBAZ et al., 2009; COSTA 

et al., 2010; BATISTA et al., 2012; MARQUES et al., 2013), cajueiro 

(CARDOSO et al., 2009; FREIRE et al., 2004), gravioleira (LIMA et al., 2013; 

FREIRE et al., 2004).  

Estudos recentes evidênciaram um aumento na incidência de doença 

atribuídas a Bothyosphaeriacea, sendo possível observar diversos relatos em 

vários países, dentre estes podemos citar as regiões semiáridas do Brasil 

(CORREIA et al. 2016), África do Sul (TRAKUNYINGCHAROEN et al. 2014), 

Egito (ISMAIL et al. 2012), Irã (ABDOLLAHZADEH et al 2010, 2013; PHILLIPS 

et al 2013), Chile (VALENCIA et al. 2015). Apesar da importância 

fitopatogênica desse grupo de fungos, ainda existe uma carência dede estudos 

sobre esse grupo de fungos, notadamente sobre métodos fitopatológicos como 
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esporulação e interação patógeno-hospedeiro (SAHA et al., 2008; JÚNIOR et 

al., 2016). 

Dessa forma, estudos visando elucidar os aspectos biológicos destes 

patógenos, tais como aprimorar as metodologias de esporulação e inoculação 

e avaliação de resistência dos hospedeiros a esse grupo de fungos, certamente 

serão cruciais para o aprofundamento de estudos com estes fitopatógenos e 

consequentemente para determinação de estratégias de controle eficientes 

para essa doença.  



13 

 

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 

2.1. A aceroleira e seu cultivo no Brasil 

A fruticultura é uma atividade que vem crescendo em todo o Brasil, o 

que fez com que o país alcançasse o patamar de um dos maiores produtores e 

exportadores de frutas do mundo (MARQUES et al., 2013), com cerca de 700 

mil toneladas de frutas frescas exportadas em 2012 (IBRAF, 2015). Um dos 

principais pólos de produção de frutas frescas para exportação encontra-se na 

região do submédio do vale do Rio São Francisco, notadamente na 

microrregião de Petrolina-Juazeiro com mais de 120.000 ha irrigados 

(CODEVASF, 2015). 

As principais culturas frutíferas cultivadas no país são: mangueira, 

macieira, videira, coqueiro, goiabeira, aceroleira, bananeira, maracujazeiro, 

mamoeiro, citros, abacaxizeiro entre outras frutíferas de menor expressão, 

perfazendo um volume de mais de 42 milhões de toneladas de frutas por ano 

(IBGE, 2015). O sucesso da fruticultura em algumas regiões do Brasil está 

associado a facilidade de escoamento da produção e boas condições 

edafoclimáticas para o desenvolvimento das culturas, além  das pesquisas 

desenvolvidas na área de manejo cultural, irrigação, nutrição mineral, 

programas de melhoramento genético e biotecnologia. 

 O cultivo da aceroleira (Malpighia emarginata DC.) tem ganhado espaço 

no cenário nacional, o que levou o Brasil a alcançar o posto de maior produtor, 

consumidor e exportador desta fruta a nível mundial (DE ASSIS et al., 2008). A 

área cultivada no país é estimada em cerca de 10.000 ha, existindo plantios 

comerciais em praticamente todos os Estados brasileiros, contudo, é na região 

nordeste, onde a aceroleira melhor se adaptou, contemplando a maior área 

plantada, assim como, as melhores produtividades (RITZINGER; RITZINGER, 

2011; FREITAS et al. 2006).  

A aceroleira é uma frutífera nativa das Ilhas do Caribe, América Central 

e Norte da América do Sul, região tropical da América. Mais recentemente, esta 

espécie tem sido introduzida em áreas subtropicais de todo o mundo como 

Ásia e América do Sul (DE ASSIS et al. 2008). No Brasil, esta planta foi 
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introduzida, oficialmente, em 1955, na região Nordeste, através da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco, com sementes trazidas de Porto 

Rico, entretanto, está planta já era cultivada nos quintais das casas 

principalmente como ornamental (SIMÃO, 1971).  

O cultivo de aceroleira passou a ter maior impulso a partir do ano de 

1946 depois da descoberta do alto conteúdo de vitamina C dos seus frutos. A 

partir daí teve inicio, em Porto Rico, o plantio comercial da aceroleira, 

expandindo-se para Cuba, Flórida e Hawai (NETO, et al. 1999) . No Brasil se 

iniciou a explorada comercialmente e consequentemente a pesquisa com a 

aceroleira no início da década de 80, devido principalmente à alta demanda 

gerada pelo produto nos países da Europa, Japão e Estados Unidos pela 

vitamina C (FURLANETO; NASSER, 2015).  

Os destaques nacionais no cultivo de aceroleira são os Estados da 

Bahia, Ceará, Paraíba e principalmente Pernambuco que juntos detém cerca 

de 60% da produção nacional com 15.853 toneladas produzidas anualmente 

(FURLANETO; NASSER, 2015; IBGE, 2016; RITZINGER et al., 2003).  A 

principal mesorregião produtora de acerola do país é o polo de Fruticultura 

Irrigada Petrolina-Juazeiro que é responsável pela produção de mais de seis 

mil toneladas/ano, o que corresponde a mais 25% da produção nacional (IBGE, 

2016). Esta considerável produção de acerola está relacionada, principalmente, 

pela facilidades de cultivo (espécie rústica com poucos tratos culturais) e ótima 

adaptação edafoclimática (RITZINGER; RITZINGER, 2011).  

O interesse dos produtores e do mercado consumidor na acerola surgiu 

em razão da descoberta dos altos teores de vitamina C e compostos benéficos 

do fruto, como os antioxidantes. A versatilidade e acessibilidade fazem do 

cultivo de acerola uma alternativa interessante para pequenos e médios 

fruticultores, além disso, a implantação dos pomares é relativamente simples e 

de baixo custo (PETINARI; TARSITANO, 2002). Outro fator que também 

chama bastante atenção dos produtores é o fato da aceroleira produzir até oito 

safras bem distribuídas ao longo do ano. Este fato pode assegurar uma renda 

regular para o produtor e absorver mão-de-obra intensiva, ajudando a fixar os 

trabalhadores nas comunidades do entorno dos perímetros irrigados 

(RITZINGER; RITZINGER, 2011). 
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O fruto de acerola tem ganhado grande importância no mercado mundial 

sendo comercializado in natura, na forma de sucos, geléias, sorvetes e também 

para a extração do ácido ascórbico (vitamina C) como matéria prima para a 

indústria farmacêutica, onde o Japão se destaca como o principal comprador 

(FREITAS et al., 2006). O teor de ácido ascórbico presente na acerola, é de 

aproximadamente, 800 mg/100g em frutas maduras, 1.600 mg/100g em frutos 

meio-maduros e 2.700 mg/100g em frutos verdes, chegando a ser, 

aproximadamente, 100 vezes maior que o valor encontrado na laranja ou 10 

vezes maior que o da goiaba, tidas como frutas possuidoras de alto conteúdo 

de vitamina C (FURLANETO; NASSER, 2015).  

A aceroleira é uma planta rústica que pode ser produzido em climas 

tropicais e subtropicais, sendo esta bem adaptada a temperaturas que girem 

em torno de 26 ° C e precipitação em torno de 1600 mm por ano (RITZINGER; 

RITZINGER, 2011; DE SOUZA et al., 2006; DE ASSIS et al., 2008; 

MOHAMMED; CAMPUS, 2011). Em áreas com pouca chuva, os pomares 

necessitam de irrigação. A aceroleira não apresenta qualquer demanda 

específica por tipos de solo, desde que seja bem drenado, podendo ser 

encontrada sob cultivo em todo o Brasil tanto em solos arenosos como 

argilosos (DE ASSIS et al., 2008).  

A propagação de aceroleira pode ser tanto com o uso de sementes 

(propagação sexual), como pela estaquia e enxertia (propagação assexual ou 

vegetativa), sendo, assim, considerada uma planta de propagação bastante 

simples (ALVES et al., 2007; MOHAMMED; CAMPUS, 2011). Embora, no 

Brasil, muitos pomares foram formados a partir de sementes, este método de 

propagação caiu em desuso por proporcionar grande desuniformidade entre 

plantas. Por isso sua utilização é recomendável apenas para formação de 

porta-enxerto e híbridos em programas de melhoramento genético 

(RITZINGER; RITZINGER, 2011).  

Nas últimas décadas, inúmeros cultivares têm sido recomendadas para 

o plantio no Brasil. Porém, apenas 14 cultivares de aceroleira são registradas 

no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (Mapa). Os cultivares 

de aceroleira são basicamente “variedades monoclonais”, desenvolvidas a 

partir da seleção, clonagem e avaliação de plantas individuais. Geralmente, 



16 

 

 

trata-se de plantas que apresentaram características fenotípicas notáveis em 

áreas de cultivo comercial ou experimental e, por essa razão, foram coletadas 

e passaram a ser propagadas vegetativamente em maior escala (SOUZA et al., 

2013). No Vale do Rio São Francisco, nos Estados da Bahia, Minas Gerais, 

Pernambuco e Sergipe destacam-se as variedades Flor branca, Okinawa, 

Junko e Sertaneja (RITZINGER; RITZINGER, 2011; SOUZA et al., 2013). 

Por ser uma planta rústica, a aceroleira necessita de poucos tratos 

culturais, apesar disso, a poda é uma dos tratos que merece destaque visto 

que deve ser feito durante todo o ciclo produtivo da planta (SIMÃO, 1971). Na 

cultura da aceroleira são feitas podas de formação, de frutificação e de limpeza 

que, quando bem conduzidas, contribuem para o manejo da cultura, com 

destaque para a colheita e o controle de pragas e doenças (RITZINGER; 

RITZINGER, 2011).    

Por outro lado, a alteração do agroecossistema, provocada pela 

expansão desta cultura, tem propiciado condições favoráveis ao surgimento de 

problemas fitossanitários, destacando-se, dentre estes a ocorrência de 

doenças. Na cultura da acerola são relatadas diversas doenças aqui no Brasil, 

dentre elas pode-se destacar a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum 

gloeosporioides e Colletotrichum dematium, nematoides (Meloidogyne sp.), 

cercospororiose (Cercospora sp.), mancha de Alternaria (Alternaria sp.), 

Mancha-alvo (Corynespora cassiicola), fusariose (Fusarium oxysporum), 

fumagina (Capnodium sp.), podridão dos frutos e a podridão seca das hastes 

causadas por  Rhizopus  nigricans   e  Lasiodiplodia  theobromae , 

respectivamente (RITZINGER et al., 2003; MOHAMMED; CAMPUS, 2011). 

Apesar de um considerável número de patógenos já esteja catalogado para a 

cultura da acerola no Brasil, nenhum deles foi considerado, até o presente 

momento, como fator limitante ao sucesso comercial da cultura (FREIRE, 

2003).  

Por ser uma cultura relativamente recente no Brasil, as informações 

sobre doenças e a relação hospedeiro-ambiente-patógeno são incipientes, 

limitando-se tão somente a relatos de sua ocorrência (RITZINGER et al., 2003). 

Assim, trabalhos que abordam sobre severidade, época de ocorrência e níveis 

de danos causados pelas principais doenças em aceroleira são pouco 
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relatados na literatura, provavelmente, em razão da falta de conhecimento em 

relação à estas doenças nos pomares. Dessa forma, o conhecimento destas 

doenças, e as táticas de manejo a serem adotadas, são primordiais para que a 

cultura mantenha sua importância econômica, social e ambiental de forma 

sustentável. 

 

2.2. Bioecologia de fungos Botryosphaeriaceae 

 

A família Botryosphaeriaceae é um importante grupo de fungos que 

apresenta uma grande distribuição global, podendo encontrados na fase 

saprofítica, patogênica ou endofítica em uma ampla gama de hospedeiros, 

incluindo monocotiledôneas, dicotiledôneas, gimnospermas e angiospermas 

(CROUS et al., 2006; SLIPPERS; WINGFIELD, 2007; PHILLIPS et al., 2013). 

Dentro dessa família, os gêneros Diplodia, Botryosphaeria, Fusicoccum, 

Dothiorella, Lasiodiplodia e Sphaeropsis são os que contêm a maioria das 

espécies identificadas até o momento (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007).  

Entretanto, a identificação de espécies dentro da família é dificultada, 

devido à sobreposição das descrições dos caracteres morfológicos (SLIPPERS 

et al., 2014). Dessa forma, a utilização das técnicas moleculares vem sendo 

uma importante ferramenta para auxiliar na identificação dessas espécies 

(CROUS et al., 2006). Os estudos taxonômicos atuais utilizam os dados de 

sequências do DNA e de analises morfológicos conjuntamente para a 

diferenciação precisa das espécies (SLIPPERS et al., 2014).  

Assim, análises filogenéticas utilizando sequências de nucleotídeos da 

regiões ITS (espaçador interno transcrito), β-tubulina e fator de elongação 

(EF1-α) têm sido largamente utilizadas para elucidar a taxonomia dessa família, 

e juntamente com caracteres morfológicos têm-se tornado uma ferramenta 

poderosa na separação de gêneros e espécies (SLIPPERS et al., 2004, 2007; 

ÚRBEZ-TORRES et al., 2008; PHILLIPS et al., 2013; NETTO et al., 2014; 

JÚNIOR et al., 2016). 

No Brasil e em outros países, espécies desta família tornam-se 

problemas cada vez mais importantes, principalmente para os produtores de 

frutíferas (KHANZADA et al., 2004; JAVIER ALVA et al., 2009;). No país, as 
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principais espécies de fungos da família Botryosphaeriaceae encontradas são 

Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae, Botryosphaeria dothidea, 

Neofusicoccum parvum e N. ribis infectando principalmente mangueira, 

coqueiro, mamoeiro, gravioleira, videira e cajueiro, sendo estes também, os 

fungos mais relatados nas áreas produtoras da região semiárida (COSTA et al., 

2010; MARQUES et al., 2013; CORREIA et al., 2013, 2016; MACHADO et al., 

2014; NETTO et al., 2014; ROSADO et al., 2016; FARR; ROSSMAN, 2016). 

Entre os fungos da família Botryosphaeriaceae, o gênero Lasiodiplodia 

merece um destaque especial, dentre outros fatores por possuir fungos 

extremamente polífagos, apresentando uma gama de mais de 990 

hospedeiros, causando os mais variados sintomas tais como, a morte 

descendente, podridão radicular, podridões de frutos, morte descendente, 

manchas foliares, entre outros (FARR; ROSSMAN, 2016). Dentro deste 

gênero, a espécie Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl é a mais 

relatada e, consequentemente, a que apresenta o maior número de 

hospedeiros catalogados, 627 até então (FARR; ROSSMAN, 2016).  

L. theobromae penetra na planta por meio de aberturas naturais, 

ferimentos resultantes de injúrias mecânicas e podas, rachaduras na casca do 

tronco e ramos. O fungo torna-se mais agressivo em plantas sob estresse 

hídrico e com nutrição desbalanceada (DESPREZ-LOUSTAU et al., 2006; 

SLIPPERS; WINGFIELD, 2007). Os diferentes tipos de estresse, juntamente 

com a adicional pressão biológica causada pela expansão geográfica das 

culturas, são elementos que favorecem o desenvolvimento de doenças, um 

bom exemplo disso tem sido a ocorrência ascendente de L. theobromae 

(DESPREZ-LOUSTAU et al., 2006). O quadro sintomatológico da doença pode 

agravar rapidamente e levar a grandes danos nas plantas hospedeiras, caso o 

agente de estresse for generalizado na área (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007).  

O gênero Lasiodiplodia se caracteriza por ser um dos mais agressivos 

dentro da família Botryosphaericeae, tendo um destaque especial a espécie L. 

theobromae. Em um trabalho conduzido por Úrbez-Torres et al. (2008) foi 

constatado que L. theobromae é mais agressiva do que Diplodia seriata em 

hastes de videiras. Costa et al. (2010) também observou que L. theobromae 

causa maiores lesões em frutos de manga quando comparada com 
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Neofusicoccum parvum e N. ribis. Além destes, outros trabalhos mostram a 

maior agressividade desta espécie em relação às outras em diferentes 

hospedeiros (ROSADO et al., 2016, CORREIA et al., 2016, ISMAIL, et al. 2012; 

MARQUES et al., 2013 e NETTO et al., 2014). 

Lasiodiplodia theobromae também tem mostrado a capacidade de 

colonizar o tecido de plantas sem demonstrar os sintomas de infecção, o que 

caracteriza o comportamento endofítico (MOHALI et al., 2005). As observações 

da literatura levantam a hipótese de que esse fungo evoluiu da condição de 

endofitismo clássico para o parasitismo, em consequência de pressões 

ambientais, especialmente nas regiões semiáridas, onde as condições 

climáticas, notadamente o estresse hídrico e as altas temperaturas, favorecem 

a infecção e dispersão de patógenos desse grupo de fungos (TAVARES, 2002; 

ÚRBEZ-TORREZ et al. 2008; VALENCIA et al., 2015). 

Na fruticultura, a proliferação da L. theobromae é ainda mais favorecida 

pelo uso de sistemas de irrigação por microaspersão, a qual aumenta a 

umidade relativa tornando-a favorável à produção de picnídios e liberação dos 

esporos que posteriormente, são disseminados principalmente pelo vento e 

pela chuva (VALENCIA et al., 2015, BATISTA et al., 2010), ausência de 

práticas culturais como a remoção de restos de material vegetal infestados 

após a poda (BATISTA et al., 2010) e o manejo inadequado de poda ao utilizar 

ferramentas infestadas em plantas sadias. Estudos recentes puseram em 

evidência um aumento na incidência de doença nas regiões frutíferas do Brasil 

atribuídas a estes fungos como se mostra no estudo de Marques et al. (2013), 

Lima et al. (2013), Netto et al., (2014) e Correia et al., (2013, 2016). 

A diversidade de ambientes e hospedeiros no qual esta espécie de 

fungo é encontrada dificulta os estudos epidemiológicos (PHILLIPS et al., 2013; 

VALENCIA et al., 2015) e consequentemente a determinação da melhor 

estratégia de manejo. Por outro lado, os estudos em cultivo in vitro tem se 

iniciado e apesar de serem incipientes têm evoluído nos últimos anos.  

Quando cultivado em meio de cultura, as características das colônias de 

L. theobromae são coloração marrom escuro à preto, sendo em alguns casos 

observado a cor cinza escuro, com abundante micélio imerso e/ou superficial 

(PEREIRA et al., 2006; PHILLIPS et al. 2013). Os picnídios podem ser 
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separados ou agregados e confluentes, imersos ou superficiais, globosos, 

apresentando até 5 mm de largura, marrom escuro, uni ou multilocular, 

estromáticos, ostiolados, com parede espessa de base truncada e coloração 

marrom escuro e muitas vezes com hifas superficiais marrom escuro ou hialina 

sobre a superfície (PHILLIPS et al., 2013). Nos caules e frutos de hospedeiros 

infestados, os picnídios geralmente são imersos, tornando-se erumpentes 

quando maduros, com extrusão de conídios e mucilagem com aspecto de uma 

massa preta (NISHIJIMA et al., 1994).  

Os conídios, que variam de sub-ovoides a elipsoides-ovoides, possuem 

paredes espessas e inicialmente são hialinos e asseptados, permanecendo 

hialinos até atingir a maturidade com a idade (PHILLIPS et al. 2013). Quando 

maduros, tornando-se marrom escuro e uniseptados, sendo longitudinalmente 

estriados. As dimensões dos conídios variam entre (20 – 30 x 10 – 15 μm).  As 

paráfises são hialinas, cilíndricas, ocasionalmente septadas e ramificadas, com 

extremidades arredondadas, tendo até 55 μm de comprimento e 3-4 m de 

largura (PHILLIPS et al. 2013). 

Alguns trabalhos têm evidenciado que o crescimento de L. theobromae 

ocorre na faixa de temperatura entre 4 ºC e 36 ºC, sendo que seu crescimento 

ótimo ocorre em torno de 28 ºC (SAHA et al., 2008). Entretanto, observa-se 

ainda que temperaturas maiores que 40 ºC são consideradas inibitórias ao 

desenvolvimento deste fungo (ENG et al., 2003; SAHA et al., 2008; BATISTA et 

al., 2010).  De acordo com a literatura, a esporulação deste fungo é favorecida 

pela presença da luz e fotoperíodo de mais de 12 horas de exposição à luz é 

recomendado para a formação de picnídios (HALFELD-VIEIRA et al., 2007; 

SAHA et al., 2008; LATHA et al., 2013).  

A formação de picnídios deste patógeno mostrou a mesmas tendências 

do crescimento do micélio em relação à mudança de temperatura, onde alguns 

trabalhos observaram a maior formação de picnídios entre 25 e 35ºC 

(KHANZADA et al., 2006; LATHA et al., 2013). Geralmente, alta umidade 

relativa favorece a formação de picnídios para este fungo onde se observa 

ainda que sob tais condições, estes produzem e liberam esporos em forma de 

cirros (BATISTA et al., 2010).  
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As características das colônias de L. theobromae e demais fungos de 

sua família são bastante variáveis, e dependendo dentre outros fatores da 

origem do isolado e do meio em que é cultivado, isso implica em variações na 

coloração da colônia, no crescimento do micélio, patogenicidade, virulência e 

esporulação (HALFELD-VIEIRA et al., 2007; LIMA et al. 2013; VALENCIA et 

al., 2015; MACIEL et al., 2015). Além disso, alguns trabalhos têm evidenciado 

pouca esporulação ou mesmo a não esporulação de L. theobromae nos meios 

de cultura comumente utilizados (SAHA et al., 2008; JÚNIOR et al., 2016). 

 

2.3. Sintomatologia e epidemiologia da morte descendente em 

frutíferas cultivadas 

 

A morte descendente tem se tornado um sério problema para as regiões 

agrícolas do Brasil e do mundo, ocasionando diversos danos aos pomares. Em 

mangueira os primeiros relatos dessa doença, no Brasil, surgiram na década 

de 90, em pomares de Petrolina- PE e Juazeiro- BA. Essa doença vem se 

acentuando, principalmente nas áreas irrigadas do Nordeste do Brasil, devido à 

intensificação de áreas cultivadas, a adubação desequilibrada, ocorrência de 

pomares abandonados e as condições climáticas favoráveis (TAVARES, 2002).  

Os fungos da família Botryosphaeriaceae são relatados como os 

principais agentes causadores dessa doença, onde se pode destacar L. 

theobromae. Entretanto, na grande maioria dos trabalhos a identificação 

dessas espécies foi realizada somente através de análises morfológicas, o que 

em alguns casos não traz precisão aos resultados encontrados uma vez que 

estudos mais recentes têm evidenciado a necessidade de se usar ferramentas 

de biologia molecular para identificação de espécies, a partir da qual têm se 

mostrado a presença de outras espécies causando a morte descendente em 

diferentes hospedeiros (JÚNIOR, et al 2016). 

No Brasil, a morte descendente é observada em frutíferas exóticas 

cultivadas tais como aceroleira (LIMA et al., 2012; FREIRE et al., 2004), videira 

(BATISTA et al., 2010; CORREIA et al., 2013; 2016), abacateiro, citros 

(FREIRE et al., 2004), goiabeira (FREIRE et al., 2004; JÚNIOR et al., 2016), 
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coqueiro (FREIRE et al., 2004; ROSADO et al., 2016), mangueira (SHAHBAZ 

et al., 2009; COSTA et al., 2010; BATISTA et al., 2012; MARQUES et al., 2013) 

e em frutíferas nativas, como o umbuzeiro, cajarana, ateira, cajazeira (LIMA et 

al.,, 2013, 2014), cirigueleira, cajueiro (CARDOSO et al., 2009; FREIRE et al., 

2004), gravioleira (LIMA et al., 2013; FREIRE et al., 2004) e sapotizeiro 

(FREIRE et al., 2004).  

A morte descendente se inicia, principalmente, em hospedeiro que estão 

sob algum tipo de estresse, como por exemplo, déficit hídrico, deficiência 

nutricional, ferimentos causados por insetos, transplantio, competição entre 

plantas, poda, etc. (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007; CARDOSO et al., 2002, 

2009). Geralmente, a penetração do fungo na planta está vinculada a alguma 

abertura natural, ferimentos resultantes de injúrias mecânicas e podas, 

rachaduras na casca do tronco e ramos, sendo possível observar que os 

agentes causais podem infectar a planta em qualquer estádio de 

desenvolvimento (PEREIRA et al., 2006). 

Nos ramos podados e sem proteção, a morte descendente acontece 

iniciando pelo ferimento, avança de forma progressiva e contínua para o resto 

da planta. Nos ramos mais grossos e no tronco, a infecção geralmente 

acontece de fora para dentro do lenho e sob o córtex, onde são observadas 

lesões escuras, que progridem para o interior do lenho, podendo causar 

anelamento do órgão afetado (RIBEIRO, 2005). Umezurike (1979) menciona 

que este fungo ataca a planta de uma forma semelhante a um fungo de 

podridão mole, utilizando de compostos como amido e outros sacarídeos 

presentes no substrato inicial da madeira antes da degradação da celulose e 

hemicelulose, não sendo constatado a degradação da lignina. 

Na literatura a sintomatologia do ataque dos fungos causadores da 

morte descendente pode variar entre hospedeiros, em cajueiro, por exemplo, 

os primeiros sintomas são: deficiência nutricional, murcha, queda de folhas, 

podridão dos ramos e a formação de cancros nos ramos lenhosos e no tronco, 

geralmente acompanhada de exsudação de goma e escurecimento dos tecidos 

(FREIRE et al. 2002). Os danos devido à resinose são decorrentes da redução 

da produção da planta pelo bloqueio do movimento da seiva nos primeiros 
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estádios de infecção e da produção do pomar pela morte de plantas em virtude 

da expansão dos cancros (BEZERRA et al., 2003). 

A ocorrência dessa doença em videira se caracteriza por diminuição do 

vigor e do crescimento vegetativo da planta e um desfolhamento progressivo. 

As folhas nos ramos afetados adquirem uma coloração amarelada, murcham e 

caem, deixando a área afetada desfolhada (BATISTA et al., 2010). O ramo 

atacado adquire uma coloração castanha, com formação de cancro e posterior 

necrose da madeira, tornando-a ressecado (BATISTA et al., 2010; Úrbez-

Torrez, 2011). Já em abacateiro a doença se caracteriza pela necrose e seca 

do ramo, avançando progressivamente do ápice até o tronco e a raiz, o que 

resulta também na queda da folhagem, definhamento e morte (FREIRE et al., 

2004). 

Em goiabeira o ramo afetado apresenta manchas necróticas, de 

coloração marrom claro, cobrindo toda a epiderme do caule e ramos do 

hospedeiro. Essas manchas estendem-se no sentido ascendente a partir do 

ponto de provável infecção do caule da planta. As lesões presentes nos ramos 

doentes são elípticas, com depressão e rachaduras no córtex, delimitadas 

pelos tecidos secos da casca e do lenho (JÚNIOR et al., 2016). Em situações 

de sintomas mais severos, a mancha necrótica assume uma coloração 

esbranquiçada, permitindo a visualização, a olho nu, de pontos escuros em 

toda a sua superfície (CARDOSO et al., 2002). 

O sintoma mais característico desta doença em gravioleira é uma seca 

descendente nos ramos mais jovens, provocando o amarelecimento de suas 

folhas, seguido de seca e, depois, de queda (LIMA et al., 2013). Os ramos 

afetados mostram-se desnudos, secos e com uma coloração marrom-clara a 

marrom-escura. Às vezes, as lesões localizam-se no caule da planta, na forma 

de cancros secos, deprimidos, de coloração quase negra e com rachaduras 

características (CARDOSO et al. 2006). 

A morte descendente é um dos sintomas típicos e iniciais do ataque de 

L. theobromae em mangueira, logo em seguida o fungo move-se para baixo, 

envolvendo ramos maiores. Como resultado, é comum se ver queda de folhas 

seguida por exsudação de goma a partir das porções doentes, e em casos 
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graves, pode-se observar rachaduras na casca (cancro) (IQBAL et al., 2007; 

ISMAIL, et al 2012; MARQUES et al., 2013).  

Em aceroleira esta doença se inicia a partir da extremidade do ramo, 

avançando em direção ao caule ou, mais raramente, se inicia a partir do 

sistema radicular podendo, posteriormente provocar a morte da planta 

(FREIRE; CARDOSO, 2003).  

Dentre as frutíferas aqui relatadas, a aceroleira é a que apresenta a 

maior deficiência de informação sobre a descrição dessa doença, a maioria dos 

trabalhos apenas relatam a ocorrência da doença. 

 

2.4. Controle da morte descendente em aceroleira 

O controle efetivo das doenças causadas pelo fungo L. theobromae 

torna-se bastante difícil, face às características ecológicas intrínsecas do fungo 

e a grande variedade de hospedeiros (CARDOSO et al., 2006, 2009; MOHALI 

et al., 2005; PEREIRA et al., 2006; PICOS-MUÑOZ et al., 2015). Lima et al 

(2013) reportam a existência de variações morfológicas e culturais entre 

isolados de L. theobromae provenientes de diferentes regiões brasileiras e isso 

pode ter implicações relevantes sobre a patogenicidade e agressividade do 

fungo. Dessa forma, existe a necessidade de se ter um aprofundamento da 

biologia populacional e da interação do patógeno com as plantas hospedeiras 

para que o estabelecimento de métodos de manejo se torne mais eficiente 

(CARDOSO et al., 2009; LIMA et al., 2013). 

Neste sentido, quando se pensa no controle de L. theobromae é 

imprescindível se fazer o uso de práticas de manejo integrado, que envolvem, 

por exemplo, o controle genético com variedades resistentes à doença, 

controle cultural desfavorecendo a ocorrência de condições ambientais 

favoráveis à ocorrência da doença, controle químico e controle biológico (VIDA 

et al., 2004; BATISTA et al., 2010). No caso de L. theobromae o manejo 

cultural e genético tem sido apontado como as melhores alternativas para 

algumas frutíferas hospedeiras desse patógeno (CARDOSO et al., 2009, 2010). 

Entretanto, apesar da importância desse fungo, ainda são poucos os trabalhos 
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objetivando encontrar fontes de resistência em acessos das culturas presentes 

em Bancos Ativos de Germoplasma (BAG’s) para este patógeno.  

Na cultura da acerola esta realidade é ainda mais preocupante, visto que 

esta doença ainda não foi estudada com tanta profundidade e não existe na 

literatura estratégias de manejo descritas para esta doença.  

2.4.1. Controle cultural 

O controle cultural da morte descendente já é adotado para algumas 

culturas, por exemplo, videira e a manga, entretanto não existe na literatura 

estratégias de manejo propostas para aceroleira. Entretanto, a grande maioria 

destas práticas culturais pode ser adotada para praticamente todas as frutíferas 

cultivadas no país, muitas delas só precisam ser adequadas e/ou ajustadas 

para a cultura em questão, o que se deve levar em consideração é o principio 

científico e técnico de cada estratégia. Zambolim e Junqueira (2004) e Batista 

et al. (2010) propõem praticamente as mesmas estratégias de controle cultural 

para L. theobromae  em mangueira e videira, respectivamente, e estas estão 

descritas a seguir: a) Vistorias do pomar para se verificar a presença de 

manchas e desidratação de ramos e morte dos ramos que não foram 

eliminados nas podas de limpeza e proteção das partes podadas com 

fungicidas; b) Na implantação do pomar, utilizar mudas sadias, sem qualquer 

sinal de estresse, lesão ou sinal no local da enxertia; c) Adubar 

adequadamente o pomar no que se refere a macronutrientes (N P K, Ca, Mg), 

principalmente Ca e Mg, e a micronutrientes, com ênfase em B e Zn, durante 

ou após a colheita; d) Evitar submeter as plantas a estresse hídrico ou 

nutricional prolongado; e) Proceder à vistoria periódica do pomar, 

principalmente nas épocas de floração e de frutificação; f) Podar e eliminar 

sistematicamente os ramos, galhos e ponteiros afetados ou secos que possam 

favorecer a sobrevivência do fungo no pomar; g) Eliminar todas as plantas 

mortas ou que apresentem a doença em estágio avançado, reduzindo o 

potencial de inóculo no campo; h) desinfetar com frequência as ferramentas de 

poda com solução de água sanitária (hipoclorito de sódio 2%); i) Controlar 

adequadamente os insetos que possam causar nas árvores ferimentos que 

sirvam de porta de entrada para o fungo. 
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Cardoso et al. (2009) e Cardoso et al (2006) demostraram que L. 

theobromae tem a capacidade de sobreviver endofiticamente em ramos de 

cajueiro e gravioleira e em sementes. Assim, torna-se importante conhecer a 

origem da semente para a formação das mudas, uma vez que, esta pode ser 

fonte de inóculo. Vale destacar ainda que este patógeno apresenta um elevado 

número de hospedeiros fazendo-se necessário uma atenção ainda maior com 

as plantas adjacentes.  

2.4.2. Controle químico 

Cabe salientar a inexistência de produtos registrados para combater o 

referido patógeno na cultura da aceroleira (AGROFIT, 2016), o que representa 

um agravante para o controle químico desta doença. Tendo em vista a carência 

de estudos relacionados ao controle químico desta enfermidade em acerola, 

deve-se iniciar pesquisas com os produtos que hoje já são utilizados em outras 

culturas como manga, mamão e anonáceas (AGROFIT, 2016), ou mesmo os 

que mostram bons resultados em pesquisas in vitro. 

Alguns trabalhos com resultados expressivos do controle de L. 

theobromae com a utilização de alguns fungicidas podem ser observados da 

literatura, como o de Rodrigues (2003) em videira, utilizando os fungicidas 

Tebuconazole (triazol), Procimidone (dicarboximida) e Fluazinam 

(fenilpiridinilamina) e Khanzada et al (2005) em mangueira utilizando 

Carbendazim e Thiophanate-methyl. O Difenoconazole apresentou resultado 

satisfatório no controle da podridão peduncular em manga segundo Sales 

Junior (2009) e este ingrediente ativo é o atualmente registrado para esta 

cultura pelo ministério da agricultura (AGROFIT, 2016). Já em mamoeiro, o 

único fungicida registrado para o controle da podridão peduncular causada por 

L. theobromae é o tiabendazol, pertencente ao grupo dos Benzimidazóis 

(AGROFIT, 2016), entretanto, já existem outros princípios ativos considerados 

promissores para o controle desta doença nessa cultura como Thiophanate-

methyl (CAVALCANTE, 2014). 

Caron (2012) observou que a aplicação axilar do Cyproconazole 

utilizado isoladamente ou em misturas pré-fabricadas com Azoxystrobin e/ou 

Trifloxystrobin, foi eficiente no controle da queima da folha do coqueiro anão-



27 

 

 

verde, causado por L. theobromae, observando uma redução de até 71,5 % da 

severidade da doença. Silveira et al. (2010) observaram que mais de 90% das 

folhas das plantas que receberam tratamento com Cyproconazole, 

independente da dose de aplicação do produto, quando comparadas ao 

tratamento controle e demais tratamentos, permaneceram visivelmente sadias 

e com maior número total de folhas. De acordo com os autores, estes produtos 

podem ser utilizados em alternância com o Flutriafol, produto registrado para 

controle deste fungo em coqueiro e anonáceas. 

2.4.3. Controle biológico 

No que se refere ao controle biológico, as informações são ainda mais 

incipientes, visto que, de modo geral, entre a culturas atacadas por este fungo, 

são praticamente inexistentes trabalhos voltados para essa área. A utilização 

de fungos hiperparasitas como Septofusidium elegantulum (Pidopl.) W. Gams e 

Acremonium alternatum Link podem ser uma alternativa bastante promissora 

para o controle biológico deste patógeno (BATUGAL et al., 2005). Che et al. 

(2015) contataram que uma linhagem de Brevibacillus brevis FJAT-0809-GLX 

isolado a partir do solo em Yongtai, Província de Fujian, PR China, têm 

potencial para reduzir a decadência mancha negra de frutos da maçã 

(Syzygium samarangense Merr. Et Perry) causada por Lasiodiplodia 

theobromae, fazendo testes in vitro e in vivo. Esse tipo de informação demostra 

que o controle biológico tem um potencial muito grande para o controle deste 

fitopatógeno. 

2.4.4. Controle genético 

Para Souza et al. (2013) a solução para uma parcela considerável dos 

problemas da cultura da acerola, principalmente os fitossanitários, depende da 

continuidade e aprimoramento dos esforços em melhoramento genético, uma 

vez que esta estratégia é de baixo custo, fácil adoção e não implica em riscos 

ambientais e sanitários. Entretanto, os programas de melhoramento genético 

da aceroleira tem se preocupado basicamente em melhorar a produtividade, 

teor de vitamina C e precocidade das plantas (PAIVA et al., 1999; NETO, 

1999). 
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Em outra culturas, observa-se trabalhos promissores em relação ao 

controle genético de L. theobromae, uma das maiores descobertas foi, sem 

dúvida, a identificação da variabilidade genética da população de cajueiro 

quanto à reação à resinose, que culminou com a seleção, lançamento e 

indicação dos clones BRS-226 (PAIVA et al., 2002) e Embrapa 51 (CARDOSO 

et al., 2006) resistentes e adaptados às condições de predisposição a essa 

doença. Recentemente, o clone CP 06, usado como porta-enxerto, contribuiu 

para a redução da severidade da resinose (CARDOSO et al., 2009). Entretanto, 

estes são uns dos poucos trabalhos que envolvem a identificação de 

variedades resistentes a este patógeno aqui no Brasil.  

Em aceroleira não existe no Brasil trabalhos de melhoramento com esta 

vertente, o que se observa na literatura é apenas o trabalho de Lima et al. 

(2014) que avalia a reação de seis clones de aceroleira a L. theobromae. Os 

autores observaram que existe variabilidade genética entre clones de 

aceroleira quanto à reação a este patógeno, entretanto poucas foram às 

variedades avaliadas demandando assim pesquisas mais profundas para se 

obter resultados mais conclusivos. 
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4. Capítulo 1 - Esporulação de fungos pertencentes à 

família Botryosphaeriaceae sob diferentes substratos1 

4.1. Resumo 

Fungos da família Botryosphaeriaceae são conhecidos por apresentar 

dificuldades de esporulação in vitro. Assim, objetivou-se neste trabalho 

comparar a eficiência de diferentes substratos na produção e fertilidade de 

picnídios de isolados fúngicos pertencentes à família Botryosphaeriaceae. Para 

isso, um experimento foi desenvolvido com o delineamento inteiramente 

casualizado no esquema fatorial (5x5) utilizando cinco substratos para o fator 

A: acículas de Pinus sp.; palha da espiga do milho; folha de mangueira; ramos 

de aceroleira e nervuras centrais da folha do milho; e cinco isolados fúngicos 

da família Botryosphaeriaceae para o fator B: Lasiodiplodia euphorbicola, L. 

hormozganensis, L. iraniensis, L. viticola e Botryosphaeria sp.. Foram usadas 

três repetições, sendo cada repetição constituída de uma placa de Petri com 

ágar-água 2%, contendo quatro fragmentos de cada substrato. Foram 

avaliados o número e a fertilidade dos picnídios. Todos os substratos 

permitiram a produção de picnídios das diferentes espécies fúngicas. Os 

substratos folha de mangueira e ramos de aceroleira se destacaram por 

induzirem precocemente a formação de picnídios, além de proporcionar as 

maiores produções e fertilidades de picnídios para a maioria das espécies 

analisadas. Assim, folhas de manga e ramos de aceroleira são substratos 

alternativos para esporulação de fungos do gênero Lasiodiplodia e 

Botryosphaeria. 

                                                
1
 Artigo a ser submetido na revista Tropical Plant Pathology 
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Palavras-chave: Botryosphaeria; Lasiodiplodia; in vitro; produção e 

fertilidade de picnídios. 

4.2. Introdução 

A família Botryosphaeriaceae engloba uma ampla gama de espécies de 

fungos que podem ser agentes patogênicos, endofíticos ou saprófitas, 

principalmente em plantas lenhosas, e encontram-se distribuídos por todas as 

áreas geográficas do mundo, com a exceção das regiões polares (Phillips et 

al., 2013). Doenças causadas por estes fungos incluem a morte descendente, 

podridão radicular, podridões de frutos, morte descendente, manchas foliares, 

tombamento de plântulas, podridão do colo, cancros em caules e raízes e 

gomose (Slippers et al., 2007, Mehl et al., 2011; Correia et al., 2016; Rosado et 

al., 2016). A infecção e produção de sintomas por patógenos desse grupo de 

fungos são facilitadas quando os hospedeiros que estão sob algum tipo de 

estresse, como por exemplo, déficit hídrico, deficiência nutricional, ferimentos 

causados por insetos, transplantio, competição entre plantas, poda, entre 

outros (Slippers & Wingfield, 2007; Valencia et al., 2015). 

A associação frequente de espécies da família Botryosphaeriaceae com 

doenças de plantas, principalmente em regiões semiáridas produtoras de frutas 

como o Submédio do São Francisco no Nordeste do Brasil, tem gerado uma 

grande preocupação devido aos danos que estas estão por acarretar. Nos 

últimos anos, tem-se observado uma ocorrência frequente em inúmeras 

culturas de importância econômica como o coqueiro, mamoeiro, mangueira, 

videira, goiabeira e aceroleira (De Oliveira Costa et al., 2010; Phillips et al., 

2013; Marques et al., 2013; Correia et al., 2013, 2016; Cavalcante et al., 2014; 

Netto et al., 2014). Dentre as principais espécies encontrados no Brasil podem-
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se destacar Lasiodiplodia theobromae, L. pseudotheobromae, Botryosphaeria 

dothidea, Neofusicoccum parvum e N. ribis, sendo estes relatados 

principalmente nas áreas produtoras das regiões semiáridas (DE OLIVEIRA 

COSTA et al., 2010; MARQUES et al., 2013; CORREIA et al., 2013, 2016; 

MACHADO et al., 2014; NETTO et al., 2014; ROSADO et al., 2016; FARR; 

ROSSMAN, 2016). 

Geralmente espécies de Botryosphaeriaceae podem apresentar 

bastante variação nas características das colônias que ocorrem em função de 

fatores como origem do isolado, meio em que é cultivado, temperatura, 

luminosidade, etc. variações estas que podem implicar sobre a patogenicidade, 

virulência e esporulação (Halfeld-Vieira et al., 2007; Lima et al. 2013; Valencia 

et al., 2015; Maciel et al., 2015). Além disso, vários trabalhos têm evidenciado 

dificuldades de esporulação de espécies desse grupo de fungos em meios de 

cultura comumente utilizados, o que compromete as análises morfológicas 

(Saha et al., 2008; Júnior et al., 2016; Zlatkovic´ et al., 2016) e estudos sobre o 

comportamento do agente patogênico (Kim et al. 2005; Saha et al., 2008).  

A metodologia padrão utilizada pelos pesquisadores que trabalham com 

este grupo de fungos foi descrita por Smith et al. (1996) e adaptado por 

Slippers et al. (2004) que consiste em repicar as colônias fúngicas em placas 

de Petri contendo ágar-água (AA) 2% sobreposto com acículas de pinheiro 

(Pinus sp.) duplamente esterilizada e incubada a 25 °C com fotoperíodo de 12h 

de luz ultravioleta-próximo por 3 a 4 semanas. Entretanto, como as acículas de 

pinheiro são de difícil acesso e muitas vezes não funciona na indução da 

esporulação, alguns autores têm utilizado outros substratos para induzir a 

esporulação desses fungos, como a palha do milho utilizada por Rosado et al. 

(2016) e Machado et al. (2014), álamos e ramos de azinheira por Linaldeddu et 
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al. (2015), ramos de Chamaecyparis lawsoniana por Zlatkovic´ et al. (2016) e 

folhas de pistache por Chen et al. (2014). 

 Por outro lado, não existe na literatura trabalhos que comparem a 

eficiência de diferentes substratos na esporulação de fungos da família 

Botryosphaeriaceae e isso se faz necessário, uma vez que as acículas de 

pinus não são de fácil acesso, principalmente nas regiões semiáridas onde esta 

planta é cultivada. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi comparar a 

eficiência de cinco substratos quanto à produção e fertilidade de picnídios de 

isolados fúngicos pertencentes à família Botryosphaeriaceae isolados a partir 

de ramos de aceroleira no pólo de fruticultura irrigada Juazeiro/Petrolina 

localizado na região do Submédio do São Francisco no Nordeste do Brasil. 

4.3. Material e métodos 

Todas as atividades laboratoriais dos experimentos de esporulação foram 

desenvolvidas no laboratório de Fitopatologia da UNIVASF (Universidade 

Federal do Vale do São Francisco). 

4.3.1. Obtenção de Isolados 

Para este trabalho foram selecionados cinco isolados fúngicos 

(Lasiodiplodia euphorbicola (ISO. 19), L. hormozganensis (ISO. 35), 

Botryosphaeria sp. (ISO. 41), L. iraniensis (ISO. 69) e L. vitícola (ISO. 85)), 

pertencentes a coleção de fungos do grupo de pesquisa Variabilidade de 

fitopatógenos, melhoramento genético e resistência à doenças no semiárido 

(FitoMelhor), mantidos no laboratório de fitopatologia da UNIVASF. Esses 

isolados foram obtidos a partir de ramos de aceroleira apresentando sintoma 

de seca em pomares de diferentes cultivares em Petrolina-PE (Tabela 1).  
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A morfologia dos isolados foi estudada por meio da indução da 

esporulação dos isolados crescendo em acículas de Pinus estéreis colocadas 

em AA 2% e mantidas sob luz UV próximo a 25 °C durante 14 a 30 dias (Smith 

et al., 1996). Os caracteres morfológicos foram observados por meio da 

montagem de cortes das estruturas fúngicas em lactofenol, onde foram 

medidos, pelo menos, 30 conídios e paráfises de cada isolado com auxílio de 

um microscópio de luz (Nikon E-200). A identificação molecular dos isolados foi 

realizada em trabalho ainda não publicado pelo grupo FitoMelhor (Cabral et al., 

em preparação). 

Para o experimento de indução de esporulação, os cinco isolados 

preservados pelo método do Castellani foram repicados para meios de cultura 

Batata-Dextrose-Ágar (BDA) em placas de Petri e mantidos em câmara de 

inoculação tipo BOD sob fotoperíodo de 12 h durante cinco dias até o momento 

da repicagem para outras placas contendo os diferentes substratos para induzir 

a esporulação dos isolados. Para isso, foram retirados, das bordas da colônia, 

discos de micélio de aproximadamente 8 mm de diâmetro de cada um dos 

isolados. 

4.3.2. Seleção preliminar de substratos 

Um experimento preliminar foi realizado com o isolado de L. 

euphorbicola objetivando a seleção de substratos promissores para a indução 

de esporulação dos isolados da família Botryosphaeriaceae. A metodologia 

padrão consiste em repicar as colônias fúngicas em placas de Petri contendo 

AA 2% sobreposto com acículas de pinheiro (Pinus sp.) duplamente 

esterilizada e incubada a 25 °C com fotoperíodo de 12h de luz UV-próximo por 

3 a 4 semanas (Slippers et al., 2004).  Portanto, as acículas de Pinus foram 

substituídas por diferentes substratos comumente encontrados na região de 
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Petrolina-Juazeiro. Os substratos foram: limbo e nervura central de folhas de 

milho, fibra de coco seco e verde, vagem de feijão, folha de banana, ramos de 

aceroleira e folha de mangueira. Todos os materiais foram cortados em 

pequenos pedaços de 10x10 mm com uma espessura de aproximadamente 2 

mm, sendo estes autoclavados três vezes durante 20 minutos e com intervalos 

de 24 horas. No caso específico dos ramos de aceroleira, os mesmos 

possuíam 2-3 mm de diâmetro e 2 cm de comprimento. 

 Neste experimento teste, foram colocados quatro fragmentos em cada 

placa, e cada fragmento foi considerado como uma repetição. A avaliação foi 

realizada 30 dias após a instalação do experimento, sendo verificado o número 

e o local do surgimento dos picnídios. A partir desses resultados (dados não 

mostrados), três tratamentos foram considerados promissores: nervura central 

do milho, folha de mangueira e ramos de Aceroleira. 

4.3.3. Esporulação em diferentes substratos 

Para o experimento de indução de esporulação foram avaliados três 

substratos considerados promissores no experimento preliminar (nervura 

central do milho, folha de mangueira, e ramos de aceroleira) e outros dois 

substratos comumente citados na literatura, que seriam as acículas de Pinus e 

a palha de milho (Rosado et al., 2016).  

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 

(5x5), sendo o fator A constituído por cinco substratos sobre o meio AA 2% e o 

fator B formado por cinco isolados fúngicos. A unidade experimental foi 

constituída por uma placa de Petri, com quatro fragmentos para cada substrato, 

sendo usadas três repetições por tratamento. As avaliações do experimento 

foram realizadas quatro semanas após a sua instalação. Durante este período 

foram realizadas observações sob o microscópio estereoscópio (Stemi DV4; 



42 

 

 

Zeiss) a fim de acompanhar o início da formação dos picnídios e determinar o 

início da determinação do número total de picnídios formados ao final de cada 

época do experimento. Para auxiliar na contagem do número de picnídios foi 

utilizada uma escala de notas baseada no número de picnídios, distribuídas da 

seguinte forma: Nota 0 = 0 picnídios, Nota 1 <30 picnídios, Nota 2 entre 31 e 60 

picnídios, Nota 3 entre 61 e 90 picnídios, Nota 4 entre 91 e 120 picnídios e 

Nota 5 > 120 picnídios.  

A fertilidade dos picnídios foi avaliada ao final do experimento por meio 

da realização de cortes transversais dos corpos de frutificação e montagem de 

lâminas em lactofenol, com posterior observação em microscópio de luz (Nikon 

E-200) para a verificação da presença ou não de conídios. Para cada 

repetição, quando possível, 30 cortes foram realizados com o auxílio de uma 

lâmina de aço inoxidável. O experimento foi repetido três vezes, sendo estas 

realizadas em três épocas diferentes em setembro de 2015, outubro de 2015 e 

março de 2016. 

Os dados obtidos foram, primeiramente, avaliados quanto à sua 

normalidade, sendo em seguida submetido ao teste de Skott-Knott, a 5% de 

probabilidade. Os dados de percentual de picnídios férteis foram transformados 

para (X+0,5)0,5. As análises estatísticas foram realizadas no programa 

estatístico SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011). 

4.4. Resultados 

De modo geral, houve produção de picnídios nos cinco substratos para 

todos os isolados avaliados, em pelo menos uma das épocas do experimento, 

com exceção da folha do milho, que não induziu a formação de picnídios para 

os isolados de L. hormozganensis e L. viticola. Já a fertilidade dos picnídios 
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variou entre 6,4 e 91,4%, não sendo observado picnídios férteis para os 

isolados de L. hormozganensis (Figuras 1, 2 e 3).  

Os substratos ramos de aceroleira, folhas de manga e acículas de pinus 

foram os que induziram a formação de picnídios de forma mais precoce, sendo 

os mesmos observados em média 72 horas após a instalação dos 

experimentos. Esses substratos também foram os tratamentos que 

apresentaram os maiores números (média entre 32 e 105) e fertilidade de 

picnídios (média entre 16,5 e 48,1%). Os substratos folha de mangueira e 

ramos de aceroleira foram os que apresentaram os melhores resultados 

(Figuras 1, 2 e 3). 

Houve diferença significativa entre os isolados fúngicos quanto à 

produção e fertilidade de picnídios nos diferentes substratos.  Os isolados 

Botryosphaeria sp. e L. iraniensis apresentaram a maior produção e fertilidade 

de picnídios nas três épocas do experimento, enquanto o isolado L. 

hormozganensis apresentou os menores valores (Figuras 1, 2 e 3).  

A interação entre as espécies e os substratos foi significativa (P>0,05) 

tanto para número de picnídios formados como para a sua fertilidade. No 

substrato acículas de pinus foi possível observar que todos os isolados 

formaram picnídios nos três experimentos, com exceção do isolado L. 

hormozganensis, no terceiro experimento. Para este substrato, o isolado de 

Botryosphaeria sp. se destacou e obteve uma produção e fertilidade de 

picnídios significativamente maior que a maioria dos demais isolados nos três 

experimentos.  

No substrato palha de milho a tendência foi a formação de um maior 

número de picnídios para os isolados de Botryosphaeria sp. e L. iraniensis. Os 

isolados de L. hormozganensis e L. viticola não formaram picnídios. A 
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fertilidade dos picnídios no geral foi muito baixa (56,5% menor que o melhor 

tratamento) em relação aos demais substratos.  

Já no substrato folha de mangueira, todos os isolados formaram 

picnídios, sendo importante destacar que isolados Botryosphaeria sp.,  L. 

iraniensis e L. viticola foram sempre os que mais produziram picnídios. Para os 

dois primeiros, observou-se também uma maior fertilidade dos picnídios. 

Semelhante aos demais substratos, o isolado L. hormozganensis foi o que 

produziu menos picnídios.  

O ramo de aceroleira foi outro substrato que se destacou. Todos os 

isolados formaram picnídios neste substrato nas três épocas do experimento, 

com exceção L. hormozganensis no terceiro experimento. Semelhante ao 

substrato folha de mangueira, os isolados Botryosphaeria sp.,  L. viticola e L. 

iraniensis se destacaram e produziram mais picnídios formados em pelo menos 

duas épocas do experimento. Lasiodiplodia iraniensis também se destacou na 

fertilidade dos picnídios com esse substrato, em todas as épocas do 

experimento a fertilidade de picnídios variou entre 50 e 60% .  

No substrato nervuras centrais da folha de milho, apenas Botryosphaeria 

sp. e L. iraniensis produziram maior número e fertilidade de picnídios nas três 

épocas do experimento. Neste substrato, os isolados de L. hormozganensis, L. 

euphorbicola e L. viticola produziram poucos picnídios, com exceção de L. 

euphorbicola no primeiro experimento.  

4.5. Discussão 

Este é o primeiro estudo sobre a influência de diferentes substratos na 

esporulação in vitro de fungos Botryosphaeriaceae isolados a partir de 

aceroleira com morte descendente. Para uma melhor representatividade do 
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patossistema, buscou-se neste estudo o uso de diferentes espécies do grupo, 

como L. euphorbicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. viticola e 

Botryosphaeria sp.  Em virtude do uso dessa diversidade de espécies foi 

observado neste, assim como em outros trabalhos (Pereira et al., 2006, 

Halfeld-Vieira et al., 2007 e Amponsah et al., 2008), variações na produção e 

fertilidade de picnídios sob diferentes substratos.  Essas variações podem estar 

relacionadas à existência de variabilidade genética entre os isolados quanto ao 

crescimento e esporulação (Pereira et al., 2006). Este fato já foi relatado para 

isolados de Botryosphaeria sp.  (Amponsah et al., 2008) e  L. iraniensis (Maciel 

et al., 2015), parecendo ser algo comum entre espécies e muito mais frequente 

entre gêneros.  

Os tratamentos com folhas de mangueira e ramos de aceroleira se 

destacaram. Estes tratamentos foram duas vezes superiores na produção de 

picnídios ao padrão (Acículas de Pinus) para a maioria das vezes em que os 

isolados foram avaliados (73%). A escolha do substrato para a indução de 

esporulação de fungos é de extrema importância, uma vez que um substrato 

pode induzir a formação de picnídios, mas os mesmo podem não estar férteis. 

Kim et al. (2005) afirmam que os nutrientes e a sua disponibilidade no meio de 

cultivo podem estar relacionados às diferenças na esporulação de fungos 

Botryosphaeriaceae em diferentes substratos.  

A preferência dos fungos usados no trabalho foi maior em substratos 

com superfície mais ondulada, o que favoreceu a formação dos corpos de 

frutificação e produção de conídios. Este fato foi observado nas nervuras 

secundárias de folhas de manga e nas cicatrizes dos ramos de aceroleira 

gerados pela retirada de folhas para o preparo deste substrato (Figura 4).   
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O bom desempenho dos ramos de aceroleira, de certa forma, era 

especulado por ser a cultura hospedeira dos fungos avaliados. O sucesso na 

indução de esporulação desses fungos em fragmentos de partes da planta 

hospedeira já foi relatada em outros trabalhos, como Linaldeddu et al. (2015) e 

Zlatkovic´ et al. (2016) que utilizaram ramos de carvalho e cipreste (Lawson 

cypress), respectivamente, para induzir a esporulação de algumas espécies da 

família Botryosphaeriaceae.   

A folha de mangueira também se destacou por ter induzido a produção 

de picnídios férteis para todos os isolados nas três épocas do experimento. Os 

isolados de Botryosphaeria sp. e L. iraniensis quando cultivados sob folhas de 

manga foram os que tiveram a maior estabilidade, apresentando a mesma 

tendência de produção e fertilidade de picnídios nas três épocas do 

experimento. 

Os resultados deste estudo são cruciais para realização de futuros 

estudos desse importante grupo de fungos, principalmente taxonômicos, em 

locais onde a ocorrência desses patógenos tem sido um problema cada vez 

mais frequente. Assim, na impossibilidade da utilização da metodologia 

tradicional este trabalho demonstrou que é possível utilizar substratos 

alternativos igualmente eficientes na esporulação de fungos dos gêneros 

Lasiodiplodia e Botryosphaeria, como as folhas de mangueira e ramos de 

aceroleira. 
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Figura 1- Primeira época do experimento de produção (A) e fertilidade (B) de 

picnídios de cinco isolados da família Botryosphaeriaceae, após 30 dias de 
cultivo em BOD a 25ºC sob 12h de luz UV próximo, em meio ágar-água 2% 
sobreposto com acículas de Pinus (AP), palha da espiga do milho (PEM), folha 
de mangueira (FM), ramos de aceroleira (RA) e nervuras centrais da folha do 
milho (NFM). *Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna 
não diferem entre si pelo teste Skott-knott a 5% de probabilidade. 
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Figura 2- Segunda época do experimento de produção (A) e fertilidade (B) de 

picnídios de cinco isolados da família Botryosphaeriaceae, após 30 dias de 
cultivo em BOD a 25ºC sob 12h de luz UV próximo, em meio ágar-água 2% 
sobreposto com acículas de Pinus (AP), palha da espiga do milho (PEM), folha 
de mangueira (FM), ramos de aceroleira (RA) e nervuras centrais da folha do 
milho (NFM). *Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna 
não diferem entre si pelo teste Skott-knott a 5% de probabilidade. 
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Figura 3- Terceira época do experimento de produção (A) e fertilidade (B) de 

picnídios de cinco isolados da família Botryosphaeriaceae, após 30 dias de 
cultivo em BOD a 25ºC sob 12h de luz UV próximo, em meio ágar-água 2% 
sobreposto com acículas de Pinus (AP), palha da espiga do milho (PEM), folha 
de mangueira (FM), ramos de aceroleira (RA) e nervuras centrais da folha do 
milho (NFM). *Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna 
não diferem entre si pelo teste Skott-knott a 5% de probabilidade. 
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Tabela 1 – Informações sobre os isolados de Botryosphaeriaceae utilizados 

nos experimentos de indução de esporulação sob diferentes substratos. Estes 

fungos foram isolados a partir de diferentes cultivares de aceroleira. 

Gênero/ 

Espécie* 

Local 

(Coordenadas) 

Cultivar 

hospedeira 

Conídios 

estudo 

(µm) 

Conídios 

literatura  

(µm) 

Referência 

Lasiodiplodia 

euphorbicola 

09,28°16,53’S  

40°34,50’W 
Costa Rica 

17-24,3x 

9,7-12,1 
15−23×9−12 

Machado et al. 

2014 

Lasiodiplodia 

hormozganensis 

09°17,89’S  

40°29,72’W 
Comum ** 18−24×11−14 

Abdollahzadeh 

et al. 2010 

Botryosphaeria 

sp. 

09°17,89’S  

40°29,72’W 
Okinawa 

21,9-24,3 

x  6,7-8,5 
- - 

Lasiodiplodia 

iraniensis 

09°18,68’S  

40°34,93’W 
Junko 

21-29,3 x 

12,1-14,6 
17−23×11−14 

Abdollahzadeh 

et al. 2010 

Lasiodiplodia 

viticola 

09°19,94’S  

40°37,50’W 
Flor branca 

19,4-23,1 

x 9,7-12,1 
18,2−20,5×8,8−10,1 

Urbez-Torres 

et al. 2012 

* Cabral et al., em preparação. ** Isolado não produziu conídios.  

 

Figura 4 – Formação de picnídios nas nervuras de folhas de manga e nas 

cicatrizes das folhas dos ramos de aceroleira. a) Nervuras das folhas de 

manga. b-c) Formação de picnídios sobre as nervuras. d) Cicatrizes das folhas 

dos ramos de aceroleira. e-f) Formação de picnídios sobre as cicratizes. 
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5. Capítulo 2 - Padronização de metodologias de 

inoculação e reação de acessos à morte descendente 

da aceroleira2 

5.1. Resumo 

A interação entre Lasiodiplodia spp. e aceroleira (Malpighia emarginata 

DC.) ainda foi pouco estudada, muito em parte devido à falta de padronização 

de métodos de inoculação artificial e de avaliação do patossistema. Assim, 

objetivaram-se deste estudo foram avaliar a agressividade de isolados de 

Lasiodiplodia, determinar um método de inoculação e avaliação do 

patossistema e avaliar a resistência de 34 acessos de aceroleira a um isolado 

de Lasiodiplodia agressivo. Para os experimentos de agressividade, três 

isolados de Lasiodiplodia foram utilizados para avaliação da velocidade de 

crescimento micelial in vitro e agressividade em mudas. O isolado mais 

agressivo foi utilizado nos testes para determinação do melhor método de 

inoculação e avaliação de 34 acessos de aceroleira do Banco de Germoplasma 

de Embrapa Semiárido. Os métodos avaliados foram: 1) Furador, 2) corte em 

Bisel e 3) retirada manual de ramos de mudas. O método mais eficiente foi 

utilizado no experimento de reação dos acessos. Todos os experimentos foram 

realizados pelo menos duas vezes. O isolado com maior taxa de crescimento 

micelial (L. euphorbicola) não corroborou com o isolado mais agressivo em 

mudas (L. iraniensis), sendo este ultimo utilizado nos experimentos 

subsequentes. Os resultados dos experimentos inferiram que o método do 

Furador foi o mais eficiente na distinção de acessos de aceroleira a morte 

                                                
2
 Artigo a ser submetido na revista Crop Protection 
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descendente. Os acessos BRS Cabocla, Dominga, Coopama Nº1, Flor Branca; 

BV 01, ACO 09, Barbados, UEL 01, ACO 14, ACO 10, Clone 47, e Camta 

apresentaram os maiores níveis de resistência à morte descendente causada 

por L. iraniensis. 

Palavras-chave: Malpighia emarginata, Lasiodiplodia iraniensis, 

métodos de inoculação, níveis de resistência. 

5.2. Introdução 

O cultivo de acerola (Malpighia emarginata DC.) tem ganhado espaço no 

cenário mundial na década de 80, o que fez com que países como o Brasil 

aumentassem a área cultivada e, consequentemente, a produção nacional (De 

Assis et al., 2008). O interesse do mercado consumidor na acerola surgiu 

principalmente depois da descoberta (1950) dos altos teores de vitamina C e 

compostos benéficos do fruto, como os antioxidantes (Furlaneto; Nasser, 

2015). Por ser uma cultura pouco estudada tanto no Brasil como em outros 

países, os conhecimentos sobre as doenças e a relação hospedeiro-ambiente-

patógeno são incipientes, limitando-se somente a relatos de sua ocorrência 

(Ritzinger; Kobayashi; Oliveira, 2003; Ritzinger; Ritzinger, 2011).  

A morte descendente ou também podridão seca das hastes vêm se 

constituindo em um sério problema para as regiões agrícolas do Brasil e do 

mundo, ocasionando diversos danos aos pomares, principalmente os de 

manga, uma vez que a doença aumenta o custo de produção, além de reduzir 

a vida útil e produtividade do pomar (Tavares, 2002; Ribeiro, 2005). Em 

aceroleira esta doença pode se inicia a partir da extremidade do ramo, 

avançando em direção ao caule ou, mais raramente, se iniciar a partir do 

sistema radicular, que posteriormente pode provocar a morte da planta (Freire 
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& Cardoso, 2003). Os fungos da família Botryosphaeriaceae são relatados 

como os principais agentes causadores dessa doença, com destaque para as 

espécies do gênero Lasiodiplodia (Phillips et al., 2013; Marques et al., 2013; 

Netto et al., 2014; Maciel et al., 2015; Júnior, et al. 2016).  

Os fitopatógenos do gênero Lasiodiplodia geralmente são polífagos, 

apresentando uma gama de mais de 990 hospedeiros catalogadas em regiões 

tropicais e temperadas, causando os mais variados sintomas, e apresentando 

uma alta variabilidade patogênica (Lima et al., 2013; Correia et al., 2016; Farr & 

Rossman, 2016).  A alta variabilidade patogênica implica na necessidade de se 

ter um aprofundamento da biologia populacional e da interação do patógeno 

com as plantas hospedeiras para que o estabelecimento de métodos de 

manejo se torne mais eficientes (Cardoso et al., 2009; Lima et al., 2013).  

O método de inoculação desempenha um papel essencial no estudo de 

um patossistema de interesse, sendo importante para verificar qual é a melhor 

estratégia de infecção do patógeno no hospedeiro, o que muitas vezes, implica 

em um ajuste específico para cada patossistema (De Souza et al., 2003; 

Muñoz Bodnar et al., 2015). Para os programas de melhoramento genético de 

plantas que visam o desenvolvimento de plantas com resistência a doenças, os 

métodos de inoculação artificial são de grande importância, pois encurtam o 

tempo de avaliação, podem ser executados utilizando plantas jovens, em 

qualquer época do ano, e viabilizam e reduzem os custos dos programas (De 

Sousa et al., 2003; Lima et al., 2014). 

Para Souza et al. (2013) a solução para uma parcela considerável dos 

problemas da cultura da aceroleira, principalmente os fitossanitários, depende 

da continuidade e aprimoramento dos esforços em melhoramento genético, 

uma vez que esta estratégia é de baixo custo, fácil adoção e não implica em 
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riscos ambientais e sanitários. Entretanto, os programas de melhoramento 

genético com acerola no Brasil tem se preocupado basicamente em melhorar a 

produtividade, teor de vitamina C e precocidade das plantas (Paiva et al., 1999; 

Gonzaga Neto, 1999). 

Dessa forma, os objetivos deste estudo foram avaliar a agressividade de 

isolados de Lasiodiplodia, determinar um método de inoculação e avaliação no 

patossistema e avaliar a resistência de 34 acessos de aceroleira a um isolado 

de Lasiodiplodia agressivo. 

5.3. Material e métodos  

5.3.1. Isolados 

Três isolados fúngicos obtidos de aceroleiras com morte descendente, 

previamente caracterizados filogeneticamente como pertencente ao gênero 

Lasiodiplodia foram usados nos testes preliminares para a seleção do isolado a 

ser usado nas avaliações de resistência dos cultivares e acessos de 

aceroleiras pertencente ao Banco de Germoplasma (BAG) da Embrapa 

Semiárido. Os isolados foram repicado para placas de Petri contendo meio de 

cultura batata-dextrose-ágar (BDA), sob de fotoperíodo de 12 h de luz a 25 ± 1º 

C em câmara BOD, permanecendo nestas condições por sete dias para 

posterior utilização nos experimentos. 

5.3.2. Velocidade de crescimento micelial e agressividade de 

Lasiodiplodia spp.  

A avaliação da velocidade média de crescimento micelial consistiu na 

medição do diâmetro do micélio em dois sentidos opostos, a cada 24 h, sendo 

utilizada a média destes para cada repetição. As avaliações finalizaram quando 
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o micélio atingiu a borda da placa em um dos tratamentos. A velocidade média 

de crescimento dos isolados foi determinada pela fórmula adaptada de Lilly & 

Barnett (1951). 

Vmc = (Ct2 - Ct1) / T  

onde, 

Vmc = velocidade média de crescimento (cm/dia); 

Ct1= crescimento no primeiro intervalo de tempo (cm); 

Ct2= crescimento no segundo intervalo de tempo (cm); 

T= intervalo de tempo considerado (dia). 

Três repetições desse experimento foram realizadas, entre junho e 

outubro de 2015. O delineamento estatístico utilizado foi o inteiramente 

casualizado com dez repetições. Sendo os tratamentos constituídos de cada 

um dos três isolados de Lasiodiplodia. 

Para avaliar a agressividade dos isolados, mudas de aceroleira da 

cultivar Junko, com aproximadamente 90 dias de idade após a enxertia, foram 

inoculadas pelo método do Furador, usando discos de meio de cultura BDA 

contendo micélio do patógeno com sete dias de crescimento (Alfenas & 

Ferreira, 2007). O disco de micélio foi introduzido em um furo no caule da muda 

de aceroleira, aproximadamente no meio do enxerto (Figura 2, apêndice). A 

profundidade do furo foi de aproximadamente 2 mm, feito com o auxílio de um 

furador de metal. Imediatamente após o furo, o meio de cultura com e sem o 

fungo (testemunha) foi colocado dentro do ferimento, em seguida colocou-se 

um pedaço de algodão umedecido (com água destilada) abaixo do corte e 

cobriu-se externamente com Parafilme® (LIMA et al., 2012). Após a inoculação, 

as mudas foram mantidas a 25 °C no escuro por 48 h. Em seguida, as mudas 

foram mantidas em um viveiro de mudas com tela de sombreamento 50% até 
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as avaliações. Neste período, as plantas foram irrigadas em intervalos de 48 h, 

elevando a umidade do substrato para capacidade de campo baseado no peso 

dos vasos.  

As plantas inoculadas foram avaliadas quanto ao comprimento da lesão 

30 dias após a inoculação com o auxílio de um paquímetro, para isso foram 

realizados cortes longitudinais retirando a casca do caule das mudas a partir do 

local onde foi feito a inoculação, dessa forma foi medido o comprimento da 

lesão no sistema vascular da planta. Posteriormente, os fungos foram 

reisolados e comparados à cultura original para a comprovação da 

patogenicidade, seguindo o último dos postulados de Koch. O delineamento 

estatístico utilizado foi o inteiramente casualizado com dez repetições. Os 

tratamentos consistiram de três isolados e uma testemunha sem inoculação. O 

experimento foi repetido duas vezes.  

Os dados obtidos foram primeiramente avaliados quanto à normalidade 

e homogeneidade, sendo em seguida submetidos à análise de variância e as 

médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey (P<0,05). Os dados de 

comprimento da lesão dos isolados foram transformados para . As análises 

estatísticas foram realizadas no programa estatístico SISVAR, versão 5.3 

(Ferreira, 2011) e no programa R (R Core Team, 2014). 

5.3.3. Métodos de inoculação 

O isolado considerado mais virulento do experimento anterior foi 

utilizado para este experimento. Nesta etapa, foram avaliados três métodos de 

inoculação do fungo, sendo este o do Furador, o corte em Bisel e Desponte 

(Figura 2, apêndice). Na execução deste experimento foram inoculadas mudas 

de aceroleira das cultivares Junko e Okinawa de aproximadamente um ano de 
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enxertada. Para isso, quatro plantas foram inoculadas com e sem o fungo para 

cada método de inoculação. Este experimento foi montado em fatorial com seis 

tratamentos de inoculação, duas variedades e quatro repetições (clones de 

cada acesso).  

Cada planta foi inoculada pelo método de inoculação de discos de 

micélio do patógeno (Alfenas & Ferreira, 2007). Para o método do Furador, o 

isolado previamente cultivado em BDA foram retirados em disco de 4 mm de 

diâmetro do micélio fúngico e introduzido em um furo no caule da muda de 

aceroleira, aproximadamente no meio do enxerto. A profundidade do furo foi de 

aproximadamente 2 mm, feito com o auxílio de um furador de metal (Figura 2 

do apêndice). Imediatamente após o furo, o meio de cultura com e sem o fungo 

foi colocado dentro do ferimento, em seguida colocou-se um pedaço de 

algodão umedecido (com água destilada) abaixo do corte e cobriu-se 

externamente com fita de Parafilme® (LIMA et al., 2012). As plantas inoculadas 

foram mantidas em uma sala de inoculação, com temperatura máxima de 32°C 

e mínima de 23°C, no escuro durante as primeiras 48h após a inoculação. 

Posteriormente as mudas inoculadas foram encaminhadas para um viveiro de 

mudas com tela de sombreamento 50% de plástico preto, onde ficaram até 

serem feitas as avaliações. Neste período, as plantas foram irrigadas em 

intervalos de 48 h, elevando a umidade do substrato para capacidade de 

campo baseado no peso dos vasos.  

Para os demais métodos a única diferença esteve na forma como foi 

realizado o ferimento. No método do Bisel um corte em bisel de 

aproximadamente 5 mm de profundidade foi retirado com auxilio de um bisturi 

de metal. Para o método do Desponte, um ramo foi destacado manualmente na 

altura mais próxima ao centro da enxertia (Figura 2 do apêndice).   
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Nesta etapa, foram avaliados a área da lesão, comprimento da lesão, 

perímetro da lesão e diâmetro da lesão. Os dados obtidos foram primeiramente 

avaliados quanto à normalidade e homogeneidade, sendo em seguida 

submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas pelo teste de 

Duncan (P<0,05) utilizando o programa estatístico SISVAR, versão 5.1., para 

determinar o melhor método de inoculação.  Dados de área da lesão foram 

transformados utilizando (√X). Foi realizada também análise de correlação 

entre as variáveis (área da lesão, comprimento da lesão, perímetro da lesão ao 

redor do ramo e diâmetro da lesão) utilizando o método de Pearson (| r | > 

0,50) com o auxílio do programa R (R Core Team, 2014). Para comprovação 

dos resultados dois experimentos foram conduzidos.  

A área da lesão, em mm2, foi determinada com o auxílio de uma câmera 

digital e softwares de tratamento de imagens (Quant e o Photoshop CC 2015). 

O comprimento e a largura da lesão, em mm, foram quantificados com um 

paquímetro digital e o perímetro da lesão, com o auxílio de uma fita métrica. O 

perímetro da lesão foi medido fazendo-se um corte transversal do local onde 

ocorreu a inoculação e de uma visão superior mediu-se o perímetro em que a 

lesão alcançou do entorno na muda. 

5.3.4. Experimento de resistência dos acessos 

Para esta etapa foram realizados dois ensaios, nas quais o isolado e 

método de inoculação, selecionados anteriormente, foram usados para a 

determinação do nível de resistência de acessos de aceroleira do banco de 

germoplasma da Embrapa Semiárido. A única diferença na metodologia foi na 

execução do método de inoculação utilizado, onde a sala de inoculação não foi 

utilizada e as condições de temperatura não foram controladas, devido ao 

grande numero de mudas avaliadas. Dessa forma as mudas ficaram durante as 



64 

 

 

primeiras 48h em um galpão coberto, sendo cada planta envolvida com um 

saco de papel para proporcionar o “escuro” que se usa na metodologia padrão. 

Neste local, foram monitoradas a temperatura máxima e mínima durante este 

período sendo registrado temperatura máxima de 33,5°C e mínima de 25°C no 

primeiro experimento e temperatura máxima de 35,5°C e mínima de 24°C na 

sua repetição. 

Para execução destes experimentos, utilizou-se um delineamento em 

blocos casualizados, na qual cada acesso de aceroleira testado constituiu um 

tratamento. Os acessos avaliados foram: ACO 09, ACO 10, ACO 13, ACO 14, 

ACO 15, ALHA 06, Barbados, BRS Apodi, BRS Cabocla, BRS Cereja, BRS 

Frutacor, BRS Roxinha, BRS Rubra, BRS Sertaneja, BV 01, Camta, Clone 47, 

Clone 71/2, Coopama Nº1, Costa Rica, Dominga, Eclipse, Flor Branca, Florida 

Sweet, Iapar 01, Junko, Mineira, Nikki, Okinawa, Olivier, RECI 01, RECI 02, 

UEL 01 e Valeria, totalizando 34. Para constituir as repetições foram utilizados 

quatro clones de cada genótipo de aceroleira, tendo estes aproximadamente 70 

dias de enxertados.  

As avaliações consistiram de análise do comprimento de cada lesão em 

cada acesso, quantificados com o uso de um paquímetro digital na região do 

sistema vascular da planta, como descrito anteriormente. Os acessos foram 

agrupados em níveis de resistência (ex.: resistentes, moderadamente 

resistentes e suscetíveis) baseado em análises univariada de agrupamento, 

Skott-Knott a 5% de probabilidade, sendo os grupos de resistência formados, 

confirmados por análises de funções discriminantes. Os dados de comprimento 

médio da lesão foram transformados utilizando ( ). As análises estatísticas 

foram realizadas no programa estatístico SISVAR, versão 5.1 e Minitab, Versão 

16.1 (Minitab Inc., 2010). 
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5.4. Resultados 

Os resultados do experimento de crescimento micelial dos isolados de 

Lasiodiplodia permitiram inferir que L. euphorbicola foi o mais veloz in vitro, 

crescendo entre 4,7 e 5,6 cm/dia para as três épocas do experimento (Figura 

1). Na primeira época do experimento, os três isolados apresentaram 

crescimento micelial iguais estatisticamente, no entanto, para as outras duas 

épocas do experimento, o isolado de L. euphorbicola se destacou crescendo 

mais rápido que os demais (Figura 1).  

A patogenicidade dos isolados em aceroleiras foi comprovada nas duas 

repetições de um novo experimento, o qual buscou determinar o isolado de 

Lasiodiplodia mais agressivo (Figura 2). As duas repetições do experimento 

apresentaram o mesmo padrão de resultados, onde estatisticamente, o isolado 

de L. iraniensis foi o mais agressivo nas mudas, com lesões superiores a 12 cm 

de comprimento, sendo, em termos médios, quatro vezes superior às lesões do 

segundo isolado mais agressivo. A agressividade do isolado L. iraniensis 

causou a morte de 90% das mudas de aceroleira inoculadas, sendo possível 

observar a murcha e seca dos ramos nessas plantas 7 dias após a inoculação. 

A sintomatologia da doença se caracterizou por um início de murcha nas 

folhas, seguido pela seca descendente de folhas e ramos mais finos (Figura 3, 

apêndice). A seca evoluiu em direção à base da planta até atingir a raiz, 

levando à queda das folhas e uma necrose da raiz. Nos ramos, também foi 

possível observar rachaduras na casca (fendilhamentos) e formação de cancro 

próximo ao local de inoculação do patógeno (Figura 3, apêndice). 

Para o experimento dos métodos de inoculação, foi possível observar 

que a área das lesões da doença variou entre as cultivares. Na média geral, 

considerando os três métodos de inoculação e as duas épocas do experimento, 
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a doença na cultivar Okinawa apresentou lesões 625% maiores que na cultivar 

Junko (Tabela 1). Entretanto, em termos médios, os três métodos de 

inoculação não diferiram entre si, estatisticamente, para os dois cultivares 

avaliados (Tabela 1).  

Para a primeira época do experimento na cultivar Junko, o método do 

Furador e do Bisel foram superiores estatisticamente ao método do Desponte, 

gerando lesões 239% maiores com esses métodos. Nesta mesma época do 

experimento, para a cultivar Okinawa, os melhores métodos foram o do 

Desponte e, novamente, o do Bisel, gerando lesões 50% maiores que no 

método do Furador. Neste experimento observou-se também que nos métodos 

do Desponte e o do Furador a cultivar Junko apresentou lesões menores que a 

cultivar Okinawa.  

Para a segunda época do experimento, os três métodos de inoculação 

não diferiram significativamente entre si, tanto para a cultivar Junko como o 

Okinawa. Entretanto, neste experimento observou-se também que para o 

método do Furador a cultivar Junko apresentou lesões menores 

estatisticamente que a cultivar Okinawa  

 A interpretação dos resultados da análise de correlação entre as variáveis 

área, perímetro, comprimento e largura das lesões, demostram que há 

correlação significativa entre todas as variáveis avaliadas, sendo maior a 

correlação (96,2%) entre a área e o comprimento das lesões (Tabela 2). 

Os 34 acessos de aceroleira foram inoculados com o patógeno mais 

agressivo (L. iraniensis), pelo método do Furador (o mais prático e eficiente), 

sendo determinado o comprimento médio das lesões (variável de mais fácil 

mensuração). Em todos os acessos inoculados foram observadas lesões 

necróticas com grandes diferenças no comprimento médio das lesões (Tabela 
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3). Em termos médios, a primeira época do experimento proporcionou lesões 

121% maiores que a segunda, não sendo significativa a análise conjunta das 

duas épocas do experimento.  

Os resultados das análises de agrupamento univariada (Scott-Knott a 

5% de probabilidade) definiram dois níveis de resistência na primeira época do 

experimento e três na segunda, quanto à reação desses cultivares e acessos à 

Lasiodiplodia iraniensis (Tabela 3). Para uma interpretação mais acurada, 

usando os resultados das duas épocas do experimento, foi feito uma análise 

discriminante, com os valores de comprimento das lesões, para determinar 

qual agrupamento de níveis de resistência apresenta maior probabilidade de 

acerto. Assim, foi determinado que a probabilidade de acerto do agrupamento 

em dois e três níveis de resistência foram 100 e 91,2%, respectivamente. 

Assim, por não ter apresentado acessos imunes à doença, foi definido os níveis 

de resistência, moderadamente resistentes e suscetíveis à morte descendente 

causada por L. iraniensis.  

Um total de 35,3% dos acessos avaliados foram classificados como 

moderadamente resistentes à morte descendente causada por L. iraniensis (BV 

01, ACO 09, ACO 10, ACO 14, UEL 01, Clone 47, Coopama Nº1, Camta, 

Barbados, BRS Cabocla, Dominga e Flor Branca), enquanto que 64,7% foram 

suscetíveis à doença (ACO 13, ACO15, RECI 01, RECI 02, IAPAR 01, Clone 

71/2, Alha 06, BRS Sertaneja, BRS Cereja, BRS Apodi, BRS Rubra, BRS 

Frutacor, BRS Roxinha, Junko, Costa Rica, Okinawa, Nikki, Eclipse, Valéria, 

Mineira, Oliver, Florida Sweet) (Tabela 3). 
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5.5. Discussão 

A taxa de crescimento micelial é uma variável comumente usada, para 

várias espécies de fungos, como um indicativo de agressividade de 

fitopatógenos quando inoculados em plantas. Os resultados apresentados 

neste trabalho foram igualmente variáveis aos obtidos por Pereira et al. (2006), 

Lima et al (2012, 2014), Marques et al. (2013) e Correia et al. (2016) para 

diferentes espécies de Lasiodiplodia. Ou seja, é possível um patógeno crescer 

rapidamente in vitro e não ser capaz de causar as maiores lesões quando 

inoculados em um hospedeiro vivo. Essa diferença de resposta entre os fungos 

é explicada pela característica intrínseca de cada espécie do patógeno ou das 

formas de sua preservação antes da instalação dos experimentos (Pereira et 

al., 2006; Maciel et al., 2015). Para Lasiodiplodia esse fato também já foi 

observado (Lima et al., 2012; Marques et al., 2013), sendo taxa de crescimento 

micelial, considerada pouco informativa para determinar a agressividade de 

isolados de Lasiodiplodia. 

Assim, para o patossistema Lasiodiplodia-Aceroleira, a inoculação de 

plantas, por meio de um método padrão e avaliação do tamanho das lesões 

após determinado período de tempo seria mais apropriado para determinar a 

agressividade dos isolados e resistência de cultivares. Todos os isolados 

avaliados neste trabalho foram patogênicos a aceroleira, mas o isolado de L. 

iraniensis foi o mais agressivo em plantas, causando as maiores lesões e morte 

de mais de 90% das plantas em poucos dias após a inoculação.  

Para determinar um método padrão de inoculação para o patossistema 

Lasiodiplodia-Aceroleira foi considerado os seguintes critérios: facilidade de 

execução do método, sua rapidez, severidade do método e reprodutibilidade 

(Pastor-Corrales et al,. 1981; Smith et al., 1991; Rezende et al., 2011). Todos 
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os métodos foram iguais estatisticamente para a variável área da lesão para os 

dois cultivares avaliados. Entretanto, o método do Furador foi o único que 

possibilitou a discriminação quanto à área da lesão entre os cultivares nas duas 

épocas do experimento, além de ter sido o mais rápido, seguro e de 

simplicidade de execução. Este método também é usado como método padrão 

para os seguintes patossistemas: Manga e Umbu-Cajá-Fungos 

Botryosphaeriaceae (Gonçalves et al., 2016), Pistache-L. americana e 

Neofusicoccum hellenicum (Chen et al., 2015), Videira-Botryosphaeriaceae 

(Amponsah et al. 2011; Correia et al. 2016),  Jatropha curcas- Lasiodiplodia 

(Machado et al. 2014). 

Após definir um método de inoculação padrão, buscou-se determinar 

que variável seria mais apropriada para avaliar os cultivares e acessos de 

aceroleira quando inoculados com o isolado agressivo de Lasiodiplodia 

iraniensis. A área da lesão é a variável mais precisa e mais utilizada em 

avaliações de resistência de plantas a doenças, entretanto, o comprimento da 

lesão é um parâmetro mais fácil e rápido de ser obtido, haja vista que esta 

variável foi altamente correlacionada com a área da lesão e a maioria das 

outras variáveis avaliadas no experimento. Outros trabalhos já recomendaram 

a avaliação da resistência de plantas por meio da avaliação do comprimento de 

lesões ou a área lesionada, como Chen et al. (2015) para o patossistema 

Pistache-L. americana e Neofusicoccum hellenicum; Delgado-Cerrone et al., 

(2016) para Maçã-Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Neofusicoccum 

parvum, D. intermedia, N. luteum, D. pseudoseriata, N. australe, L. theobromae  

e Gonçalves et al. (2016), avaliando o comprimento de lesões causadas por 

vários fungos Botryosphaeriaceae, como Botryosphaeria mamane, 

Pseudofusicoccum adansoniae, P. stromaticum, Neofusicoccum parvum, N. 
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ribis, L. gonubiensis e L. theobromae em ramos de Umbu-Cajá e frutos de 

manga. 

A avaliação da resistência dos acessos de aceroleira foi realizada com o 

isolado mais agressivo (L. iraniensis), o método de inoculação mais eficiente 

(método do Furador) e quantificado a variável mais simples de se obter 

(comprimento das lesões) que apresentou maior correlação com as outras 

variáveis epidemiológicas analisadas nos experimentos preliminares. Não foi 

identificado nenhum acesso imune à doença. Porém, foi determinado que os 

acessos BV 01, ACO 09, ACO 10, ACO 14, UEL 01, Clone 47, Coopama Nº1, 

Camta, Barbados, BRS Cabocla, Dominga e Flor Branca apresentaram 

moderada resistência à morte descendente. Um total de 64,7% dos acessos 

foram classificados como suscetíveis à doença, sendo as suas lesões, em 

média, 51,3% maiores que as lesões dos cultivares moderadamente resistente.     

Nos Estados da Bahia, Ceará, Pernambuco e Paraíba, que respondem 

por 60% da produção nacional de acerola, os acessos Flor Branca, Okinawa, 

Junko e BRS Sertaneja são os mais cultivados (Furlaneto & Nasser, 2015; 

Ritzinger & Ritzinger, 2011; Souza et al., 2013). Dentre estas apenas o acesso 

Flor Branca se enquadrou como moderadamente resistente à doença e os 

acessos BRS Sertaneja e Okinawa esteve entre os que apresentaram as 

maiores lesões da doença. No estado de São Paulo, o terceiro maior produtor 

de acerola do Brasil, a cultivar Olivier está entre os dois mais plantados 

(Furlaneto & Nasser, 2015), sendo este também classificado neste experimento 

como suscetível à morte descendente.  

Na região do Submedio São Francisco, notadamente no polo Petrolina-

Juazeiro, a cultivar Junko, classificado como suscetível à morte descendente, é 

o mais plantado, dentre outro fatores, por ser uma planta produtiva, robusta, de 
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porte médio, alto teor de vitamina C (superior a 2.500 mg.100g-1) e boa 

conservação pós-colheita (Souza et al., 2013). Entretanto, a cultivar Flor 

Branca, também plantado nesta região, mostrou-se moderadamente resistente 

a essa doença e torna-se uma alternativa para os produtores dessa região que 

tem problemas com essa doença. Além disso, a Flor Branca apresenta como 

características positivas a regularidade de produção, boa produção de pólen e 

alto teor de vitamina C (superior a 1.500 mg.100g-1) (Souza et al., 2013).        

Portanto, para essas e outras regiões que apresentarem áreas com 

epidemias de morte descendente causada por Lasiodiplodia spp., a utilização 

de cultivares mais resistente se torna uma alternativa, como, por exemplo, a 

cultivar BRS cabocla, que além da resistência horizontal à morte descendente, 

apresentam boas características agronômicas, como alto teor de sólidos 

solúveis (superior a 8,0 °Brix) e frutos grande, maiores que 10 g (Souza et al., 

2013).  

Estes resultados destacam a vulnerabilidade fitossanitária da maioria 

dos clones de acerola cultivados no Brasil. Este fato reforça a necessidade do 

desenvolvimento de programas de melhoramento para a cultura, notadamente 

para reduzir os danos causados por doenças que tem como agentes causais 

fungos da família Botryosphaeriaceae. Apesar de não ter sido encontrado neste 

estudo acessos de aceroleiras com imunidade à doença, acessos como os BV 

01, ACO 09, ACO 10, ACO 14, UEL 01, Clone 47, Coopama Nº1, Camta, 

Barbados, BRS Cabocla, Dominga e Flor Branca, apresentaram resistência 

horizontal à doença e podem ser usados como fontes de resistência para o 

desenvolvimento de cultivares de aceroleira.  
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Figura 1 – Taxa de crescimento micelial in vitro (cm/dia) de três 

espécies de Lasiodiplodia (L. euphorbicola, L. iraniensis e L. viticola) cultivados 

sob BDA em câmara tipo BOD com 12h de luz UV próximo e temperatura de 25 

ºC. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey 

a 5% de probabilidade. O experimento foi repetido em três épocas.  
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Figura 2 – Comprimento médio das lesões de três espécies de 

Lasiodiplodia (L. euphorbicola, L. iraniensis e L. viticola) em aceroleira cultivar 

Junko, 30 dias após as inoculações pelo método do Furador. Médias seguidas 

pela mesma letra em cada época do experimento não diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. O experimento foi repetido em duas 

épocas. 
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Tabela 1 – Área média das lesões (mm²), provocadas por Lasiodiplodia 

iraniensis em mudas de aceroleira (Malpighia emarginata) dos cultivares Junko 

e Okinawa, usando os três métodos de inoculação. 

Método  

de 

inoculação 

Área média das lesões (mm²) 

1ª época 
 

2ª época 

Junko Okinawa Média   Junko Okinawa Média 

Desponte 20,2 bB 238,7 Aa 129,5 A 
 

150,6 aA 515,6 aA 333,0 A 

Testemunha 6,2 aBC 9,5 aC 7,9 C   4,8 aB 14,8 aB 9,8 B 

Furador 43,9 bA 101,0 aB 72,5 A 
 

81,8 bA 878,8 aA 493,0 A 

Testemunha 0,0 aD 1,4 aC 0,7 B   4,2 aB 3,5 aB 3,9 B 

Bisel 53,0 aA 171,6 aAB 112,3 A 
 

138,1 aA 603,1 aA 371,0 A 

Testemunha 6,9 aCD 3,9 aC 5,4 C   2,4 bB 12,0 aB 7,2 B 

Média 21,7 b 87,7 a - 
  

63,6 b 338,0 a - 
 

CV (%) - 
 

-   44,1     - 

 

-   61,3   

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna, para cada 

época e método de inoculação, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade. CV: Coeficiente de variação. 

 

Tabela 2 – Correlação entre a área (mm2), perímetro (mm), comprimento (mm) 

e largura (mm) das lesões, provocadas por Lasiodiplodia iraniensis em mudas 

de aceroleira (Malpighia emarginata) Junko e Okinawa, usando três métodos 

de inoculação.  

Variável Área Perímetro Comprimento Largura 

Área 1,000** - - - 

Perímetro 0,876** 1,000** - - 

Comprimento 0,962** 0,892** 1,000** - 

Largura  0,520** 0,765** 0,602** 1,000** 

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t. 
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Tabela 3 – Nível de resistência de acessos de aceroleira à morte descendente causada por 

Lasiodiplodia iraniensis. 

Acesso 

Comprimento médio 

das lesões (mm) 
  Nível de 

resistência** 
1ª época 2ª época 

 
BV 01 46,3 aA* 29,0 aA 

 
MR 

ACO 09 48,2 aA 47,0 aA 
 

MR 

Barbados 51,6 aA 46,4 aA 
 

MR 

UEL 01 51,9 aA 30,1 aA 
 

MR 

BRS Cabocla 52,1 aA 50,6 aA 
 

MR 

ACO 14 52,4 aA 27,9 bA 
 

MR 

Dominga 52,7 aA 54,5 aA 
 

MR 

ACO 10 55,0 aA 44,5 aA 
 

MR 

Clone 47 62,2 aA 49,6 aA 
 

MR 

Flor Branca 69,5 aA 45,5 aA 
 

MR 

Coopama Nº1 74,0 aA 36,2 bA 
 

MR 

Camta 77,9 aA 47,1 aA 
 

MR 

Clone 71/2 85,0 aB 47,0 bA 
 

S 

ALHA 06 97,2 aB 25,7 bA 
 

S 

Junko 99,4 aB 40,6 bA 
 

S 

Mineira 56,0 aB 102,4 aC 
 

S 

Olivier 85,3 aB 82,7 aB 
 

S 

Nikki 93,6 aB 64,3 bB 
 

S 

BRS Apodi 96,0 aB 86,9 aB 
 

S 

Florida Sweet 99,5 aB 79,2 aB 
 

S 

BRS Rubra 100,1 aB 61,9 bB 
 

S 

ACO 13 102,5 aB 86,4 bB 
 

S 

BRS Roxinha 103,8 aB 81,2 aB 
 

S 

BRS Frutacor 109,6 aB 79,5 aB 
 

S 

Costa rica 91,8 aB 108,2 aC 
 

S 

ACO 15 98,3 aB 99,6 aC 
 

S 

Eclipse 99,3 aB 106,0 aC 
 

S 

RECI 01 99,5 aB 112,5 aC 
 

S 

BRS Cereja 102,4 aB 112,2 aC 
 

S 

Valeria 105,5 aB 95,9 aC 
 

S 

BRS Sertaneja 108,5 aB 114,3 aC 
 

S 

Okinawa 108,8 aB 113,0 aC 
 

S 

RECI 02 109,8 aB 99,6 aC 
 

S 

IAPAR 01 120,4 aB 110,0 aC 
 

S 

MÉDIA 83,6  a 68,6 b 
  

CV (%) 21,1   26,5       

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem entre si 
pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade.  CV: Coeficiente de variação. **Nível de resistência dos 

acessos (MR - Moderadamente resistente; S - Suscetível) obtidos por análise de discriminantes para as 

duas épocas do experimento. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Este estudo representa a primeira pesquisa que adaptou metodologias e 

formas de avaliação da resistência de aceroleiras à morte descendente causada por 

fungos da família Botryosphaeriaceae.  

A esporulação de fungos desse grupo em folhas de manga e ramos de 

aceroleira foram igualmente eficientes ao método padrão (acículas de pinus). A 

importância destes resultados torna-se maior aliado ao fato de que em regiões 

semiáridas, no Brasil e no mundo, há dificuldades em se obter acículas de pinus, 

prejudicado os trabalhos taxonômicos com esse importante grupo de fungos.  

Também foi padronizado neste estudo uma metodologia eficiente para a 

inoculação e avaliação da resistência de aceroleira à morte descendente. A 

comprovação de que o comprimento da lesão é uma variável epidemiológica de fácil 

obtenção e altamente correlacionada com outras variáveis epidemiológicas 

tradicionalmente confiáveis, como a área das lesões, associado ao uso do método 

do Furador tornará rápido e dinâmico a avaliação de populações de aceroleiras, em 

programas de melhoramento, quanto ao nível de resistência de acessos, ou mesmo 

na determinação da herança da resistência pela rápida avaliação de populações 

segregantes.  

Além da importância científica, este estudo também representa a primeira 

pesquisa sobre a resistência das principais cultivares de aceroleira utilizadas no 

Brasil à morte descendente causada por um isolado agressivo Lasiodiplodia 

iraniensis. Uma resistência do tipo horizontal à morte descendente foi identificada 

em 12 acessos, como a cultivar BRS Cabocla e Flor Branca. Esses cultivares se 

tornam uma alternativa para regiões que apresentem epidemias de morte 

descendente causada por Botryosphaeriaceae e devem ser usadas no programa de 

melhoramento da aceroleira da Embrapa Semiárido para o desenvolvimento de 

cultivares resistente a doenças. 
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7. APÊNDICES  

 

 

Figura 1 – Experimento de esporulação de fungos do gênero Lasiodiplodia e 

Bothyosphaeria utilizando diferentes substratos vegetais 30 dias após a montagem. 

a) Substrato da palha do milho colonizado por Lasiodiplodia viticola. b) Nervura 

central do milho colonizado por L. euphorbicola. c) Folha de mangueira colonizada 

com L. hormozganensis. d) Formação de picnídios de L. hormozganensis em ramos 

de Aceroleira. e) Formação de picnídios de L. iraniensis em nervura central de milho. 

f) formação de picnídios de Botryosphaeria sp. em folha de mangueira. g) Corte 

transversal de picnídio de L. iraniensis. h) Conídios de Botryosphaeria sp.. i) 

Conídios de L. iraniensis.    
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Figura 2 - Experimento de métodos de inoculação em mudas de aceroleira. a)  

Retiradas de discos de micélio da borda de placas para a inoculação. b-d) 

inoculação pelo método do Furador. b) Utilização do furador metálico para causar 

ferimentos em mudas de acerola. c) Inoculação com disco de micélio em ferimento 

feito por furador. d)  Pedaço de algodão umedecido (com água destilada) colocado 

abaixo do ferimento e coberto externamente com fita de Parafilme®. e-f) Inoculação 

pelo método do Bisel. e) Realização do corte em bisel para inoculação. f) Corte em 

bisel após a inoculação. g-i) Método do Desponte. g) Escolha do ramo para 

desponte. h) Desponte do ramo escolhido. i) Ferimento após o desponte. 
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Figura 3 – Experimento de resistência de acessos de aceroleira à reação a 

Lasiodiplodia iraniensis. a) Variabilidade genética entre clones de aceroleira quanto 

à reação a Lasiodiplodia iraniensis. b) Sintoma de morte descendente em mudas de 

aceroleira. c) Muda de acerola morta pela ação de Lasiodiplodia iraniensis após 30 

dias de inoculação. d-e) Rachadura da casca (fendilhamentos) provocada pelo fungo 

Lasiodiplodia iraniensis. f) Muda de aceroleira iniciado a recuperação do ataque do 

fungo. g-h) Sintoma de cancro causada por Lasiodiplodia iraniensis. i) Cicatrização 

de mudas de aceroleira moderadamente resiste 30 dias após a inoculação artificial 

com Lasiodiplodia iraniensis. 

 


