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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é considerada de grande importancia para a seguranca
alimentar, com raiz tuberosa, rica em amido e alto valor caldrico. Dentre as doencas, as
podriddes radiculares e das manivas sdo mais frequentes causando perdas diretas na produgédo
e por disseminacdo dos patdgenos, respectivamente. Estudos revelaram a ocorréncia de uma
diversidade de fungos fitopatogénicos, destacando-se os da familia Botryosphaeriaceae,
associados a podriddo de manivas. Esse trabalho teve como objetivo identificar a diversidade
fangica com énfase a familia Botryosphaeriaceae, associadas as manivas-sementes de
mandioca, ap6s desinfeccdo e inducdo de apodrecimento. Foram realizados isolamentos de
fungos por diluicdo seriada, das manivas apodrecidas dos municipios de Alenquer, Belterra,
Curua, Faro, Itaituba, Juruti, Mojui dos Campos, Prainha e Santarém, seguido da extracdo de
DNA, por meio do kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). Para o estudo da
diversidade foi realizada a identificacdo pela amplificacdo da regido génica do espacador
transcrito interno (ITS) com os primers universais ITS1 e ITS4 e posterior envio para
sequenciamento, através do método Sanger. Os eletroferogramas foram trimados e editados,
para 0s contigs serem usados para a identificacdo. A identificacdo molecular foi iniciada pelo
uso do Blast e posterior comparacdo com sequéncias padrbes das espécies do género/ secao/
complexo associado. Foi realizado analise filogenética de espécies da familia
Botryosphaeriaceae das regides génicas do fator de elongacdo da traducéo (TEF 1 — a), RNA
polimerase subunidade Il (rpb2) e espacador transcrito interno (ITS). Onze géneros foram
identificados na diversidade fangica em manivas-sementes (Lasiodiplodia, Neoscytalidium,
Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Hyphopichia, Trichoderma, Clonostachys,
Diaporthe e Phomopsis). O género Lasiodiplodia foi o mais frequente, sendo detectadas no
minimo as espécies Lasiodiplodia theobromae, L. brasiliensis, L. euphorbiaceicola e L.
pseudotheobromae, além da espécie Neoscytalidium dimiditum, distribuidos diferencialmente
entre as diferentes comunidades e municipios da regido oeste do Para, sendo que todos 0s
isolados de Lasiodiplodia e Neoscytalidium foram capazes de causar lesbes em raizes de
macaxeira e foram reisolados confirmando a sua patogenicidade. Estes dados demonstram a
importancia do material de propagacéo sadio, devido que os patdgenos podem ser disseminados

mesmo assintomaticos e com tratamentos de desinfecgédo superficial.

Palavras-chave: Fitopatologia. Etiologia. Filogenia. Ascomicetos.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered of great importance in food security, with a
tuberous root, rich in starch, and high caloric value. Root and stem rot are diseases that
compromise the crop, causing major losses, due to direct losses in production and the spread of
pathogens, respectively. Studies have revealed the occurrence of a diversity of phytopathogenic
fungi, standing out those of the Botryosphaeriaceae family, associated with stem rot. This work
aimed to identify fungal diversity with emphasis on the Botryosphaeriaceae family, associated
with cassava seed stems, after disinfection and induction of rot. Fungal isolations were carried
out by serial dilution, of the rotten cuttings from Alenquer, Belterra, Curud, Faro, ltaituba,
Juruti, Mojui dos Campos, Prainha and Santarém municipalities, followed by DNA extraction
using the Wizard® Genomic DNA Purification kit. (Promega). To study diversity,
identification was carried out by amplification of the ITS region with the universal primers
ITS1 and ITS4 and subsequent sending for sequencing, using the Sanger method. The
electropherograms were trimmed and edited so that the contigs could be used for identification.
Molecular identification was initiated by using Blast and subsequent comparison with standard
sequences of the species of the associated genus/section/complex. Phylogenetic analysis of
species from the Botryosphaeriaceae family was carried out in the gene regions of the
translation elongation factor (TEF 1 — a), RNA polymerase subunit Il (rpb2) and internal
transcribed spacer (ITS). Eleven genera were identified in the fungal diversity in cassava
cuttings (Lasiodiplodia, Neoscytalidium, Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Hyphopichia, Trichoderma, Clonostachys, Diaporthe and Phomopsis). The genus
Lasiodiplodia was the most frequent, with at least the species Lasiodiplodia theobromae, L.
brasiliensis, L. euphorbiaceicola and L. pseudotheobromae detected, in addition to the species
Neoscytalidium dimiditum, distributed differentially among the different communities and
municipalities in the western region of Par4, and all isolates of Lasiodiplodia and
Neoscytalidium were capable of causing lesions in cassava roots and were reisolated,
confirming its pathogenicity. These data demonstrate the importance of healthy propagation
material, as pathogens can be disseminated even when asymptomatic and with superficial

disinfection treatments.

Keywords: Phytopathology. Etiology. Phylogeny. Ascomycetes.
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1 INTRODUCAO

A mandioca pertence a familia das euforbiaceas com raizes tuberosas, rica em amido, o
que confere alto valor energético. E separada conforme a quantidade de &cido cianidrico, em
mandioca-brava, devendo ser usada para fins industriais, ou mandioca-mansa (aipim ou
macaxeira) utilizada para consumo humano, cozida ou frita (MATTOS, 2006). E considerada
uma cultura de grande importancia na seguranca alimentar, com fornecimento de alimento e
renda para mais de 800 milhdes de pessoas no mundo (MAXMEN, 2019). Esté entre uma das
principais culturas agricolas, no Brasil, com importancia social e econdémica, seu cultivo
disperso em todos os biomas do pais (CARVALHO et al., 2022).

Na regido Amazodnica esta cultura possui papel socioecondmico fundamental na
agricultura familiar, com a regido Norte sendo a principal produtora de mandioca no Brasil,
com producéo de 6,4 milhGes de toneladas, no tltimo ano (IBGE 2024), o que a torna de grande
relevancia com pesquisas em melhoramento vegetal a fim de obter plantas sadias, livres de
doencas e consequentemente maior produtividade, estabilidade e beneficios socioeconémicos
para a regido.

A propagacdo da mandioca é normalmente de forma assexuada ou vegetativa, embora
tenha reproducdo sexuada por sementes, com a presenca de inflorescéncias masculinas e
femininas em uma mesma planta (mondica), com protoginia acentuada, favorecendo a
polinizacdo cruzada (aldgama), o que leva a aumentar a variabilidade genética podendo ser
explorado em programas de melhoramento (SILVA, 2001). A propagacdo com 0 uso de
pedacos do caule, denominados de manivas-semente, possibilita que, a partir da identificacdo
de uma planta de interesse, ela tenha suas caracteristicas genéticas replicadas integralmente,
por meio de suas manivas, assim, cada maniva retirada de uma planta € uma copia (clone) do
gendtipo dessa planta (SANTOS et al., 2009).

Entretanto, a propagacdo vegetativa, a partir das manivas-semente da mandioca, as
tornam veiculo de disseminacdo de pragas e doencas causadas por bactérias, fungos, virus,
nematdides e protozoarios, resultando em perdas na produtividade da cultura. Dentre as doencas
se encontram as podrid@es radiculares, causadas por fungos, com possivel progressao para as
manivas, normalmente sdo classificadas como podriddo seca, podriddo mole e podridao negra,
como principais patdgenos espéecies dos géneros Phytophthora, Phytopythium, Fusarium,
Lasiodiplodia e Neoscytalidium (MUNIZ et al., 2006; NOTARO et al., 2013; HOHENFELD
etal., 2018).
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Nas manivas, ha ocorréncia da podriddo seca, causada por fungos da familia
Botryosphaeriaceae, em especifico Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,
afetando manivas-semente em armazenamento e hastes do campo, 0 patdgeno penetra nas
hastes por meio de ferimentos, sendo favorecido em condicGes de alta umidade e temperatura,
e disseminado por meio das manivas-semente (MASSOLA; BEDENDO, 2005). Nas raizes, a
doenca é denominada de podriddo negra, que também afetam a parte aérea, com
amarelecimento e queda das folhas, causados por fungos, também da familia
Botryosphaeriaceae.

Esses fungos ao incidir sobre as manivas podem diminuir a capacidade de germinagéo
das gemas, o que pode estar relacionado com a podridao seca das manivas gerando plantas
doentes devido a diminuicdo da viabilidade do material propagativo contaminado (MASSOLA
JR. et al., 2016). A partir de estudos filogenéticos, realizados no Brasil, foi verificado que os
agentes etioldgicos da podriddo negra das raizes se tratavam de Lasiodiplodia spp. e
Neoscytalidium dimidiatum (= N. hyalinum) (MACHADO et al., 2014a), apesar de Scytalidium
lignicola ter sido descrito como causador da podriddo negra em raizes e caules de mandioca,
foi a partir de analises filogenéticas a identificacdo de Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous
& Slippers (= N. hyalinum) como patégeno causador da podriddo negra, este possui
semelhancas morfolégicas com Scytalidium lignicola Pesante (MACHADO et al., 20143;
VILAS BOAS et al., 2017).

Os géneros Lasiodiplodia e Neoscytalidium estdo incluidos na familia
Botryosphaeriaceae, com fortes indicios de elevada diversidade de espécies associadas a
podriddes em manga, mamao e podridao radicular em pinhdo-manso no Brasil (MARQUES et
al., 2013a; NETTO et al., 2014; MACHADO et al., 2014b). Em se tratando da cultura da
mandioca, estudos realizados no Brasil, identificou com frequéncia a presenca de Lasiodiplodia
e Neoscytalidium causando podridao negra das raizes e podridao seca das manivas, doencas que
podem estar relacionadas pelo mesmo grupo de patdgenos (BRITO et al., 2020).

Considerando a importancia da cultura da mandioca, e a necessidade da identificagdo
dos patdgenos existentes nas manivas-sementes, utilizadas como método de propagacéo da
mandioca, é de grande relevancia o conhecimento dessas espécies patogénicas, sua diversidade
e identificacdo dentro da familia Botryosphaeriaceae, para adquirir uma maior eficiéncia nas
medidas de controle e evitar a disseminagdo por meio das manivas-semente.

Diante disto, hé necessidade da identificacdo da diversidade fungica e das espécies da

familia Botryosphaeriaceae associadas as manivas-semente da mandioca com aspecto sadio e
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que sofreram sanitizacdo, de diferentes comunidades e municipios da regido Oeste do Parg,

onde a cultura é de grande importancia para a agricultura familiar.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Manihot esculenta Crantz

A mandioca é uma dicotileddnea classificada taxonomicamente ao nivel de espécie
como Manihot esculenta Crantz, a qual pertence a Classe Magnoliopsida, Ordem Malpighiales,
Familia Euphorbiaceae, Tribo Manihoteae e Género Manihot (NCBI 2023). E uma planta com
raizes tuberosas, responsavel pelo armazenamento de amido, e sistema radicular fibroso,
responsavel pela absorcdo de &gua e nutrientes, € um modelo de planta subarbustivo ereto,
lenhoso, com presenca de nds salientes, de ramificacdo baixa ou alta, com folhas simples
inseridas nos caules, de flores unissexuadas e monoclamideas (CARVALHO, 2006).

N&o h& um consenso a respeito da sua origem, apesar que pode ter sua ascendéncia no
Brasil Central, considerado o maior centro de diversidade do género com ocorréncia de 38 das
98 espécies do género Manihot, e no México considerado o segundo maior centro de
diversidade com 17 espécies (ALLEM, 2002; NASSAR et al., 2008), reforcando a hipotese de
origem e domesticacdo Neotrdpico, principalmente no Brasil central, onde ocorre a maior
diversidade bioldgica (CARVALHO, 2006). Sua distribuicdo mundial ocorreu apdés o
descobrimento da América, quando os portugueses levaram para a costa oeste da Africa e
depois para a costa leste, onde houve uma grande disseminacao neste continente, na Asia foi
levada pelos espanhdis e da Africa foi distribuida para a india (ALBUQUERQUE, 2008).

E uma cultura de grande importancia e fornece alimento e renda a nivel mundial, e no
Brasil em se tratando da regido amazoénica, é de grande relevancia na regidao Norte, em relacdo
ao ponto de vista cultural, econémico e social, considerada de seguranca alimentar da maioria
da populacdo de baixa renda e cultivada em todos os municipios da regido Norte,
predominantemente por agricultores familiares, na transformacédo em farinha de mesa e outros
subprodutos como fécula, tucupi e folhas cozidas (manigoba) (ALVES et al., 2020).

A regido Norte € a regido de maior producdo de mandioca no pais, em 2023 obteve uma
producdo de 6,3 milhdes de toneladas, seguida pela regido Sul com 4,3 e a regido Nordeste com
4,1 milhGes de toneladas. O estado do Para é o lider nas producées, com valores de 4,0 milhGes
de toneladas em 2023, seguido por Parana com 3,2 milhdes de toneladas (IBGE, 2023). A nivel
mundial, o Brasil liderou a producdo de mandioca até a decada de oitenta, quando perdeu o
primeiro lugar entre 0s paises produtores, e atualmente a Nigéria é a maior produtora mundial,

com um total de 63 milhdes de toneladas, no ano de 2021, segundo dados atualizados da

15



Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO), seguida por
Republica Democrética do Congo, Tailandia, Gana, Indonésia e Brasil (FAOSTAT, 2023).

A mandioca se divide em mandioca-brava de onde se origina a farinha, tucupi, goma,
entre outros, e mandioca-mansa ou doce ou de mesa, também chamada de macaxeira ou aipim,
e sua utilizacdo é na forma in natura. Essa divisao, segundo os agricultores, se origina a partir
do sabor amargo da mandioca-brava, que contém uma maior quantidade de “veneno” da
mandioca, o que leva a morte se consumido em altas doses. Esse “veneno” corresponde a
compostos cianogénicos (&cido cianidrico — HCN) presentes na mandioca, era percebido por
povos antigos, durante a domesticacdo da planta, que as mandiocas com teores elevados desse
acido ficavam protegidas de animais, insetos e doencas, por conta do sabor amargo e toxico
(CUNHA; NETO, 2016).

De acordo com o teor de acido cianidrico (HCN) presente nas raizes, as cultivares de
mandioca séo utilizadas para consumo fresco humano e animal e/ou processadas. Para consumo
humano o ideal é que as cultivares apresentem teor de &cido cianidrico abaixo de 50 mg de
HCN/Kg de raizes frescas, esse teor pode variar com a cultivar, o ambiente e idade da colheita.
Para a industria, as cultivares de mandioca sdo selecionadas conforme sua finalidade de
utilizacdo, o teor de HCN é liberado durante o processamento, o que leva para a utilizacdo na
indUstria tanto a variedade brava como mansa. A mandioca industrializada d& origem a varios
produtos, como a farinha, a fécula, também chamada de amido, tapioca ou goma, entre outros
(MATTOS; CARDOSO, 2003).

Na Amazonia, a mandioca é uma das mais importantes culturas na agricultura familiar,
todas as partes da planta pode ser beneficiado e transformado em produto, suas folhas s&o
utilizadas na alimentacdo humana e animal, a base do caule pode ajudar na geracéo de energia,
uma parte do caule é selecionado para novos plantios, além da utilizagdo como forragem na
alimentacdo animal. Com a raiz se retira a fécula, com varias aplica¢des na industria, a raiz
triturada se origina a farinha, o tucupi, muito utilizado na culinéria paraense, e as cascas das
raizes podem compor ragdes de animais e adubo organico (ALVES; JUNIOR, 2022).

A mandioca possui capacidade de sobreviver em solos acidos e com baixo teor de
nutrientes, com altas temperaturas e em periodos secos (EL-SHARKAWY, 2014). Mesmo sob
condicgdes precarias, a produtividade das raizes pode chegar a 9 t/ha, como em regibes do
Nordeste e Norte do Brasil, que em sua maioria € realizado por pequenos produtores que pouco
utilizam de adubos quimicos, mas adicionam adubo organico com periodicidade e quantidade
incerta (ALMEIDA et al., 2018).
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A propagacao da mandioca ocorre de forma sexual, por meio de sementes, e assexual a
partir de estacas, e por micropropagacdo. A forma assexual compreende a composicéo genética
do individuo original para as proximas geracdes, fixando genotipos relevantes aos produtores
na multiplicacdo do mesmo individuo. A forma sexual ocorre por recombinacdo de alelos e
genes na obtencdo de novos individuos, essencial para os programas de melhoramento para
adquirir novos clones de interesse (NASS et al., 2001).

A propagacao assexual, ou vegetativa, € a forma mais utilizada na cultura da mandioca,
principalmente por meio de estacas ou manivas-semente, que sdo pedacos de caule, permitindo
a manutencdo das caracteristicas genéticas da planta matriz, bem como as caracteristicas
morfolégicas e agrondmicas, 0 que representa uma grande vantagem. A propagacdo através das
estacas (manivas-semente), consiste na capacidade de regeneracdo dos tecidos e emissdo das
raizes, elas devem possuir de cinco a sete gemas, uma grossura aproximada de 2,5 cm, o corte
deve ser reto, e com comprimento em torno de 20 cm, a maniva-semente é destacada de uma
planta de interesse e adicionada em substrato adequado (FUKUDA et al., 2006).

Entretanto a propagacao vegetativa apresenta desvantagens como a impossibilidade de
armazenar as manivas-sementes por tempo prolongado levando a perda da viabilidade do
material e a disseminacao de pragas e patdgenos resultando em perdas na producdo, quantidade
e qualidade do material propagativo (SANTOS et al., 2009).

As manivas de mandioca sao veiculos de disseminacdo de patdgenos causando diversas
doencas na cultura, no Brasil existem cerca de 20 doencas associadas a mandioca que ocorrem
por disseminacdo de patdgenos a partir do material de propagacao.

O mosaico comum, é a doenca mais citada no Brasil em culturas de mandioca, como
agente causal o Cassava common mosaic virus (CsCMV), com sintomas de areas verdes claras
em folhas jovens ou de meia idade, e sua transmissdo ocorre pelo material propagativo doente
(CALVERT & THRESH, 2002).

O mosaico das nervuras, causado pelo virus Cassava vein mosaic virus (CsVMV), com
sintomas de clorose junto as nervuras em folhas de meia idade, progredindo a medida que a
folha envelhece, também transmitido somente por material de propaga¢do (CALVERT &
THRESH, 2002).

A doenca couro de sapo, causada pelo virus de couro de sapo de mandioca (Cassava
frogskin disease, CFSD), suas raizes ndo engrossam e ndao acumulam amido, se tornando

fibrosas e reduzindo a produgéo, é transmitido pelo uso de manivas infectadas e pelas moscas
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brancas Bemisia tuberculata Bondar e Aleurotrachelus sociales Bondar (CALVERT et al.,
2008).

O superbrotamento ou vassoura de bruxa da mandioca, causado por fitoplasma,
encontrado com frequéncia em varias regides do Brasil, as plantas apresentam nanismo,
brotacdo excessiva com aspecto semelhante a uma vassoura, sua disseminacao é por meio de
manivas doentes (MASSOLA & BEDENDO, 2005).

A murcha bacteriana ou bacteriose, como agente causal Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis (Berthet and Bondar, 1915) Constantin et al. 2016, como sintomas a murcha das
folhas, exsudagdo de latex, necrose do sistema vascular e morte descendente, o plantio com
mudas infectadas é identificado por meio da murcha de folhas novas e a morte da planta, a
bactéria se move para o peciolo e haste através do xilema levando a infec¢éo sistémica da planta,
é disseminado pelo material de propagacdo contaminado (HILLOCKS & WYDRA, 2002;
MASSOLA & BEDENDO, 2005).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloesporioides f. sp. manihotis Henn
(Penz) Sacc, se apresenta de duas formas, branda e severa, a forma branda ocorre no final do
ciclo por estirpes fracas do patdgeno, a forma severa ocorre por estirpes mais agressiva com
danos maiores, podendo ocorrer morte de toda a parte area da planta, deve-se eliminar hastes
infectadas (HILLOCKS & WYDRA, 2002).

A podridéo seca das manivas, relatado como causador o fungo L. theobromae, afetando
manivas em armazenamento e hastes no campo com a penetracdo do patdgeno por meio de
ferimentos, favorecido por temperaturas elevadas, ocorrem amarelecimento nos tecidos
internos a partir das extremidades das manivas, a doenca é espalhada por manivas contaminadas
(MASSOLA et al., 2016).

E as podriddes radiculares, causadas por fungos e oomicetos, uma das doencas mais
importantes da cultura da mandioca no Brasil, responsaveis por uma perda de quase 80% na
produtividade, e com poucos relatos detalhados sobre as espécies associadas as podriddes
radiculares e sua distribuicdo geografica (VILAS BOAS et al., 2016; VILAS BOAS et al.,
2017). Como um fator limitante no cultivo da mandioca, é observado que uma parte dos
agricultores familiares estdo migrando para outras atividades, devido a desmotivagcdo com a
cultura em razéo das podriddes radiculares, provocando reducgédo na produtividade e baixa oferta
da farinha e outros produtos (ALVES et al., 2020).

As podriddes nas raizes correspondem um dos maiores problemas aos agricultores na

regido Amazodnica, provocados por diferentes fungos, de dificil controle, ocorrendo em
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qualquer estadio de desenvolvimento da planta, com murchas, clorose na parte aérea e nas raizes
com sintomas classificados em podridao mole, podridao seca e podriddo negra (ALVES et al.,
2020). Dentre os principais patdgenos se encontram espécies flungicas do género Fusarium,
Lasiodiplodia, Neoscytalidium, Phytophthora, Pythium e Phytopythium causando os trés tipos
de podriddo (MACHADO et al., 2014; VILAS BOAS et al., 2017; ALVES et al., 2020). Além
das podriddes radiculares, as manivas-semente também sdo afetadas prejudicando um dos

principais meios de propagacéo da cultura da mandioca.

2.2 Podriddes em manivas-semente de mandioca

A qualidade das manivas-semente é essencial, pois além do seu uso para a multiplicacédo
da planta, é também um meio de propagacao de patdgenos, como das podriddes, que ocorrem
nas raizes podendo progredir para as manivas e assim espalhar o patdgeno em futuras plantacdes
por meio das manivas. Dentre as podriddes se encontra a podridao seca das manivas, relatado
como causador o fungo L. theobromae, é uma doenca que afeta as manivas em armazenamento
e hastes no campo, por meio da penetracdo do patdgeno nas hastes que é favorecido em
condigdes de temperatura e umidade alta, e assim, surgindo a podriddo em manivas com &reas
amareladas ou pardo-acinzentadas nos tecidos internos e posteriormente o escurecimento do
tecido (MASSOLA et al., 2016).

Estudos realizados no Brasil, no Nordeste e Minas Gerais, identificou uma diversidade
de espécies fungicas da ordem Botryosphaeriales, associadas a podriddo seca das manivas e
podriddo negra das raizes, sendo encontrados as espécies Lasiodiplodia brasiliense, L.
caatinguensis, L. euphorbicola, L. hormozganensis, L. iraniensis, L. laeliocattleyae, L. parva,
L. pseudotheobromae, L. theobromae e Neoscytalidium dimidiatum, que foi concluido como
doencas relacionadas causadas pelo mesmo grupo de fungos, o patdgeno pode infectar as
manivas, utilizadas como material de propagacao, e ao serem plantadas, esses fungos podem
colonizar as raizes causando a podrid@o negra (BRITO et al., 2020). Isso enfatiza a importancia
na melhoria dos tratamentos do material de propagacéo, evitando a disseminagédo de doencas

por meio das manivas-sementes.

2.3 Familia Botryosphaeriaceae
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A ordem Botryosphaeriales (Dothideomycetes) (Schoch, Crous & Shoemaker) foi
estabelecida por Schoch et al. (2006) que incluiu uma Unica familia, a Botryosphaeriaceae. Mais
tarde, indicios moleculares fornecidos por Minnis et al. (2012), incluiu a familia
Planistromellaceae. Wikee et al. (2013) ressurgiu Phyllostictaceae como uma familia em
Botryosphaeriales e Slippers et al. (2013) introduziu Aplosporellaceae, Melanopsaceae e
Saccharataceae. Mais tarde Wyka & Broders (2016) acrescentaram Septorioideaceae e em
seguida Yang et al. (2017) enunciou Endomelanconiopsisaceae e Pseudofusicoccumaceae,
resultando em nove familias dentro da ordem. Phillips et al. (2019) em estudos, argumentou um
conjunto de dados reduzidos (LSU e ITS) e considerou que a ordem deve conter apenas
Aplosporellaceae, Botryosphaeriaceae, Melanopsaceae, Phyllostictaceae, Planistromellaceae e
Saccharataceae (ZHANG et al., 2021).

Os géneros Alanomyces e Aplosporella sdo aceitos na familia Aplosporellaceae. A
familia Botryosphaeriaceae, considerada a familia mais diversa, compreende 22 géneros:
Alanphillipsia, Barriopsis, Botryobambusa, Botryosphaeria, Cophinforma, Diplodia,
Dothiorella, Endomelanconiopsis, Eutiarosporella, Lasiodiplodia, Macrophomina,
Marasasiomyces, Mucoharknessia, Neodeightonia, Neofusicoccum, Neoscytalidium,
Oblongocollomyces, Phaeobotryon, Sakireeta, Sardiniella, Sphaeropsis e Tiarosporella.
Melanopsaceae apenas com Melanops. A familia Phyllostictaceae inclui dois géneros,
Phyllosticta e Pseudofusicoccum. Planistromellaceae com Kellermania e Umthunziomyces. E
Saccharataceae compreende Pileospora, Saccharata e Septorioides (DISSANAYAKE et al.,
2021).

A familia Botryosphaeriaceae foi originalmente introduzida, por Theissen & Sydow
(1918), como uma subfamilia em Pseudosphaeriaceae, em seguida varios géneros foram
incluidos, mesmo sem o suporte de dados de sequéncias de DNA, foram realizados estudos com
bases morfoldgicas, descricdes detalhadas e chaves para géneros e espécies da cultura, com a
adicdo de mais géneros, resultando, apés vérios tratamentos, no reconhecimento atual de 33
géneros (ZHANG et al., 2021).

Membros de Botryosphaeriaceae possui grande distribuicdo geografica e climatica,
exceto regides polares, com capacidade endofitica, patogénica ou saprofitica, em ampla
variedade de hospedeiros, associados a plantas lenhosas e herbaceas (PHILLIPS et al., 2013).
Na forma endofitica, como latentes, esses fungos podem ser uma ameaca a agricultura por
viverem em harmonia com seus hospedeiros, despercebidos e assim demonstrando sua
capacidade patogénica em condi¢des de estresse (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007). Na forma
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patogénica podem agir como biotréficos, necrotroficos ou saprofiticos, responsaveis por
doengas importantes, como manchas foliares, gomose, cancro, morte, podriddo de frutos, caule
e raizes (FERNANDEZ-HERRERA et al., 2017; MUNIRAH et al., 2017; HUDA-SHAKIRAH
etal., 2022; SANGPUEAK et al., 2023).

A ecologia dos tdxons da familia Botryosphaeriaceae é considerado complexo e de
dificil compreensdo, ha relatos de espécies patogénicas que foram isoladas da superficie e
tecidos internos de plantas lenhosas, representando o que chamam de “fase endofitica”, 0 que
ndo houve sintomas nos tecidos internos da planta, de onde foi isolado, e nem houve impactos
negativos no crescimento do hospedeiro, como exemplo a espécie Diplodia sapinea, isolada de
Pinus, além de outros relatos semelhantes encontrados, de espécies patogénicas e
posteriormente isolado durante a fase endofitica (PETRINI; FISHER, 1988; SLIPPERS;
WINGFIELD, 2007; LUO et al., 2019; HRYCAN et al., 2020; GARCIA et al., 2021).

Membros da familia Botryosphaeriaceae sdo causadores de doencas em diversas
culturas de grande importancia, como a podriddo-descendente da videira, podridao peduncular
da mangueira, sdo relatados casos em varios paises, incluindo o Brasil (TAVARES;
MENEZES; CHOUDHURY, 1991; NOGUEIRA; FERRARI; LOUZEIRO, 2001; COSTA et
al., 2010; MARQUES et al., 2012).

Os fungos que causam a podridao peduncular normalmente ocorrem de forma endofitica
em tecidos maduros da planta, colonizando a inflorescéncia que leva a atingir de forma
descendente até o pedunculo, onde penetra o fruto em formacéo (LINS et al., 2010). Além de
espécies do género Lasiodiplodia, ja foram relatadas espécies de Botryosphaeriaceae
patogénicas em mangas, como Botryosphaeria dothidea, Botryosphaeria mamane, Fusicoccum
fabicercianum, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum sp., Neoscytalidium dimidiatum e
Pseudofusicoccum stromaticum (MARQUES et al., 2013b).

Na cultura da mandioca foram identificadas as espécies Lasiodiplodia theobromae, L.
euphorbiaceicola e Neoscytalidium dimidiatum causando podridao negra do caule e das raizes,
na Tailandia (SANGPUEAK et al., 2023). E no Nordeste do Brasil e estado de Minas Gerais
foram identificadas espécies de Lasiodiplodia e Neoscytalidium associados a podriddo negra

das raizes e podriddo seca das manivas (BRITO et al., 2020).

2.3.1 Lasiodiplodia
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Lasiodiplodia Ellis & Everh. é um dos géneros dentro da familia Botryosphaeriaceae
mais relatado como causador de doencas em plantas, contendo vérias espécies encontradas em
uma variedade de plantas hospedeiras como saprofitas, parasitas e endofitos (PHILLIPS et al.,
2013). Dentro do género se encontram 38 espeécies descritas com base nos dados de sequéncias
de DNA e caracteristicas morfologicas (SLIPPERS et al., 2017). No entanto, estas espécies em
sua maioria sdo consideradas cripticas dentro do complexo de espécies de Lasiodiplodia
theobromae com 14 espécies apresentando caracteres morfoldgicos distintos (CRUYWAGEN
et al., 2017). No Brasil, varias culturas de interesse econémico sdo afetadas por espécies de
Lasiodiplodia, como exemplo, a mandioca (M. esculenta), manga (Mangifera indica L.),
mamao (Carica papaya L.), pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), videira (Vitis vinifera L.) entre
outros (MARQUES et al., 2013a; NETTO et al., 2014; MACHADO et al., 2014b; CORREIA
etal., 2016; BRITO et al., 2020).

Lasiodiplodia € um género que possui a espécie L. theobromae (Pat.) Griff. & Maubl.
como a espécie tipo do género, com morfologia de micélio imerso ou superficial, ramificado,
septado e marrom escuro. Ascoma eustromatico, castanho escuro a preto. Pseudoparafises
hialinas, septadas. Ascos bitunicados com endotlnica espessa, 8 esporos. ASCOSpOros
irregularmente biseriados, inicialmente hialinos, tornando-se marrom-escuros, asseptados.
Conidiomas estromaticos, imersos ou superficiais, separados ou agregados e confluentes,
globosos, marrom-escuros, uni ou multiloculares. Conidios hialino quando jovem, tornando-se
mais tarde medianamente euseptado, marrom escuro com estrias longitudinais, paredes
espessas, oblongo a elipsoide, reto, amplamente arredondado no apice, base truncada. Parafise
hialina, cilindrica, septada (PHILLIPS et al., 2013).

2.3.2 Neoscytalidium

O género Neoscytalidium foi proposto por Crous & Chinelos (2006) para acomodar
Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers, e em estudos seguintes, a espécie
hyalinum foi considerada uma variante de N. dimidiatum (CURSI et al., 2011). Neoscytalidium
ja foi relatado como patdgeno de plantas e como patégeno humano, causando infecgdes em pele
(PAVLICetal., 2008; MADRIDA et al., 2009). Existem relatos de espécies do género causando
cancro do caule, podriddo em fruta, ferrugem em folhas, morte do inhame, morte e podriddo
em manga, gomose em citros e rinossinusite (POLIZZI et al., 2009; CHUANG et al., 2012;
MARQUES et al., 2013a; BAKHSHIZADEH et al., 2014; SANAHUJA et al., 2016; LIN et al.,
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2017; NURUL NADIAH et al., 2017). Na mandioca foi identificado a presenca do género como
causador de podriddo negra em raizes, nas regifes do Maranh&o e Paraiba, no Brasil, além de
relatos como causador da podriddo seca em manivas (MACHADO et al., 2014a; BRITO et al.,
2020), sendo que anteriormente era citado como Scytalidium lignicola, entretanto os estudos
moleculares ndo confirmaram esta espécie, mas até o0 momento s6 N. dimidiatum.

Neoscytalidium possui morfologia de micélio aéreo, desarticulados, cilindrico-
truncados, oblongo-obtusos, marrom escuro, de paredes espessas, septados. Conidios em
cadeias artricas. Morfo sinassexual do celomiceto, com micélio imerso, ramificado, septado,
hialino. Conidiomas estromaticos e irregularmente multiloculares, ou picnidios e uniloculares,
castanho escuro. Conidios holoblésticos, castanho claros, lisos ou verruculosos, de paredes
finas, euseptados, septos espessos e proeminentes, cilindricos a fusiformes, apice obtuso, base
truncada, egutulada, ocasionalmente com um apéndice apical mucilaginoso (PHILLIPS et al.,
2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta

das amostras

Foram coletadas amostras de manivas-semente de mandioca, com aspecto sadio, de 17

locais da regido Oeste do Par, abrangendo comunidades dos municipios de Alenquer, Belterra,

Curud, Faro, Itaituba, Juruti, Mojui dos Campos, Prainha e Santarém (Figura 1).

As coletas foram realizadas em parceria com as Secretarias de Agricultura dos

municipios, agricultores e alunos da UFOPA, e encaminhado para o Laboratdério Genética da

Interacdo (LGI), localizado na UFOPA campus Tapajés, Bloco Modular 1.

Figura 1: Localizacéo dos locais de coleta de manivas-semente de mandioca.
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3.2 Indugéo da podriddo nas manivas

Ao receber as manivas, iniciou-se 0 processo de inducdo por meio de cdmara umida, as
manivas foram cortadas entre 15 e 20 cm, lavadas e submetidas a tratamento de sanitizacdo
com solugdo de hipoclorito de sodio a 200 ppm (1 ml de &gua sanitaria e 100 ml de &gua
destilada) por 2 minutos, e em seguida deixadas para secar. As manivas foram acondicionadas
em bandejas, e mantidas em camara Umida dentro de saco plastico com um copo com agua,
para manter a umidade, até o surgimento de aspectos de podriddo. A cada semana foram

analisadas para verificar o processo da podrid&o.

3.3 Isolamento

O isolamento dos fungos foi realizado a partir de partes do caule em podriddo, com
isolamento por diluicdo seriada, para adquirir culturas monosporicas dos fungos presentes. A
diluicdo se deu por meio de um pequeno corte do tecido com presenca de esporos, ou seja, de
uma parte em estado de podrid&o, e adicionado em um tubo contendo 900 pl de agua destilada
estéril, sendo levado ao voértex para homogeneizacdo da mistura, e em seguida o inicio da
diluicdo (107%,1072,1073 e 10~*) com 900 pl de agua destilada estéril em cada tubo, e retirado
100 pl para cada diluicdo. O plagueamento foi realizado nas diluices 1072 e 10~#, com 200
ul adicionado em placa de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA) e incubadas em
camara do tipo BOD a 25°C. O surgimento das col6nias foi acompanhado todos os dias e em
seguida a sua deteccdo individualizada foi realizado o repique imediato, para assim obter o

isolamento da cultura monospérica.

3.4 Conservacao

A conservacao dos isolados foi realizada através do método de conservacdo em 0leo
mineral e pelo método de Castellani. Discos de aproximadamente 5Smm contendo meio de
cultura e estruturas ativas dos fungos foram imergidos em tubos contendo 1,0 ml de éleo
mineral (BUELL E WESTON, 1947) e outro tubo com 1,0 ml de &gua destilada
(CASTELLANI, 1939), ambos estéreis, respectivamente, identificados e armazenados. As

conservacOes fazem parte da colecdo do Laboratorio Genética da Interacdo (LGI) da UFOPA.
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3.5 Aspectos morfoldgicos

Para a identificagdo morfoldgica os isolados foram repicados para meio de cultura batata
dextrose agar (BDA). Foram observados aspectos macro e micromorfoldgicos das estruturas
reprodutivas dos isolados e comparadas com a literatura especializada, para identificacdo a
nivel de género de fungos filamentosos (BARNETT e HUNTER, 1998).

3.6 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada por raspagem e maceracao do micélio com nitrogénio
liquido e pelo kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). Primeiramente, os isolados
cultivados em meio BDA, ap0s crescimento, parte de seu micélio foi raspado e depositado em
cadinhos, e com auxilio do nitrogénio, para auxiliar na quebra da parede celular do fungo, foi
macerado e em seguida adicionado 600 pl de Nuclei Lysis Solution, e transferidos para
microtubos. As amostras foram incubadas em banho maria a temperatura de 65°C por 30
minutos. Ap6s o banho maria, foi adicionado 200 pl de Protein Precipitacion Solution e
centrifugadas por 10 minutos e velocidade de 10.000 rpm. O sobrenadante formado foi retirado
e transferido para outro microtubo contendo 600 pl de isopropanol gelado, em seguida
centrifugado novamente por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, e ap6s
secagem, adicionado 50 pl de DNA Rehydration Solution e em seguida as amostras foram

conservadas em freezer.

3.7 PCR e sequenciamento

A reacdo de PCR foi realizada a partir do DNA extraido dos isolados utilizando
iniciadores especificos para as regides de ITS1-5,8-ITS2 com os primers universais ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3")ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et
al., 1990). Foi amplificado a regido génica do fator de elongacdo 1 a (tefl — a), com os primers
EF1 - 688F (5- CGGTCACTTGATCTACAAGTGC -3°) e EF1 - 1251R (5’-
CCTCGAACTCACCAGTACCG -3) (JACOBS et al., 2004). E por fim, a amplificacdo da
regido do gene da subunidade Il da RNA polimerase (rpb2) com o par de primers rpb2-LasF
(5’-GGTAGCGACGTCACTCCT-3") e rpb2-LasR (5’-GCGCAAATACCCAGAATCAT-3’)
(CRUYWAGEN et al., 2017). As reacdes de PCR foram realizadas usando a DreamTaq Green

26



Buffer, nas seguintes concentracgdes: 5,0 pl de 10x DreamTaq Green Buffer (20mM), 3,0 ul de
mistura dNTP (20mM cada), 3,0 pul de primer forward e reverse (10 mM), 0,4 pl (5U/ul) da
Tag DNA polimerase, 1 pl de DNA molde e o volume total da PCR ajustado para 50 pl com
agua ultrapura estéril.

O ciclo para o ITS consistiram em desnaturacdo inicial a 95°C por 1 minuto e 35 ciclos
de desnaturacédo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por
1 minuto e extensdo final de 72°C por 5 minutos. Para o tefl-a as condi¢des consistiram em
desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos seguidos de 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 56°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extenséo
final a 72°C por 5 minutos. E para o rpb2, as condic¢des foram desnaturagéo inicial de 95°C por
2 minutos seguidos de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 52°C
por 40 segundos, extensdo a 72°C por 40 segundos e extensdo final de 72°C por 5 minutos.

As reacgdes foram conduzidas em termociclador ProFlexTM 3x32-Well PCR System
(Thermo Fisher Scientific). Os amplicons foram visualizados em gel de agarose a 1,0% e
evidenciados com Blue Green em transluminador de luz azul.

Os produtos do PCR para sequenciamento foram secos em estufa a 60°C com o objetivo
de envio para sequenciamento pelo método Sanger pela ACTgene (https://actgene.com.br/). As
sequéncias obtidas forward e reverse foram editadas manualmente com o auxilio do software
BioEdit Sequence Alignment Editor, para obter a sequéncia consenso foi utilizado o CAP3
Sequence Assembly Program (PRABI-Doua), em seguida submetidas no GenBank, por meio
da ferramenta BLASTn para a determinacdo ao nivel de género conforme as similaridades das

sequéncias com o banco de dados.

3.8 Analise filogenética

Para a determinacdo da diversidade foram utilizadas as sequéncias consenso da regido
ITS dos isolados, e passaram por alinhamento maltiplo, no MEGA X, por meio do Muscle, em
seguida a construcdo da arvore filogenética pelo método maxima verossimilhanga, utilizando o
modelo Tamura-Nei, com bootstrap de 500 reamostragens.

Na identificacdo molecular das espécies de Lasiodiplodia, foram obtidas sequéncias tipo
ou de colegdes de referéncia, no NCBI, das regides ITS, fator de elongagdo 1 a (tefl — o) e
subunidade Il da RNA polimerase (rpb2), foram alinhadas as sequéncias tipo e dos isolados

obtidos neste trabalho, das respectivas regides, separadamente, no MEGA X, por meio do
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Muscle, e construido a arvore filogenética para analisar os grupos formados. E por ultimo foi
construido a arvore concatenada das regides ITS e tefl — a, gerado pelo método maxima

verossimilhanca, modelo Tamura-Nei e bootstrap de 500 reamostragens.

3.9 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com os isolados de Lasiodiplodia e
Neoscytalidium, em raizes de macaxeira, obtidas no mercado municipal em Santarém/PA,
foram selecionadas raizes inteiras e sem ferimentos e levadas ao laboratério Genética da
Interacdo (LGI). As raizes foram lavadas e em seguida foi realizado a desinfeccédo superficial
imergindo em solucdo de hipoclorito de sédio a 200 ppm por cinco minutos, e colocadas para
secar. ApoOs a secagem, iniciou-se a metodologia adaptada de Onyeka et al. (2005), com
ferimentos por meio de um perfurador de metal (diametro de 12 mm) em pontos equidistantes
daraiz nas regi6es proximal, central e distal. No ponto central foi apenas perfurado e recolocado
o disco da casca e fechado com fita crepe, sendo considerado o controle. Nos pontos proximal
e distal foram adicionados discos contendo meio de cultura e micélio dos fungos e em seguida
fechado com o disco da casca e passado fita crepe (Figura 2).

Apos a inoculagdo, as raizes foram mantidas em cdmara Umida, acondicionadas em
bandejas com saco plastico e um copo com agua, para manter a umidade. Foram realizados
experimentos prévios com 2, 3 e 5 dias para definir a quantidade exata de duracdo do
experimento, baseado no surgimento de lesdes. A avaliacdo das inoculagBes se deu na
capacidade de producdo de lesGes nas raizes e em caso positivo de lesbes foi realizado o
reisolamento de partes da regido com lesdo em meio BDA, e em seguida a caracterizacdo
morfoldgica do fungo isolado, atendendo o postulado de Koch.

Figura 2: Inoculacdo de raizes, com os trés pontos de perfuragdo, proximal e distal com os discos do patogénico e
0 ponto central como controle, apenas perfurado e recolocado com a casca.

Perfuracdo  Perfuragéo Perfurago
proximal central distal

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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4. RESULTADOS
4.1 Inducéo da podridao e desinfeccdo nas manivas

Na inducdo de podriddo nas manivas-semente, tanto nas hastes que passaram por
processo de desinfec¢do ou sanitizagdo com hipoclorito como as que néo foram tratadas, houve
ocorréncia de podriddes. O processo de desinfeccdo superficial das manivas, com hipoclorito
de sddio a 200 ppm, ndo alterou o padrdo de ocorréncias de podriddes nas manivas.
Evidenciando a presenca do indculo ndo de forma superficial, mas podendo estar no tecido
como infeccdo latente ou endofitica, e evidenciando que esta préatica agricola ndo é eficiente
para eliminar estes fungos, que provocam podriddes de manivas-semente.

Ao observar o aspecto das manivas com podriddes, dos locais de coleta (Figura 3), foi
constatada a predominancia de estruturas pulverulentas de cor preta, mas também outras
variacBes de cor e aspecto, o que evidencia uma diversidade fungica associada aos tecidos,

dependente de cultivar e principalmente do local.

Figura 3: Manivas apodrecidas. (A) Alenquer. (B1, B2) Belterra. (C1, C2) Curud. (D1, D2) Faro. (E) Itaituba. (F)

Juruti. Gl G2, G3) Mojui dos Cam 0s. (H) Prainha. (I1 I2 13, 14, Si Santarém.

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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4.2 Isolamento dos fungos

Os isolamentos apresentaram resultados ja esperados pelo aspecto das podriddes nas
manivas, dos 17 locais de coleta foi obtida uma diversidade de fungos, com aspectos culturais
variados em tons de coloragdo que incluiram preto, cinza, branco, verde escuro, amarelo e
creme, com intensidades variando conforme o crescimento e o tipo de isolado (Figura 4). As
culturas apresentaram micélios aéreos, texturas cotonosas, com rapido e lento crescimento, com

micélios no inicio na cor branca e ao longo do tempo escurecendo para tons acinzentados.

Figura 4: Variacao da cor das col6nias dos fungos isolados de manivas de mandioca. (A) Cinza. (B) Preto. (C, D,
E) Branco. (F) Creme. (G) Amarelo. (H, I, J) Verde.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

A partir de aspectos culturais e estruturas encontradas em pré-isolamento ou pos-
isolamento levou-se ao indicativo de alguns géneros como Fusarium, Lasiodiplodia e
Scytalidium/Neoscytalidium, ja identificados na literatura como fungos associados a mandioca
e Trichoderma dentre os diversos, os demais isolados encontrados foram de dificil identificacdo
morfoldgica, sendo possivel a identificacdo a nivel de género a partir de analise molecular.

O género Fusarium apresentaram aspecto cultural de coloracdo branco, com textura
cotonosa e micélio aéreo (Figura 5 A) e no aspecto microscépico foram observados fialides
longas e macroconidios e microconidios (Figura 5 B). Os macroconidios foram de aspecto
tipico do género Fusarium, formato de barca, com extremidades curvas e mais finas, com varios
septos transversais (Figura 5 B), engquanto os microconidios foram predominantemente

unicelulares, isto é, sem septos.
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Figura 5: Aspecto cultural (A) e microscépico (B) do isolado LG1113-23, indicativo do género Fusarium.

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

O género Lasiodiplodia foi o género mais frequente, sendo encontrado em 14
comunidades pertencentes aos 9 municipios da area de coleta. Foi possivel, a partir dos aspectos
culturais em meio BDA e no aspecto da podriddo encontrado nas manivas o indicativo ao
género Lasiodiplodia (Figura 6). Culturas de coloragdo branco-acinzentado (Figura 6 A) que se
altera para um tom cinza a preto ao longo do tempo (Figura 6 B), com micélio abundante, de
rapido crescimento. Microscopicamente ndo apresentou esporos em meio BDA, apenas hifas
septadas, hialinas ou com diferentes niveis de melanizacdo (Figura 6 C), sendo necessario a
inducgdo para a producéo de esporos. No aspecto da podriddo nas manivas, foi observado a olho
nu, pontos escuros (Figura 6 D), que ao serem observados microscopicamente houve a presenga
de esporos ovais de coloragéo hialina sem septos e quando maduros, marrom escuro com septos
(Figura 6 E-G), tipico do género Lasiodiplodia.
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Figura 6: Estruturas culturais e microscépicas do isolado de Lasiodiplodia. (A) Coloragdo branco-acinzentado. (B)
Coloracdo cinza a preto. (C) Hifas em meio BDA. (D) Estrutura da podriddo na maniva. (E, F, G) Esporos
observados nos pontos de podridéo.

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

O género Scytalidium/Neoscytalidium foi encontrado apenas em dois locais, com
colénias de coloragdo preta, micélio aéreo de aspecto pulverulento, e crescimento rapido
(Figura 7 A). Nas estruturas microscopicas foi observado hifas septadas, hialinas e quando
melanizadas iniciando a ontogénese dos artrésporos que séo esporos concatenados, cilindricos
e ovais, formados pela diferenciagdo das hifas e indicativo dos géneros Scytalidium ou
Neoscytalidium (Figura 7 B-C). Este tipo de artrosporos eram confundidos com Lasiodiplodia
por alguns desses esporos melanizados possuirem um septo tranversal (Figura 7 B), podendo
ser diferenciados pela estrutura sexual ou pela identificacdo molecular, ja que Scytalidium é da
ordem Helotiales e Neoscytalidium da ordem Botryosphaeriales e da familia
Botryosphaereaceae (INDEX FUNGORUM, 2024).
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Figura 7: Estrutura cultural e microscopica do isolado LGI187-23 de Scytalidium/Neoscytalidium.

A

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

4.3 ldentificacdo Molecular

4.3.1 Diversidade fangica

Com a analise molecular da regido espacadora interna transcrita do DNA ribossomal
(ITS) foi possivel a identificacdo de 10 géneros de ascomicetos isolados das manivas-semente
de mandioca, ndo sendo detectados nem basidiomicetos nem oomicetos. Dos géneros ja
descritos na literatura como associados a mandioca, detectamos a presenca de Fusarium,
Lasiodiplodia e Neoscytalidium, com maior frequéncia o género Lasiodiplodia, e por segundo
0 género Fusarium. Além disso, foi identificado a presenca de outros géneros associados, como,
Clonostachys, Diaporthe/Phomopsis, Cladosporium, Hyphopichia, Penicillium, Aspergillus e
Trichoderma.

Com as sequéncias da regido ITS foi apresentado os géneros agrupados em 9 familias
que sdo, Botryosphaeriaceae, Aspergillaceae, Cladosporiaceae, Debaryomycetaceae,
Nectriaceae, Hypocreaceae, Bionectriaceae, Diaporthaceae e Valsaceae, pertencentes a 6 filos,
Botryosphaeriales e Hypocreales, como 0s maiores grupos, e 0s grupos menores Eurotiales,
Cladosporiales, Saccharomycetales e Diaporthales, a partir da arvore filogenética é

demonstrado os grupos diversos encontrados em manivas (Figura 8).
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Figura 8: Arvore filogenética dos grupos de géneros gerada a partir da analise de Maxima Verossimilhanca da
regido génica ITS.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

Em se tratando da distribuicdo geogréafica, ndo houve homogeneidade dos géneros em
relacdo aos municipios de coleta da regido Oeste do Pard. Em primeiro, de maior frequéncia,
foi o Lasiodiplodia encontrado em todos os municipios de coleta, porém ndo em todas as
comunidades, por exemplo, foi detectado nos municios de Belterra, Curua, Faro e Santarém,
com excecao de uma das comunidades analisadas nestes municipios, ja 0s demais municipios
foram detectados a presenca do género em todas as comunidades avaliadas. O género Fusarium
foi identificado em 6 municipios, Belterra, Curud, Juruti, Mojui dos Campos, Prainha e
Santarém, o segundo tipo de fungo mais encontrado em manivas, ou seja, 0s géneros isolados
com maior frequéncia foram fungos considerados patogénicos. O terceiro género de maior
frequéncia, foi o Clonostachys, detectado em 4 municipios, Curua, Mojui dos Campos, Prainha
e duas comunidades de Santarém. Outro ponto a se destacar, foi o grau de diversidade
encontrado no municipio de Curua, foi o local mais diverso em géneros, sendo Lasiodiplodia,
Hyphopichia, Fusarium, Phomopsis, Cladosporium e Clonostachys. A seguir a relagéo de cada

um dos géneros encontrados nos 17 locais de coleta (Quadro 1).
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Quadro 1: Relacdo dos municipios, comunidades e géneros encontrados em cada uma das localidades.

Municipio Comunidade Género
Alenquer Santos Lasiodiplodia
Fusarium
Séo Pedro _
Belterra Lasiodiplodia
Sao Francisco Diaporthe
Cladosporium
Fusarium
Céa-Te-Espero Hyphopichia
Curua Lasiodiplodia
Phomopsis
o Clonostachys
Apolinério i
Phomopsis
) Fusarium
Sao José __
Faro Neoscytalidium
AlIBI Lasiodiplodia
Itaituba Sonho Meu Lasiodiplodia
Fusarium
Juruti Séo Paulo Lasiodiplodia
Neoscytalidium
Vista Alegre do Rio Moju Lasiodiplodia
Fusarium

Mojui dos Campos

Sdo Raimundo do Moju

Clonostachys

Lasiodiplodia

Prainha

Pacoval

Clonostachys

Fusarium

Lasiodiplodia

Penicillium

Santarém

Arapixuna

Aspergillus

Clonostachys

Lasiodiplodia

Perema

Fusarium
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Lasiodiplodia

Trichoderma

Fazenda UFOPA Lasiodiplodia
Paraua Lasiodiplodia
Surucua Clonostachys

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

No mapa a seguir é possivel analisar claramente o grau de distribuicdo ocorrido na

regido Oeste do Para, em relacdo a diversidade fingica em manivas-sementes (Figura 9).

Figura 9: Mapa de distribuicdo geografica dos géneros associados a manivas-sementes, na regido Oeste do Para.
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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4.3.2 Filogenia de espécies de Lasiodiplodia e Neoscytalidium

Para uma possivel identidade dos isolados de Lasiodiplodia, foram sequenciados regides
génicas de ITS, do gene parcial do fator de elongacéo a traducdo 1 alfa (tef 1 — a) e do gene
parcial da RNA polimerase Il (rpb2) para assim comparar com as sequéncias disponiveis no
GenBank de diversas espécies de Lasiodiplodia, por meio de uma arvore filogenética.

A arvore filogenética da regido ITS consistiu em 51 sequéncias de nucleotideos, 21 das
quais eram deste estudo, enraizada com L. crassispora e L. pyriformis (Figura 10). A regido
ITS ndo diferenciou a maioria das espécies de Lasiodiplodia, o que demonstra a menor
sensibilidade na diferenciacdo de espécies quando utilizado apenas esta regido, mas ela serve
na determinacdo do género com precisdo, quando mostra o género Lasiodiplodia monofilético
(dados ndo mostrados). Entretanto, pelo uso da regido ITS, foi observado que 17 sequéncias do
trabalho foram agrupadas com 8 espécies (L. pluvirova, L. theobromae, L. brasiliensis,
caatinguensis, hormozganensis, L. laeliocattleyae, L. parva e L. euphorbiaceicola); 1 sequéncia
do isolado LGI001-22 com 6 espécies (L. iraniensis, L. hyalina, L. thailandica, L. chinensis,
L. pseudotheobromae e L. sterculiae), o isolado LGI 119-23 se agrupou préximo com L. pontae
e o isolado LGI 098-23 se agrupou com L. gilanensis, e uma sequéncia de LGl 109-23 ndo se
agrupou com nenhuma espécie especificamente.

Na arvore filogenética da regido tef 1 — a foi composto de 48 sequéncias de nucleotideos,
enraizados com L. gonubiensis e L. rubropurpurea, das quais 18 fazem parte deste estudo
(Figura 11). Foi possivel detectar uma maior distingdo entre as espécies quando comparado com
aregido ITS, ainda assim néo foi conclusivo a identificagdo para alguns isolados, em se tratando
da regido tef 1 — a. Seis isolados se agruparam com Lasiodiplodia theobromae, o isolado
LG1098-23 se agrupou com Lasiodiplodia euphorbiaceicola e o isolado LG1001-22 se agrupou
com Lasiodiplodia pseudotheobromae.

Para a regido rpb2 foram analisadas 34 sequéncias de nucleotideos, enraizados com L.
crassispora e L. pyriformis (Figura 12). A regido génica de rpb2 deveria diferenciar entre a
maioria das espécies de Lasiodiplodia, porém houve problemas de sequenciamento dos isolados
para esta regido, a maioria ndo sequenciou 0 DNA de interesse, provavelmente devido a
ocorréncia de dimeros de primer na reacdo de PCR. Apenas seis isolados de Lasiodiplodia
sequenciaram, em que cinco isolados se agruparam com L. theobromae e L. brasiliensis, ndo
ocorrendo a distingdo entres as duas espécies, e um isolado se agrupou com L. parva, L.

euphorbiaceicola e L. citricola.
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A arvore concatenada das regifes ITS e tef 1 — a, gerada por Maxima Verossimilhanga,
envolveu 48 sequéncias de nucleotideos, enraizados com L. gonubiensis e L. rubropurpurea
(Figura 13). O consenso das duas regides génicas diferenciou varias espécies, seis isolados se
agruparam com L. theobromae, o isolado LG1149-23 com L. brasiliensis, o isolado LG1098-23
se agrupou com L. euphorbiaceicola, e o isolado LGI001-22 com L. pseudotheobromae. O que
totalizou em seis espécies associadas com as manivas-sementes (L. pontae, L. gilanensis, L.
theobromae, L. brasiliensis, L. euphorbiaceicola e L. pseudotheobromae) quando analisada a
regido ITS e tef 1 — a.

A érvore filogenética para Neoscytalidium consistiu na anélise a partir da regido ITS,
com duas sequéncias de nucleotideos, enraizada com Botryosphaeria dothidea e Cophinforma
atrovirens (Figura 14). A regido ITS demonstrou os isolados agrupados com Neoscytalidium

dimiditum, confirmando pertencer a esta espécie, a partir da regido ITS.
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Figura 10: Arvore filogenética de Lasiodiplodia, gerada a partir da analise de Maxima Verossimilhanca da regido
génica ITS, bootstrap 500. Arvore enraizada com Lasiodiplodia crassispora e Lasiodiplodia pyriformis. Os

isolados deste estudo estdo identificados como LGI.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

Lasiodiplodia gonubiensis CMW43763
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Figura 11: Arvore filogenética de Lasiodiplodia, gerada a partir da analise de Maxima Verossimilhanca da regido
génica TEF 1 - a, bootstrap 500. Arvore enraizada com Lasiodiplodia gonubiensis e Lasiodiplodia rubropurpurea.
Isolados identificados como LGI.
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Figura 12: Arvore filogenética de Lasiodiplodia, gerada a partir da analise de Maxima Verossimilhanca da regido
génica rpb2, bootstrap 500. Arvore enraizada com Lasiodiplodia crassispora e Lasiodiplodia pyriformis. Isolados
identificados como LGI.
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Figura 13: Arvore filogenética de Lasiodiplodia, gerada a partir da analise de Maxima Verossimilhanca das regides
combinadas ITS e TEF 1 — q, boostratp 500. Arvore enraizada com Lasiodiplodia gonubiensis e Lasiodiplodia

rubropurpurea.
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Figura 14: Arvore filogeneética de Neoscytalidium, gerada a partir da analise de Maxima Verossimilhanca da regido
génica ITS, boostratp 500. Arvore enraizada com Botryosphaeria dothidea e Cophinforma atrovirens.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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4.4 Teste de patogenidade

O teste de patogenicidade com os isolados identificados como Lasiodiplodia e
Neoscytalidium, confirmou a patogenicidade em todas a espécies dos géneros, em raizes de
macaxeira. Entre 2 a 5 dias, as raizes mostraram sinais de lesGes, com 5 dias as raizes ja estavam
quase que completamente cobertas com a les&o, isso demonstrou o rapido desenvolvimento do
fungo, e foi possivel fazer o reisolamento com a regido de transicédo das lesdes, concluindo o
postulado de Koch (Figura 14). As lesGes em dois e trés dias foram lesbes que ndo atingiam
todo o didmetro da polpa das raizes e permitia evitar as infecgbes de campo, para maior
seguranca na confirmacédo da patogenicidade dos isolados.

Figura 15: Teste de patogenicidade em raizes. (A) Isolados de Lasiodiplodia sp. com 2 a 5 dias de inoculaggo. (B)
Isolados de Neoscytalidium com 2 e 3 dias de inoculag&o.

2 dias 3 dias 5 dias
e e

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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5. DISCUSSAO

N&o ha relatos sobre a diversidade flngica encontrada em manivas-sementes, se
tornando essencial a identificacdo, para assim direcionar trabalhos futuros de manejo em
relagdo a um dos meios de propagacéo da cultura da mandioca. Foi demonstrado que a selecéo
somente pelo aspecto visual das manivas-sementes e a desinfeccdo superficial ndo é eficiente
para eliminar os fungos patogénicos, podendo acarretar contaminacfes e disseminacao no
campo. E mesmo havendo uma riqueza de géneros associados as manivas, neste estudo, 0s
fungos frequentemente isolados foram patogénicos em todos os locais de coleta.

Com relacdo a diversidade fungica associada a mandioca, em um levantamento
realizado em cinco estados brasileiros, foram detectados os géneros Fusarium, Lasiodiplodia,
Neoscytalidium, o complexo Diaporthe/Phomopsis, Phytophthora e Corallomycetella (VILAS
BOAS et al., 2017), apesar de serem isolados de raizes, houve semelhangas no que foi detectado
em manivas-sementes, neste trabalho, com excecdo de Phytophthora e Corallomycetella, e
além dos citados, também foram detectados Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Hyphopichia, Trichoderma e Clonostachys.

Em outro estudo com a mandioca, foram detectados fungos endofiticos dos géneros
Penicillium, Phomopsis, Fusarium, Aspergillus, Guignardia, Acremonium, Colletotrichum, e
Phoma, em plantagdes cultivada no estado do Acre, Brasil, sendo o Phomopsis o0 mais frequente
isolado do caule da mandioca (PEREIRA et al., 2022). Phomopsis, Penicillium e Aspergillus
foram detectados nas manivas-sementes em quatro locais de coleta, confirmando a associacdo
destes como ja relatado em estudos anteriores.

O Cladosporium, apesar de poucos relatos, ele foi detectado como um dos agentes
causais da mancha parda da mandioca, no Quénia, além de relatos como causador de manchas
em outras plantas, como espinafre, nozes, pepino e péssego (BENSCH et al., 2012; NG’ANG’A
etal., 2019).

O fungo Trichoderma é muito utilizado como controle bioldgico de doengas causadas
por fitopatdgenos, ja foram relatados sua acdo efetiva em controles de Fusarium, Rhizoctonia
solani e Aspergillus niger. (SHAH et al., 2020; CHEN et al., 2021; EL-KAZZAZ et al., 2022)
Na cultura da mandioca foi relatado a acdo do Trichoderma contra a podridao radicular causada
por Fusarium solani no estado do Pernambuco, Brasil (SILVA et al., 2016). Foi tambeém

detectado um papel fundamental no biocontrole contra Lasiodiplodia theobromae causando
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podriddes em algumas culturas como macadamia, manga, abacate e citrus (WANJIKU et al.,
2021; Ll et al., 2022; KHUONG et al., 2023; ZHAN et al., 2023).

O género Clonostachys, foi detectado em cinco locais, o terceiro mais frequente, ha
poucos relatos quanto a sua associacdo a mandioca, com excecdo da espécie Clonostachys
chloroleuca, relatado pela primeira vez como suposto agente causal da podriddo da raiz da
mandioca na provincia subtropical de Misiones, na Argentina, isolados de raizes de mandioca
em armazenamento, se confirmou se tratar desta espécie, a partir de analises moleculares das
regides ITS e TEF 1 — a, além do primeiro relato, de C. chloroleuca como causador da murcha
do gréo de bico no México (COTA-BARRERAS et al., 2022; MADRASSI et al., 2023).

O género Fusarium, o segundo isolado mais frequente neste estudo, ja era esperado sua
deteccdo devido a sua associacdo a mandioca, frequentemente relatado como um dos
causadores de podriddes radiculares, mais especifico a podriddo seca. O complexo de espécies
Fusarium solani e o complexo de espécies F. oxysporum foram os mais prevalentes, seguidos
de espécies dos complexos F. incarnatum-equiseti, F. chlamydosporum, F. graminearum, e F.
fujikuroi causando podriddes radiculares em mandioca no Brasil (VILAS BOAS et al., 2017).
Na mandioca, é constantemente associado as podridfes, com perdas elevadas a um equivalente
de 15 a 20% do rendimento da cultura, em Camardes 30% das raizes podres estavam infectadas
por Fusarium (BANDYOPADHYAY et al.,, 2006). Espécies do género Fusarium, séo
considerados patdgenos de plantas, podendo causar podriddes de raizes, caule, frutos e murcha
vascular em importantes culturas (NGANJE et al., 2004; XIA et al., 2020).

O género frequentemente isolado foi o Lasiodiplodia, em estudos realizados no Brasil,
com manivas ja doentes, relatado como podridao seca das manivas, foram identificados fungos
da familia Botryosphaeriaceae, principalmente espécies do género Lasiodiplodia, nove espécies
foram encontradas causando a doenca, Lasiodiplodia euphorbicola, L. hormozganensis, L.
parva, L. theobromae, L. brasiliense, L. caatinguensis, L. iraniensis, L. laeliocattleyae e L.
pseudotheobromae, além do género Neoscytalidium, uma Unica espécie Neoscytalidium
dimidiatum, citado como menor frequéncia nas manivas (BRITO et al., 2020).

Lasiodiplodia e Neoscytalidium ja foram relatados anteriormente como fungos
patogénicos em culturas da mandioca, no Brasil, como causadores da podriddo negra em raizes
(VILAS BOAS et al., 2017). Também ja foram encontrados na Tailandia, causadores da doenca
da podriddo negra do caule e da raiz em mandioca, as espécies fungicas Lasiodiplodia
theobromae, L. euphorbiaceicola e Neoscytalidium dimidiatum (SANGPUEAK et al., 2023).

Neste estudo foram detectados ocorréncias semelhantes, em que o género Lasiodiplodia foi o
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mais frequentemente isolado em manivas-sementes, bem como o Neoscytalidium dimidiatum,
com menor frequéncia. Espécies do género Lasiodiplodia j& foram detectados como causadores
de doencas ndo somente em mandioca, mas também como causadores de morte, cancro,
apodrecimento em diversos hospedeiros, como citrus, cacau, manga, COCO entre outros.
(ROSADO et al.,, 2016; MUNIRAH et al., 2017; BERRAF-TEBBAL et al.,, 2020;
HUDA-SHAKIRAH et al., 2022).

Para a identificacdo das espécies de Lasiodiplodia € necessaria uma analise molecular
com regides especificas, como ITS, TEF 1 — a e RNA polimesare II (rpb2) para assim concluir
qual a espécie detectada nas manivas. No estudo da regido ITS, comparado com as sequéncias
depositadas no GenBank, ndo foi possivel identificar a maioria dos nossos isolados, por meio
da andlise evolutiva de Maxima Verossimilhanca, uma boa parte das espécies ndo se
distinguiram entre si, demonstrando que a utilizacdo da regido ITS é inadequado na
identificacdo de espécies deste género. Com base no conjunto de dados da regido ITS, ficou
aparentemente uma ineficiéncia para espécies de Lasiodiplodia isolados de manivas e raizes
com podriddo na Tailandia, demonstrando todos os isolados como Lasiodiplodia theobromae,
da mesma forma em estudos com baobas na Africa, em que a regido ITS demonstrou que L.
theobromae era idéntico a L. laeliocattleyae, L. brasiliensis, L. hormozganensis
(CRUYWAGEN et al., 2016; SANGPUEAK et al., 2023), resultados estes semelhantes com o
nosso estudo. Entretanto, somente foi possivel a diferenciacdo do nosso isolado com L.
brasiliense, quando associado ITS + TEF; além do que no nosso estudo houve dois isolados
que tiveram sequencias diferentes pelo ITS, LGl 098-23 e LGI 119-23, aproximando-os de
outras duas espécies ndo associadas a mandioca, mas ndo acontecendo isso com o TEF, podendo
ser indicativo de uma espécie, pelo qual é importante a manutencédo do ITS, ja que as diferencas
do TEF e do RPB2 ndo sdo correlacionadas, isto €, agrupam e diferenciam espécies que estao
em clados diferentes.

Na analise da regido TEF 1 — a, demonstrou que os resultados sdo mais confidveis
quando comparado com o ITS para a identificacdo das espécies, havendo uma maior distin¢ao
dentro do género e concluindo as espécies L. theobromae, L. euphorbiaceicola e L.
pseudotheobromae dentre os nossos isolados. As analises de TEF 1 — o ja foram relatadas como
eficientes e mais confiaveis quando comparadas com ITS para a determinacéo e filogenia de
especies de Lasiodiplodia (ROSADO et al., 2016; BERRAF-TEBBAL et al., 2020). Ainda
assim, para algumas espécies ndo foi possivel a distingdo, como exemplo, L. viticola e L.

brasiliensis, que se agrupou com um dos nossos isolados, ndo ficando claro sua identificacéo,
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semelhante aos resultados de Cruywagen e colaboradores (2016), que além destes também néo
distinguiu entre L. iraniensis e L. jatrofola. Entretanto, com o uso concomitante de ITS e TEF
1 — a, consegue se diferenciar L. brasiliensis, como discutido anteriormente.

Para a regido rpb2, apesar de ndo ter sequenciado todos os nossos isolados, se mostrou
ineficaz na distingéo entre L. theobromae e L. brasiliensis, e L. parva, L. euphorbiaceicolae L.
citricola, resultados estes semelhantes com Cruywagen e colaboradores (2016). E segundo as
analises com Lasiodiplodia, isolados de cacau na Malasia, foi inferido que a filogenia de gene
unico para ITS, tub2 e rpb2 sdo incapazes de resolver a identificacdo para espécies de
Lasiodiplodia (HUDA-SHAKIRAH et al., 2022).

Da combinacdo de ITS com TEF 1 — a, foi possivel concluir a identificagdo de quatro
espécies, Lasiodiplodia theobromae, L. brasiliensis, L. euphorbiaceicola e L.
pseudotheobromae. As analises com um unico gene ndo se mostram eficaz para distinguir
espécies de Lasiodiplodia, sendo necessario um estudo filogenético baseado em multigene para
fornecer uma identificacdo confiavel (CRUYWAGEN et al., 2016; HUDA-SHAKIRAH et al.,
2022).

Lasiodiplodia theobromae, L. brasiliensis, L. euphorbiaceicola e L. pseudotheobromae
ja foram detectadas em podriddes de manivas e raizes de mandioca em estudos no Brasil e
Tailandia (VILAS BOAS et al., 2017; BRITO et al., 2020; SANGPUEAK et al., 2023),
entretanto, é a primeira vez da sua associacdo de manivas com aspecto sadio na regido oeste do
Paré e confirmando a associacao frequente deste género com a cultura.

O teste de patogenicidade mostrou que todos os isolados de Lasiodiplodia e também os
dois Unicos isolados de Neoscytalidium, foram capazes de causar podriddo em raizes de
macaxeira, bem como a comprovagédo com o reisolamento fechando assim o postulado de Koch.
Espécies de Lasiodiplodia sdo agressivas em raizes de forma rapida, chegando a iniciar lesbes
com apenas 2 dias, e completamente cobertas com a lesdao em 5 dias de experimento. Em testes
de patogenicidade com espécies de Lasiodiplodia isolados de mandioca, baobas, citrus, cacau
e manga, se confirmou a patogenicidade, comprovando este fungo como um patogénico em
diversas culturas. (CRUYWAGEN et al., 2016; MUNIRAH et al., 2017; BERRAF-TEBBAL
et al., 2020; BRITO et al., 2020; HUDA-SHAKIRAH et al., 2022; SANGPUEAK et al., 2023).

As informacdes deste trabalho sdo importantes para detectar a comunidade fungica
presente em manivas-semente de mandioca, e assim analisar o que esta sendo levado para o
campo em culturas de mandioca, é essencial a selecdo de material propagativo de boa qualidade

e a partir desses resultados buscar melhorias no manejo e controle de fitopatogénicos. Além de
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técnicas de micropropagacdo, ndo somente para limpeza de virus ou bactérias, mas também de
fungos fitopatogénicos, principalmente os associados a podriddes de raizes que estdo limitando

a producao de mandioca, ndo somente na regido oeste do Para.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Foi relatado pela primeira vez a diversidade fingica encontrada nas manivas-sementes
de mandioca, como forma de detectar o que ha nos caules com aspecto sadio como infeccao
latente ou endofitica, e sendo disseminado no campo.

Foram detectados 10 géneros em manivas-sementes, Lasiodiplodia, Fusarium,
Neoscytalidium, Clonostachys, Diaporthe/Phomopsis, Cladosporium,  Hyphopichia,
Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, destes géneros, Hyphopichia foi relatado pela primeira
vez associado a mandioca, na regido Oeste do Para.

Dentre os fungos da familia Botryosphaeriaceae, foram isoladas espécies dos géneros
Lasiodiplodia e Neoscytalidium, se confirmando o que era esperado, baseado na literatura,
principalmente no que se refere a alta frequéncia de Lasiodiplodia em relagcdo a Neoscytalidium
em caules de mandioca.

Na identificacdo filogenética de espécies de Lasiodiplodia, foi verificado a ineficiéncia
de analise de um Unico gene, principalmente o ITS, ndo diferenciando as espécies entre si, sendo
essencial uma andlise completa em conjunto com mais de um gene.

Andlises da regido TEF 1 — o teve maior capacidade de distingdo de espécies de
Lasiodiplodia, facilitando a deteccdo molecular das espécies encontradas.

A partir do consenso entre ITS e TEF 1 — a, foi possivel identificar quatro espécies
fangicas associadas as manivas-semente, como Lasiodiplodia theobromae, L. brasiliensis, L.
euphorbiaceicola e L. pseudotheobromae, e quatro outros taxons precisam ser definidos com
outros genes para uma identificagdo molecular mais precisa. E também foi identificado a
espécie Neoscytalidium dimiditum, a partir da regido ITS.

No teste de patogenicidade realizado com os isolados de Lasiodiplodia e
Neoscytalidium, todos se mostraram capazes de causar lesdes em raizes de macaxeira,

considerados fungos patogénicos, e assim obter melhorias no material de propagacéo da cultura.
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