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RESUMO

A produc¢ao de mudas de nogueira-pecan tem ganhado forca nas ultimas décadas, principalmente na
regido sul do Brasil, e esse aumento na demanda, consequentemente, intensifica os estudos sobre
problemas fitossanitarios presentes na cultura nessaregidao. A qualidade sanitaria € um fator importante
na produc¢do de mudas florestais, tendo em vista a ocorréncia de doencas em todas as etapas do
processo produtivo. Em abril de 2021, foram observadas manchas foliares escuras e irregulares em
mudas de nogueira-pecan em condi¢8es de viveiro. A evolug¢do dos sintomas causava queda dos foliolos
e comprometimento no desenvolvimento das plantas, devido a reducdo da sua area fotossintética.
Verificou-se que se tratava do efeito causal de um fungo, que foi isolado em meio batata-dextrose-
agar (BDA), tendo, posteriormente, sua patogenicidade constatada em foliolos destacados de nogueira-
pecan. Discos de 4 mm da cultura pura do isolado de Phomopsis sp. foram dispostos na superficie
de foliolos sadios, previamente feridos com agulha histolégica esterilizada. Apds a inoculacao, os
foliolos foram acondicionados em caixas gerbox forradas com duas folhas de papel-filtro esterilizadas
e umedecidas com agua destilada esterilizada e mantidas em camara de incubacdo durante sete dias
a 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 h. Foram utilizados oito foliolos sadios como testemunha, os quais
foram submetidos as mesmas condic¢des, utilizando apenas discos de meio de cultura BDA. O isolado
mostrou-se patogénico, com os primeiros sintomas apo6s 6 dias da inoculacdo. As lesdes, inicialmente
circulares e necroticas, foram coalescendo e aos 10 dias atingiram 16 mm. Foi realizado o reisolamento
assim que as estruturas reprodutivas do fungo apareceram, essas foram transferidas para placas de
Petri com meio de cultura BDA. O fungo causador dos sintomas foi identificado como Phomopsis sp., e
este trabalho apresenta o primeiro relato da ocorréncia de mancha foliar de Phomopsis sp. em Carya
illinoinensis em condicBes de viveiro no Brasil.
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ABSTRACT

Pecan seedlings production has increased in recent decades, especially in southern Brazil, consequently,
intensifies studies in crop phytosanitary problems in this region. Sanitary quality is an important factor in
the production of forest seedlings, considering the occurrence of diseases in all stages of the production
process. In April 2021, dark and irregular leaf spots were observed in pecan seedlings under nursery
conditions. The evolution of symptoms caused leaf drop and compromised plant development, due to
the reduction of their photosynthetic area. It was verified that it was a fungus, which was isolated on
potato-dextrose-agar (PDA) medium, and later had its pathogenicity verified in detached pecan leaflets.
Four-mm disks of the pure culture of the Phomopsis sp. were placed on the surface of healthy leaflets,
previously injuredwith a sterilized histological needle. After inoculation, the leaflets were placed in
gerbox boxes lined with two sheets of sterilized filter paper and moistened with sterilized distilled water
and keptin anincubation chamber for seven days at 25 + 2°Cand 12 h photoperiod. Eight healthy leaflets
were used as controls, which were subjected to the same conditions, except for fungus inoculation,
using only disks of PDA culture medium. The isolate proved to be pathogenic, with the first symptoms
after 6 days of inoculation, the initially circular and necrotic lesions coalesced and at 10 days reached
16 mm. The re-isolation was carried out as soon as the reproductive structures of the fungus appeared,
these were transferred to Petri dishes with PDA culture medium. The fungus causing the symptoms was
identified as Phomopsis sp. and, this work presents the first report of the occurrence of Phomopsis sp. in
Carya illinoinensis under nursery conditions in Brazil.

Keywords: Pathogenicity; Pecan; Fungus; Leaf spot

1 INTRODUCAO

A nogueira-pecan (Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch) é uma espécie
arbdrea, caducifdlia, pertencente a familia Juglandaceae, nativa da América do Norte,
de clima temperado, mas pode ser encontrada cultivada em diferentes condic¢des
climaticas. Foi introduzida no Brasil em 1900, porém somente nas ultimas décadas
seu cultivo vem se expandindo, especialmente na regido sul do pais (WELLS, 2013;
BOSCARDIN et al., 2017).

O aumento no consumo de nozes e frutos secos sugere 0 aumento na demanda
pela produ¢do de mudas, e com isso aumenta também a preocupac¢ao de produtores
quanto ao surgimento de problemas fitossanitarios, incluindo doencas que ainda nao

foram registradas para a cultura. As manchas foliares sdo doencas que interferem
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diretamente na fotossintese, através da reducao da area foliar, com sintomas
como crestamento, queima e necrose (BEDENDO, 2011), e podem ser prejudiciais
especialmente na fase de producao de mudas.

Os fungos do género Phomopsis sao comumente associados a perdas no
percentual germinativo de sementes de espécies florestais (STRAPASSON; SANTOS;
MEDEIROS, 2002; BOTELHO; MORAES; MERTEN, 2008; BENETTI et al., 2009; LAZAROTTO
et al., 2012; WALKER et al., 2013; MAZAROTTO et al., 2019) e agricolas (SIMONI, 2007;
PEREIRA, 2008; GONCALVES et al., 2021). Porém, outros estudos comprovaram a
associacao desse patdgeno com manchas foliares. Em trabalho publicado por Anjos,
Charchar e Guimaraes (2001), Phomopsis sp. causou queima das folhas em aroeira-
preta (Myracrodruon urundeuva Allem.) no Distrito Federal. Charchar et al. (2002)
comprovaram a patogenicidade de isolados do género Phomopsis em jatoba (Hymenaea
stigonocarpa Mart.), algodao (Gossypium hirsutum L. ‘Deltapine’), aroeira (Myracrodruon
urundeuva Fr. All.), baru (Dipteryx alata Vog.), café (Coffea arabica L. ‘Acaia Cerrado’),
caju-do-campo (Anacardium humile Mart.), cagaita (Eugenia dysenterica Mart. ex. DC.),
estilosantes (Stylosanthes guianensis (Aub.) Sw. var. vulgaris Ferr. & Costa ‘Mineirao’),
guariroba (Syagrus oleracea Mart. Becc.), mangaba (Hancornia speciosa Gomez), pequi
(Caryocar brasiliense Camb.), soja (Glycine max L. (Merr.) ‘Carla’) e tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.). Os sintomas predominantemente relatados pelos autores sao
qgueima dos foliolos com necrose escura principalmente nos bordos; lesées necraéticas
arredondadas e de tamanhos variaveis, espalhados por todo o foliolo, de cor marrom-
clara com bordas clordticas.

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo identificar o agente
causal de manchas foliares em mudas de nogueira-pecan, e comprovar sua

patogenicidade para a espécie.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacgao do local

O presente estudo foi realizado nas dependéncias do Departamento de
Horticultura e Silvicultura (DHS) da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizada em Porto Alegre (30°29'S e 51°06’
W), RS, Brasil.

2.2 Isolamento do fungo

Em abril de 2021, foram observadas manchas foliares escuras e irregulares em
mudasdenogueira-pecancomaproximadamente cincomesesdeidade. Comaevolucdo
dos sintomas, as lesdes coalesciam, prejudicando o desenvolvimento vegetativo das
mudas. As mudas se encontravam em casa de vegetacdo com temperatura meédia de
27,6 °C, irrigacdo inicialmente com fita gotejadora, e apds, manualmente duas vezes
na semana. A adubacdo era semanal, com a utilizagdo de uma fertilizacdo padrao: 0,25
gL'deKCl;1gL"de CaNO,; 1 gL'de MgSO, e 0,08 g L' de Kristalon MKP e ainda,
adubacdo nitrogenada com quatro doses de nitrogénio, uma vez que as mudas faziam
parte de experimentos de fertilizacdo.

Foliolos sintomaticos de Carya illinoinensis (Figura 1 - A) foram coletados e
procedeu-se a diagnose. Para o isolamento do patégeno, o material vegetal com
sintomas da doenca foi transferido para caixas gerbox (previamente desinfestadas
com etanol 70%), forradas com duas folhas de papel-filtro esterilizadas e umedecidas
com agua destilada esterilizada. O material permaneceu incubado por 72 h (25 + 2 °C
e fotoperiodo de 12 h).

ApOs esse periodo, o material foi observado em microscépio estereoscopico
e, na sequéncia, laminas foram confeccionadas para observacdo das estruturas

fungicas em microscépio 6ptico (Figura 1 - C). Para proceder o isolamento, estruturas
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fungicas localizadas nas lesdes foram transferidas para placas de Petri de 80 mm de
diametro, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA, 39 g de PDA Merk
® e 1000 mL agua destilada). Para a purificacdo do isolado, foi utilizada a técnica da
cultura monospdrica (FERNANDEZ, 1993), em que fragmentos do micélio do fungo
foram colocados em 5 mL de agua destilada e esterilizada, agitados e plaqueados
em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (AA, 20 g de agar e 1000 mL
agua destilada). Apos 24 h de incubacao em temperatura ambiente, foi realizada a
observacao dos conidios germinados em meio AA, através de microscopio optico. Os
conidios que germinaram isoladamente foram repicados para placa de Petri contendo

meio de cultura BDA.
2.3 Patogenicidade do isolado de Phomopsis sp.

A partir da cultura pura do isolado de Phomopsis sp. (Figura 1 - B), obtido de
foliolos de C. illionoinensis, o teste de patogenicidade foi efetuado em oito foliolos
sadios destacados. Inicialmente, os foliolos passaram pelo processo de assepsia com
etanol 70%, na sequéncia foram realizados dois ferimentos com agulha esterilizada na
parte adaxial do foliolo, seguida pela inoculacdo de dois discos de 4 mm de diametro
da cultura monosporica do fungo.

Depois da inoculacao, foi adicionado algoddao umedecido na base dos
foliolos, para manter a umidade. Os foliolos inoculados permaneceram em caixas
gerbox, forradas com duas folhas de papel-filtro e umedecidas com agua destilada
esterilizada em camara de incubacdo, a 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12 horas,
durante sete dias. Foram utilizados oito foliolos sadios como testemunha (Figura 1
- D), os quais foram submetidos as mesmas condicdes, utilizando-se apenas discos
com meio de cultura BDA.

O aparecimento dos sintomas foi acompanhado diariamente. Aos seis, oito
e dez dias foram realizadas medicdes do tamanho das lesdes com auxilio de um

paquimetro digital.
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O reisolamento foi realizado aos 14 dias apés a inoculagao, quando se verificou
0 aparecimento das estruturas reprodutivas do fungo nas lesdes (Figura 1 - F). Essas
estruturas foram transferidas com a utilizacdo de agulha esterilizada para placas
de Petri com meio de cultura BDA, com o intuito de compara-las com as colbnias
obtidas das mudas sintomaticas no viveiro e finalizar os postulados de Koch com o

reisolamento do patégeno.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo isolado em meio de cultura BDA, a partir dos foliolos de nogueira-
pecan sintomaticas, apresentou caracteristicas do género Phomopsis. A colénia fungica
apresentou coloracao branca, com posterior aparecimento de intensa esporulacao e
grande quantidade de picnidios de coloracao preta (Figura 1 - B), os quais exsudavam
uma massa gelatinosa que continha os conidios do tipo alfa e beta (Figura 1 - C) do
fungo, visualizados em microscopio Optico. A caracterizacdo do fungo cultivado em
meio de cultura corrobora as caracteristicas observadas por Santos et al. (2018) em
teste de patogenicidade com Phomopsis sp. em folhas de teca (Tectona grandis) em
Sergipe.

Todos os foliolos inoculados com o isolado de Phomopsis sp. apresentaram
sintomasapodsseisdiasdeinoculacao(Figura1-E).Inicialmente, aslesdesapresentaram
em média 9 mm e progrediram com o passar dos dias (Figura 1 - F), alcancando 12 e
16 mm, aos oito e dez dias apds a inoculac¢ao, respectivamente. Em folhas destacadas
de teca, durante o teste de patogenicidade com Phomopsis sp., 0 surgimento dos
primeiros sintomas ocorreu apos sete dias da inoculacdo (KAVASAKI et al., 2012).

Os sintomas observados nos foliolos foram: manchas irregulares, necréticas,
arredondadas e de tamanhos variaveis, de cor marrom-escura e amarelecimento
ao longo das nervuras. Aos dez dias foi constatada a formacdo de pequenos pontos

globosos pretos sobre as lesdes, que correspondem aos picnidios do patégeno.
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Esses sintomas corroboram os que foram relatados no teste de patogenicidade de
Phomopsis sp. em folhas destacadas de teca (Tectona grandis) (SANTOS et al., 2018).
Os mesmos sintomas foram observados em mudas de aroeira (Myracrodruon
urundeuva) (ANJOS; CHARCHAR; GUIMARAES, 2001), em plantas de jatoba (Hymenaea
courbaril) (CHARCHAR et al., 2002), em cajueiro (Anacardium occidentale) (KIMATI et al.,
2005) e em plantios de teca (Tectona grandis) (RAMAYO, 2010). Phomopsis provoca,
em plantas de cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum), manchas foliares circulares
e delimitadas, ocasionando o encarquilhamento ao redor das lesdes e posterior
desprendimento do tecido, formando perfura¢des no limbo foliar (BENCHIMOL, 2004)
e, consequentemente, a queda das folhas. Lesdes foliares causam o comprometimento
da planta, principalmente as mais jovens, promovendo a redu¢do na producdo de
fotoassimilados (RUSSOMANO; KRUPPA; COUTINHO, 2007).

Os conidios do fungo Phomopsis sp. produzidos, em meio BDA, foram
caracterizados como hialinos, unicelulares e de dois tipos: a- medindo 5-7,5 x 2,5
MM na forma elipsoide para ovoide e 3- medindo 25-35 x 1,25 pm de forma filiforme
com a presenca de curvatura em uma das extremidades na maioria deles (Figura 1
- C). Essas caracteristicas vao ao encontro das apontadas por isolados de Phomopsis
sp. patogénicos a jatoba (CHARCHAR et al., 2002) e aroeira (ANJOS; CHARCHAR;
GUIMARAES, 2001) no Distrito Federal. Destaca-se que as estruturas reprodutivas
do fungo sobrevivem em tecidos infectados, folhas e ramos, e como ja foi ressaltado
no decorrer do trabalho, sua ocorréncia nao é restrita a uma Unica espécie vegetal,
aspectos importantes para compor uma estratégia de manejo integrado.

Na testemunha, foliolos inoculados apenas com o disco de meio de cultura
permaneceram livres de sintomas ao longo dos dias avaliados. As culturas reisoladas
dos foliolos sintomaticos, apds o teste de patogenicidade, foram semelhantes as

originais, confirmando a patogenicidade do isolado através dos Postulados de Koch.
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Figura 1 - Mancha foliar causada por Phomopsis sp. em Carya illinoinensis. Sintomas
observados em mudas de nogueira-pecan (A); Placa com colbnia pura do isolado de
Phomopsis sp. em meio BDA. (B);, Conidios de Phomopsis sp. do tipo a (alfa) e B (beta)
em microscépio com aumento 400 x (C); Testemunha (D); Sintomas iniciais aos seis
dias (E); Sintomas avancados aos 10 dias ap6s inocula¢do da cultura monospérica (F)

Fonte: Autores (2021)

4 CONCLUSAO

O fungo causador de manchas foliares em mudas de nogueira-pecan
foi identificado como Phomopsis sp., e o teste de patogenicidade comprovou a
patogenicidade a espécie. Este é o primeiro relato da ocorréncia de mancha foliar de

Phomopsis sp. em mudas de Carya illinoinensis em condi¢des de viveiro no Brasil.
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