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RESUMO: O género Lasiodiplodia pertence a familia Botryosphaeriaceae e engloba uma gama de
fungos que sdo patdgenos de plantas. Esses fungos apresentam salinidade e o estresse hidrico como
condigOes favoraveis ao desenvolvimento de doencas em plantas. Objetivou-se com este trabalho
avaliar a influéncia in vitro da salinidade e do potencial osmético no crescimento micelial de oito
espécies de Lasiodiplodia spp. Para a avaliacdo da salinidade foram utilizados concentra¢fes 0%, 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% e 8% de NacCl. Para avaliar o efeito do potencial osmético, os fungos foram
submetidos aos potenciais 0 MPa (controle), - 1,0 MPa, - 2,0 MPa, - 3,0 MPa, - 4,0 MPa e - 5,0 MPa.
Foi observado o crescimento dos fungos em todos potenciais osméticos e apenas um isolado ndo
cresceu a partir de 6% de NaCl.

PALAVRAS-CHAVE: Lasiodiplodia; estresse hidrico; cloreto de sédio.

SALINITY AND OSMOTIC POTENTIAL IN IN VITRO MYCELIAL GROWTH OF EIGHT
SPECIES OF Botryosphaeriaceae

ABSTRACT: The genus Lasiodiplodia belongs to the family Botryosphaeriaceae and encompasses a
range of fungi that are plant pathogens. These fungi present salinity and water stress as favorable
conditions for the development of plant diseases. The objective of this work was to evaluate the in
vitro influence of salinity and osmotic potential on the mycelial growth of eight species of
Lasiodiplodia spp. For the evaluation of salinity, concentrations 0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%
and 8% of NaCl were used. To evaluate the effect of the osmotic potential, the fungi were submitted to
the potential 0 MPa (control), - 1.0 MPa, - 2.0 MPa, - 3.0 MPa, - 4.0 MPa and - 5.0 MPa. Fungus
growth was observed in all osmotic potentials and only one isolate did not grow from 6% NaCl.
KEYWORDS: Lasiodiplodia; hydrical stress; sodium chloride.

INTRODUCAO

A familia Botryosphaeriaceae engloba uma gama de fungos que sdo patégenos de plantas,
principalmente em hospedeiros lenhosos. Eles sdo encontrados em todas as regides geogréaficas e areas
climéticas do mundo, com excecéo das regides polares (Phillips et al., 2013).

Dentre as espécies pertencentes a esta familia, as do género Lasiodiplodia apresentam grande
importancia agrondmica por causar doengas em diversas culturas, como por exemplo, na videira (Vitis
spp.), mangueira (Mangifera indica L.), algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), cacaueiro (Theobroma
cacao L.), citros (Citrus spp.), coqueiro (Cocus nucifera L.), meloeiro (Cucumis melo L.), roseira
(Rosa spp.), aceroleira (Malpighia emarginata), dentre outras (Batista et al., 2010).

As condigdes favordveis ao desenvolvimento de doengas causadas por esses fungos séo
diversas. Sdo fungos cosmopolitas, polifagos, com pouca especializacdo patogénica e estdo,
geralmente, associadas a plantas sob estresse (Pereira et al., 2006). Condi¢cOes de estresse que podem
favorecer a vulnerabilidade das plantas a estes fungos, tém-se a salinidade e o estresse hidrico, além de



outros. Estes fatores promovem a inibi¢do do crescimento das plantas sob condigdes salinas tanto pelo
déficit hidrico, provocado pela reducdo do potencial osmoético do solo, quanto pelo efeito causado pelo
acimulo de determinados ions no protoplasma. Este acimulo pode causar problemas de toxicidade
ibnica, deficiéncias nutricionais ou ambos (Munns, 2005). Esses fatores, juntamente com a pressdo
biolégica de patdgenos e pragas expandindo sua faixa geografica, sdo todos elementos que favorecem
o desenvolvimento de doencas relacionadas a Botryosphaeriaceae (Desprez-Loustau et al., 2006).

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a influéncia in vitro da salinidade e do
potencial osmatico no crescimento micelial de oito espécies de Lasiodiplodia spp.

MATERIAL E METODOS

As espécies utilizadas foram identificadas por Cabral (2017), a qual coletou e realizou a
identificacdo molecular das espécies seguindo a metodologia de Alves et al. (2008).

Inicialmente, a patogenicidade de oito isolados de Lasiodiplodia spp. pertencentes a cada uma
das espécies identificadas foi restaurada. Para isso, cada isolado foi repicado para placas de Petri
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar). A seguir, as placas foram incubadas em camara tipo
BOD por 7 dias a 25 °C no escuro. Apés esse procedimento, os isolados foram inoculados em mudas
de aceroleira a partir de discos de micélio (4,76 mm de diametro), os quais foram colocados em
pequenos cortes em bisel realizados em ramos de mudas de aceroleira cv. Junko e, apés a inser¢do do
disco, foi colocado um pedaco de algoddo umedecido para promover um ambiente favoravel ao
desenvolvimento da doenca. Apds o aparecimento dos sintomas, fragmentos do caule foram usados
para reisolar cada isolado do patégeno em BDA nas mesmas condi¢des de incubagéo.

A partir dos isolados com a sua patogenicidade restaurada, os mesmos foram usados para
avaliar o efeito da salinidade no crescimento dos fungos in vitro. O delineamento experimental usado
foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, com cinco repeti¢cdes. Discos de micélio foram
retirados de placas de Petri com 7 dias de incubag&o a 25 °C no escuro. Posteriormente, cada isolado
foi transferido para o centro de placas de Petri contendo BDA suplementado com 0, 1, 2, 3,4,5,6, 7 e
8% (peso/volume) de cloreto de sodio (NaCl), os quais consistiram no fator 1 e os oito isolados de
Lasiodiplodia spp. consistiram no fator 2. A unidade experimental foi constituida por cada placa de
Petri. As placas foram incubadas em cdmara tipo BOD no escuro a 25 °C e o diametro da colénia, em
duas posi¢des ortogonais, foram medidos com um auxilio de um paquimetro digital ap6s 72 horas da
inoculacéo.

Para a avaliacdo do crescimento dos isolados in vitro submetidos a diferentes potencias hidrico
foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial, com cinco
repeticbes. A unidade experimental foi constituida de cada placa de Petri. O fator 1 foram: 0 MPa
(controle); -1,0 MPa; -2,0 MPa; -3,0 MPa, -4,0 MPa e -5,0 MPa. O fator 2 foram oito espécies de
Lasiodiplodia spp. Os discos de micélio foram retirados de placas com 7 dias de incubagéo, como nas
condigOes anteriores. Posteriormente, cada isolado foi transferido para o centro de placas de Petri com
0 respectivo potencial osmotico (foi utilizado cloreto de potéssio para alcangar o potencial osmético
desejado). As placas foram incubadas em camara tipo BOD no escuro a 25 °C e os didmetros, em
milimetros, das colbnias, em duas posi¢Oes ortogonais, foram medidos com um auxilio de um
paquimetro digital ap6s 72 horas de incubacao.

Os dados foram coletados e foi realizada a analise de variancia e as médias foram comparadas
entre si pelo teste de Scott-Knot (P < 0,05), com o auxilio do Sisvar versdo 5.4. Além disso, foram
feitos graficos de dispersdo com curva de regressao, com o auxilio do SigmaPlot 10.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto & salinidade, os isolados cresceram conforme mostrado na Figura 1. E possivel
observar, analisando os graficos, que com o aumento da concentracdo salina ocorre diminuicdo do
crescimento micelial. Na tabela 1, observa-se que apenas o isolado 19 ndo apresentou diferencas
significativas entre as concentracfes de 0% e 1%; e o isolado 15 ndo apresentou crescimento micelial
a partir de 6% de NacCl.

E possivel constatar, também, que o isolado 19 demonstra uma possivel adaptabilidade em
alguns niveis de sal; e que, mesmo a concentracdo salina do ambiente encontrando-se dentro do
suportado pela cultura, os fungos podem vir a crescer e causar doenca na planta.
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Figura 1. Graficos da influéncia da salinidade no crescimento micelial do agente causal da
morte descendente causada por Lasiodiplodia spp.
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Tabela 1.Analise de varidncia do crescimento micelial, em milimetros, em fungdo da salinidade dos
oito isolados de Botryosphaeriaceae.

Concentragdo Isolados
Salina 01 06 15 19 26 52 69 71
0% 85,2a [80,34a|52,74a|8520a|74,09a|8520a|68,02a|28,08a
1% 27,78 [31,94b 46,17 b | 85,204 43,76 b |69,25b | 15,65 b | 21,04 b
2% 9,26 ¢ [12,49¢|18,60c|19,97b|20,16 ¢ |21,00c|11,79¢c|1599¢
3% 6,97c | 6,62d | 9,38d | 819c [12551d| 9,97d | 9,30c [12,45d
4% 6,64c | 6,05d | 512e | 7,22¢c |12,42d| 853d | 3,81d | 9,60d
5% 593c | 384d | 478e | 394d|933e |849d | 473d|671le
6% 547c | 264d | 0,00f | 2,62d | 8,26e | 6,32d | 508d | 552¢e
% 572¢ |319d | 0,00f | 259d | 7,13e | 580d | 3,26d | 4,24 ¢
8% 2,77¢ | 223d | 0,00f | 1,32d | 492e | 7,77d | 1,99d | 3,88¢

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knot (P < 0,05).

O isolado 01 nédo apresentou diferencas significativas entre as concentragdes a partir de 2%.
Isso demonstra que o ambiente ausente em salinidade promove melhores condigdes para o crescimento
do fungo. A medida que o sal aumenta de concentragéo, o crescimento micelial é diminuido. O mesmo
ocorre com o isolado 06 e 52, entre os tratamentos a partir de 3%; com o isolado 26 e 71 nas
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concentracdes a partir de 5%; e com o isolado 69 nas concentraces a partir de 4%. Todos estes
isolados apresentam crescimento, nas condi¢des do experimento, na concentra¢do de 8% mantendo um
menor crescimento em relacdo a testemunha.

Resultado semelhante foi encontrado por Arafat et al. (2013) que estudaram o efeito da
salinidade da &gua de irrigacdo na reducdo do crescimento de Lasiodiplodia theobromae identificando
gue a concentracdo de sal capaz de elevar a condutividade elétrica da agua de irrigacdo para 15,63
dS/m? foi capaz de reduzir o crescimento do fungo em 17,03%.

Quanto ao potencial osmético, o crescimento dos isolados se deu como mostrado na figura 2.
Na tabela 2 encontram-se os resultados do teste de média para cada isolado. Foram encontradas
diferencas significativas entre os tratamentos e os resultados demonstram que, & medida que o
potencial osmatico diminui, ha redugdo do crescimento micelial.

Figura 2. Gréficos da influéncia do potencial osmético no crescimento micelial do agente causal da
morte descendente causada por Lasiodiplodia spp.
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Todos os isolados apresentaram menor crescimento micelial no potencial osmoético de -4,0
MPa, e este ndo diferiu do potencial -5,0 MPa e o isolado 71 ndo apresentou diferencas significativas
entre os potenciais 0,0 e -1,0 MPa, apresentando certa resisténcia ao estresse hidrico, nas condicoes
deste experimento.

Os resultados mostram que os isolados conseguem se desenvolver submetidos a
diferentes potenciais osmoticos in vitro, entretanto, a medida que o potencial osmético diminui, ha
reducéo no crescimento.

A influencia do potencial osmotico no crescimento e desenvolvimento dos fungos foi estudada
por Coutinho et al. (2001), onde foi observado que a restri¢do hidrica do meio BDA, com a adicgao de
NaCl, KCI ou manitol, nos potenciais de -0,6 e -0,7 MPa, ndo afetou o crescimento micelial de



Drechslera oryzae, Gerlachia oryzae, Phoma sorghina, Pyricularia grisea, Colletotrichum
lindemunthianum e Rhizoctonia solani. Além disso, concluiram que o potencial osmético de -0,7MPa
do meio agar-agua induzido por NaCl afeta adversamente o crescimento micelial in vitro do fungo
Macrophomina phaseolina.

Tabela 2. Anélise de variancia do crescimento micelial, em milimetros, em funcdo do potencial
osmatico dos oito isolados de Botryosphaeriaceae.

Potencial Isolados
Osmoético Iso01 | Iso06 | Iso15 | I1s019 | Iso26 | Iso52 | Iso 69 | Iso 71
0 MPa 85,2aa | 76,56a|8520a|8520a|8288a|8459a|8151a|18,12a

-1,0 MPa 70,56 b |54,81b|57,32b | 40,87 b |61,81b|49,16b | 75,17 b| 1517 a
-2,0 MPa 22,98 ¢ |21,34¢|1526¢|3797b|2283¢c|2315¢c|28,80c| 848b
-3,0 MPa 8,65d [12,71d| 8,82d | 23,44c| 8,37d |16,74d[2399c| 8,07b
-4,0 MPa 8,58d | 847d | 598d | 9,37d | 6,47d |13,07d|12,75d| 2,31¢c
-5,0 MPa 7,73d | 6,41d | 595d | 7,02d | 531d |11,20d | 12,06d| 2,30¢C
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knot (P < 0,05).

CONCLUSAO

Os isolados conseguem crescer, in vitro, na presenca de sais e sob diferentes potenciais
osmaticos, entretanto, a adicdo de sal e a reducdo do potencial osmético do meio promovem a
diminuicdo do crescimento micelial, nas condi¢Bes do experimento.
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