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RESUMO

Juglans regia e Carya illinoinensis, ambas da familia Juglandaceae, sdo espécies de nogueiras conhecidas
mundialmente pela producao das chamadas nozes, com crescente expansao da area cultivada na
América do Sul. Entretanto, nos ultimos anos houve aumento da incidéncia de doencas nessas espécies,
0 que compromete a rentabilidade dos cultivos e a qualidade do produto. Colletotrichum nymphaeae foi
recentemente identificado no Brasil causando danos em frutos de Juglans regia. Este estudo teve como
objetivo avaliar o potencial de infec¢do cruzada de C. nymphaeae, isolado de frutos sintomaticos de
Juglans regia, em foliolos e frutos de cultivares de Carya illinoinensis. Para isso, discos de meio de cultura
contendo estruturas do patégeno foram depositados sobre foliolos e frutos de seis e trés cultivares
de Carya illinoinensis, respectivamente. Colletotrichum nymphaeae mostrou-se patogénico tanto em
foliolos como em frutos de todas as cultivares avaliadas, sendo que as maiores lesdes em foliolos
foram observadas nas cultivares ‘Barton’, ‘Melhorada’ e ‘Imperial’, enquanto que a cultivar ‘Shawnee’
demonstrou menor suscetibilidade ao patdgeno. Nos frutos, a cultivar ‘Imperial’ mostrou-se mais
suscetivel ao patdgeno, ja que apresentou as maiores lesdes.
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ABSTRACT

Juglans regia and Carya illinoinensis, both from the Juglandaceae family, are species known worldwide
for the production of edible nuts, with an increasing expansion of the cultivated area in South America.
However, in recent years there was an increase in the incidence of diseases in the species, which
compromises the profitability of crops and the nut quality. Colletotrichum nymphaeae was recently
identified in Brazil causing damage to fruits of Juglans regia. This study aimed to evaluate the potential
for cross-infection of Colletotrichum nymphaeae, isolated from symptomatic fruits of Juglans regia,
on leaves and fruits of Carya. illinoinensis cultivars. Disks of culture medium containing structures
of the pathogen were deposited on leaflets and fruits of six and three cultivars of Carya illinoinensis,
respectively. Colletotrichum nymphaeae was found to be pathogenic both in leaflets and in fruits of all
the cultivars evaluated, with the largest lesions in leaflets observed in the cultivars ‘Barton’, ‘Melhorada’
and ‘Imperial’, while the cultivar ‘Shawnee’ demonstrated less susceptibility to the pathogen. In the
fruits, ‘Imperial’cultivar was more susceptible to the pathogen, since it presented the largest lesions.

Keywords: Cross pathogenicity; Anthracnose; Juglans regia; Carya illinoinensis; Juglandaceae

1 INTRODUCAO

Juglandaceae, a familia boténica das nogueiras, compreende dez géneros e
mais de sessenta espécies de arvores nativas da América do Norte, Europa e Asia
(ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2016). Os individuos da familia Juglandaceae
possuem grande importancia nos ecossistemas florestais que integram, ja que seus
frutos sdo parte da dieta de muitos animais (MINAMI et al., 2019). A maioria das
espécies dessa familia, além de produzir nozes comestiveis, também produz madeira
de alta qualidade, duravel e resistente a deteriora¢ao (CHEN et al., 2019).

Segundo Martins et al. (2018), Juglans regia (nogueira-chilena) e Carya illinoinensis
(nogueira-pecd) sao as espécies mais cultivadas entre as juglandaceas, sendo que
seu cultivo foi expandido nos ultimos 15 anos, com incremento na produc¢do de 142
e 74% para nogueira-chilena e nogueira-pecd, respectivamente. Essa expansao do
cultivo deve-se, sobretudo, pela alta demanda por améndoas ou frutos secos, que
sdo associadas a promoc¢do da saude humana (LAMUEL-RAVENTOS; ONGE, 2017). Em

paises da América do Sul, o cultivo de nogueiras também recebe destaque. Até 2019,
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o Chile contava com mais de 40 mil hectares destinados ao cultivo de juglans regia
(OFICINA DE ESTUDIOS Y POLITICAS AGRARIAS, 2020), enquanto que a drea ocupada
por cultivos de Carya illinoinensis era estimada em 10 mil hectares no Brasil (FRONZA,
HAMMAN, 2016).

Nos ultimos anos, novas doencas vém sendo associadas aos cultivos de
Juglans regia e Carya illinoinensis na América do Sul (LAZAROTTO et al., 2012; WALKER
et al., 2016; POLETTO et al., 2017; DIAZ et al., 2018; LUTZ et al., 2018; SAVIAN et al.,
2019; ROLIM, et al., 2020), ocasionando perdas significativas no desenvolvimento e
produtividade das plantas.

O desenvolvimento de cultivares resistentes e utilizacao de técnicas de manejo
sdo alternativas para diminuir a incidéncia e a severidade de doenc¢as em plantas, pois
essas geralmente sdo ocasionadas pela introducao de material propagativo doente,
pela altera¢cdo de ecossistemas pelo homem e até mesmo o avanc¢o de cultivos para
areas com ocorréncia de patégenos (BEDENDO, 2018).

Colletotrichum é um género fungico cosmopolita que possui grande importancia
econdmica, ja que ocasiona danos em diversas espécies de plantas (DAMM et al.,
2012). Entretanto, estudos com esse género tém sugerido a existéncia de grupos de
especializacdo patogénica, isto &, sendo patogénico para um ou poucos hospedeiros
(YANG et al., 2012). Nesse sentido, testes de patogenicidade por meio de inocula¢des
cruzadas em diferentes hospedeiros estao sendo utilizados para a caracterizacao
de espécies, com o objetivo de averiguar a presenca ou nao de especificidade,
agressividade e potenciais hospedeiros (LAKSHMI; REDDY; PRASAD, 2011). Além
disso, testes com inoculagdo cruzada também sdo utilizados para apoiar medidas
quarentenarias (PHOULIVONG et al., 2010).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de infec¢ao
cruzada de Colletotrichum nymphaeae, isolado de frutos sintomaticos de Juglans regia,

em foliolos e frutos de cultivares de Carya. illinoinensis.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Obtencao de material vegetal e fungico e local de realiza¢do dos

experimentos

Foi utilizado um isolado de Colletotrichum nymphaeae proveniente da micoteca
do laboratério de Fitopatologia “Elocy Minussi” da Universidade Federal de Santa Maria,
UFSM (codificacdo AGO05), o qual estava armazenado em refrigerador pelo método
Castellani. O isolado foi obtido de frutos de Juglans regia que apresentavam sintomas
caracteristicos de antracnose em um pomar de 40 anos no municipio de Anta Gorda/
RS (28°58'16"S e 52°00380). O isolado de Colletotrichum nymphaeaee foi confirmado
como patogénico a cultura da noz-chilena por Savian et al. (2019).

Esse isolado de Colletotrichum nymphaeae foi identificado a partir de sequéncias
de DNA das regides da Actina e [(B-tubulina, depositadas no banco de sequéncia
de nucleotideos do National Center for Biotechnology Information dos Estados
Unidos, sendo elas MK953925 (231 pares de bases) e MK953924 (482 pares de
bases), respectivamente. Além disso, uma coldnia liofilizada do isolado encontra-se
depositada no herbario SMDB da Universidade Federal de Santa Maria, sob codificacdo
SMDB18317.

Para os testes de patogenicidade e suscetibilidade, foram coletados foliolos e
frutos de diferentes cultivares de nogueira-peca de um pomar de dez anos localizado
no setor de Fruticultura do Colégio Politécnico da Universidade Federal de Santa Maria,
(29°4329"S e 53°43'08"0) e preparados como descrito a seguir:

Colletotrichum nymphaeae x foliolos de Carya illinoinensis: foliolos isentos de
sinais e sintomas, das cultivares ‘Barton’, ‘Cape Fear’, ‘Choctaw’, ‘Imperial’, ‘Melhorada’
e ‘Shawnee’, foram desinfestados (1 min em alcool 70%, hipoclorito de sodio a 1%
por 1 min e lavados por duas vezes em agua destilada autoclavada por 1 min), tendo
na sequéncia, o peciolo envolto por algodao umedecido. Apds, foram dispostos em

caixas “gerbox” contendo duas folhas de papel filtro umedecidas. Sob cada foliolo
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foram colocadas duas ldaminas de vidro, a fim de evitar o contato direto deste com o
papel. Foram feitas seis repeti¢des para cada cultivar, sendo cada repeticao composta
por um foliolo (adaptado de WALKER et al., 2018).

Colletotrichum nymphaeae x frutos de Carya illinoinensis: as cultivares
‘Imperial’,‘Melhorada’ e ‘Shawnee’ tiveram os frutos isentos de sintomas desinfestados
(2 min em alcool 70%, 2 min hipoclorito de sddio 1%, duplo enxague em agua destilada
autoclavada) e apos, os pedunculos foram envoltos com algodao umedecido. Em
seguida, foram dispostos em caixas “gerbox” contendo duas folhas de papel filtro
umedecidas, as quais continham na superficie duas laminas de vidro, a fim de evitar
o contato direto do fruto com o papel. Seis repetices foram elaboradas para cada
cultivar de C. illinoinensis, sendo cada repeticdo composta por um fruto.

Obtencdo de inoculo e teste de patogenicidade

Para a obtencdo do in6culo para o teste de infeccdo cruzada, colbénias do
patégeno foram cultivadas em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) durante
sete dias (12 h fotoperiodo, 25+ 2°C). Posteriormente, com o auxilio de um furador de
metal foram confeccionados discos (5 mm de didametro) do meio de cultura contendo a
colénia do isolado de C. nymphaeae e trés discos foram depositados sobre a superficie
de cada uma das repeticBes (foliolos e frutos), conforme metodologia proposta por
Miranda et al. (2014), com adaptacdes.

Como tratamento controle para cada cultivar, trés discos (5 mm de diametro)
de meio de cultura BDA foram depositados sobre a superficie de cada uma das
repeticdes (foliolos e frutos). As caixas gerbox contendo o material vegetal inoculado
foram mantidas em Biochemical Oxygen Demand - BOD por 10 dias (12 h fotoperiodo,
25 + 2°C). Os discos dispostos sobre as folhas e frutos foram retirados apds 24h de
contato com a superficie e o material vegetal foi novamente colocado em BOD até o
fim do periodo de incubacao.

A primeira avaliacdo foi cinco dias apds a inoculacao do patdégeno, quando foi

avaliada a capacidade patogénica do isolado. Quando houve o aparecimento de lesao
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em pelo menos um dos locais onde foram dispostos os discos, a incidéncia foi dada
como positiva, ja os tratamentos sem sintomas, a incidéncia foi dada como negativa.
No décimo dia, também foi avaliado o tamanho das lesGes existentes em folhas e
frutos, medindo-as com auxilio de um paquimetro digital. Para isso, foi utilizado uma
escala diagramatica e atribuidas notas de 0 a 3, onde a area de deposi¢cao de cada
disco foi avaliada, sendo: 0 = 0% (sem sintomas); 1 = 33,33% (um disco com sintoma);
2 =66,66 % (dois discos com sintoma); 3 = 100% (trés discos com sintoma) (WALKER et
al., 2018).

2.2 Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As notas
obtidas nos testes com folhas e frutos, bem como as medidas tomadas das lesdes
nas diferentes cultivares foram submetidas a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05%), utilizando o software estatistico Sisvar

(FERREIRA, 2009).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O inicio dos sintomas em foliolos ocorreu cinco dias apds a inoculagdo com 0s
discos contendo estruturas do patégeno sobre os foliolos de todas as cultivares de
nogueira-peca, que apresentaram manchas de colora¢do negra em pelo menos uma
das repeticdes (foliolo). Por isso, a incidéncia da doenca foi considerada positiva em
todas as cultivares testadas. No tratamento de controle, onde se utilizou apenas discos
de meio de cultura BDA ndo houve a manifestacdo de sintomas, conforme a Figura 1.

Avaliando as folhas das cultivares na resposta da inoculacdo do patégeno foi
possivel constatar que a cultivar ‘Choctaw’, ao décimo dia, apresentou as menores
médias de lesdo. Nesta cultivar ndo houve formacao de halo de coloracdo amarelada

ao redor da mancha necrética. A formacao de halos ao redor do local de infeccdo
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indica maior atividade do patégeno que acomete o tecido vegetal através da liberacao
de enzimas e compostos responsaveis pela destruicdao do tecido do hospedeiro

(BEDENDO, 2018).

Figura 1 - Resultado do teste de patogenicidade de Colletotrichum nymphaeae em

foliolos de Carya illinoinensis

Fonte: Autores (2020)

Em que: A-F = sintomas de antracnose, causada pela inoculagdo de Colletotrichum nymphaeae
em cultivares de Carya illinoinensis; G-L = controles. Da esquerda para a direita: ‘Barton’, ‘Cape
Fear’, ‘Choctaw’, ‘iImperial’, ‘Melhorada’ e ‘Shawnee’'.

Até o presente momento nao existem trabalhos publicados envolvendo
a patogenicidade cruzada entre patdgenos destas duas espécies de nogueira,
nem com relacdo a suscetibilidade de diferentes cultivares de nogueira-peca a
antracnose causada por Colletotrichum nymphaeae, apesar deste patégeno e de
outras espécies do género estarem sendo associadas a patossistemas envolvendo
Carya illinoinensis e Juglans regia separadamente (POLETTO et al., 2019; SAVIAN et
al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Ci. Fl., Santa Maria, v. 31, n. 4, p. 1833-1848, out./dez. 2021



1840| Infeccao cruzada de Colletotrichum nymphaeae ...

Quanto a escala de notas (Figura 2 - A), a Unica cultivar que se diferenciou das
demais foi a ‘Shawnee'. Esse fato deve-se provavelmente ao numero reduzido de
repeticBes sintomaticas (trés de um total de seis repeti¢des), quando se compara com
as demais. Entre as demais cultivares, nao houve diferenca estatistica com relacao a
nota obtida das lesdes nas folhas, com médias variando de 2,66 a 2,83, indicando que

de dois a trés locais onde houve a deposicdo do disco apresentaram sintomas.

Figura 2 - Escala de Notas (A) e tamanho de lesdo (B) em foliolos de seis cultivares de

nogueira-peca inoculadas com Colletotrichum nymphaeae
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Em que: Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A partir da avaliacdo do tamanho das lesdes foliares foi possivel constatar
que a cultivar ‘Imperial’ foi a que exibiu as maiores lesdes, com média de 10,37 mm,
entretanto, esta cultivar ndo diferiu estatisticamente das cultivares ‘Melhorada’ e
‘Barton’, que apresentaram respectivamente lesao de 8,30 mm e 8,20 mm. As cultivares
‘Cape Fear’, ‘Shawnee’ e ‘Choctaw’ apresentaram respectivamente lesdes foliares de
6,04, 5,19 e 3,87 mm ndo apresentando diferenca estatistica entre si, mas diferindo
das demais. Dessa forma, pode-se observar que as cultivares testadas responderam
de forma diferente quando inoculadas com o mesmo patégeno.

Além de indicar maior resisténcia a propagacdo do patdgeno, as cultivares com
maior vigor tendem a ser menos suscetiveis para perdas de producdo, uma vez que
guanto maior a area necrotica, menor sera a capacidade fotossintética (BEDENDO,
2018). Segundo Fronza e Hamman (2016), a producao de frutos da nogueira-peca esta
relacionada com a quantidade de folhas em cada individuo. Conforme os autores,
para cada noz produzida, sao necessarias dez folhas. Nesse sentido, a antracnose, que
tem como sintoma a desfolha de individuos, interfere significativamente na producao,
reduzindo o tamanho dos frutos ou até mesmo resultando em um abortamento
ou menor enchimento das sementes, devido a falta de nutrientes provenientes do
processo fotossintético.

Segundo Camargo (2018), o emprego de cultivares mais resistentes no controle
de fitopatogenos é uma estratégia importante, pois pode ser aplicavel em grandes
areas e possui custo reduzido, quando comparada a outras formas de controle de
doencas. Nos frutos, as primeiras lesdes foram observadas também aos cinco dias
apos a inoculacao com discos do patogeno. Nos tratamentos inoculados com discos
de meio de cultivo, isto é, nos tratamentos controle ndo houve a formacado de regides
de coloragcdao escura, caracteristicas dos sintomas de Colletotrichum nymphaeae,

conforme a Figura 3.
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Figura 3 - Teste de patogenicidade de Colletotrichum nymphaeae em frutos de Carya

illinoinensis

Fonte: Autores (2020)

Em que: A-C = Sintomas de antracnose, causada pela inoculacao de Colletotrichum
nymphaeae em cultivares Carya illinoinensis; D-F = Controles; Da esquerda para a direita:
‘Imperial’,‘Melhorada’ e ‘Shawnee'.

Todos os frutos apresentaram sintomas em todos os locais de inoculacdo, sendo
por isso atribuida nota 3 a todas as cultivares (Figura 4-A). Para o tamanho da lesao
em frutos foi possivel constatar que a cultivar ‘Imperial’ apresentou as maiores lesdes,
com 11,59 mm em média, diferindo-se das cultivares ‘Shawnee’ e ‘Melhorada’ que nao

diferiram estatisticamente entre si (Figura 4-B).
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Figura 4 - Escala de Notas (A) e tamanho de lesao (B) em frutos de trés cultivares de

nogueira-peca inoculada com Colletotrichum nymphaeae
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Em que: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Osresultados obtidos no presente trabalho sdoimportantes paraaelucidacdaode
aspectos referentes aos patossistemas envolvendo espécies da familia Junglandaceae
e Colletotrichum spp., ja que muitos estudos tém demonstrado que espécies do género
Colletotrichum diferem na patogenicidade com relacdo ao hospedeiro e cultivar.
Lakshmi, Reddy e Prasad (2011), por exemplo, estudaram a capacidade infectiva de C.
gloeosporioides proveniente de folhas de sete espécies de plantas frutiferas tropicais
e sua patogenicidade cruzada em frutos e folhas destas espécies, constatando

preferéncias de Colletotrichum gloeosporioides por alguns hospedeiros. Segundo os
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autores, houve diferencas entre a viruléncia e a capacidade patogénica dos isolados e,
desse modo, espécies com baixa incidéncia ou severidade da antracnose podem ser
utilizadas para a otimiza¢dao dos pomares e reducdo de custos com o uso de fungicidas.

Em contraponto, Phoulivong et al. (2010), Youlian et al. (2011), Noireung et al.
(2012) e Lima et al. (2015) testaram a patogenicidade cruzada de varias espécies
de Colletotrichum, demonstrando que Colletotrichum asianum, Colletotrichum
fructicola, Colletotrichum siamense, Colletotrichum  simmondsii, Colletotrichum
orchidearum, Colletotrichum karstii, Colletotrichum dianesei, Colletotrichum tropicale
e Colletotrichum nymphaeae, por exemplo, ndo apresentam especificidade com
relacdo ao hospedeiro, podendo permanecer no ambiente utilizando diferentes
fruteiras ou pseudofrutos, como fontes de indculo.

Por outro lado, Colletotrichum musae causa antracnose apenas em bananeiras
(Musa spp.), enquanto que Colletotrichum karstii, causador de antracnose em Mangifera
indica, nao é patogénico as cultivares Keith e Palmer, ou seja, ambos apresentam alta
especificidade em relagao ao seu hospedeiro (YANG et al., 2012).

Ja Grammen et al. (2019a; 2019b), avaliando a patogenicidade de isolados de
Colletotrichum spp. em frutos de diferentes cultivares de maca (Malus domestica),
constataram, com base no tamanho da lesdo, maior suscetibilidade de algumas
cultivares. Os autores utilizaram as cultivares ‘Pinova’, ‘Golden Delicious’, ‘Nicoter’,
‘Nicogreen’, ‘Gala’, ‘Elstar’, ‘Jonathan’, ‘ldared’ e Topaz, sendo as duas primeiras
consideradas suscetiveis a Colletotrichum spp.

Com relacdo a resisténcia/susceptibilidade de cultivares de nogueira-peca a
doencas fungicas no Brasil, sdo raros os trabalhos a excecdo o de Walker et al. (2018),
que avaliaram a reacdo de folhas nogueira-peca a espécies do complexo Cladosporium
cladosporioides, responsaveis por ocasionar a mancha foliar no Brasil. Os autores
avaliaram duas cultivares ‘Barton’ e ‘Shawnee’, constatando que ambas sdo suscetiveis.
Entretanto, segundo os autores, a cultivar ‘Shawnee’ tem maior susceptibilidade a

doenca em comparacdo com a ‘Barton’.

Ci. Fl., Santa Maria, v. 31, n. 4, p. 1833-1848, out./dez. 2021



Savian, L. G.; Rabuske, J. E.; Walker, C; Sarzi, J. S.;
Rolim, J. M.; Quevedo, A. C;; Muniz, M. F.B. | 1845

4 CONCLUSOES

Colletotrichum nymphaeae, isolado de Juglans regia, € patogénico a Carya
illinoinensis.

Colletotrichum nymphaeae causa maiores lesées nos foliolos das cultivares
‘Barton’, ‘Melhorada’ e ‘Imperial, em compara¢dao a ‘Choctaw’ e ‘Shawnee’, que
demonstram menor suscetibilidade.

Colletotrichum nymphaeae causa maiores lesdes em frutos na cultivar ‘Imperial’,

sendo mais suscetivel em relacdo as cultivares ‘Shawnee’ e ‘Melhorada’.
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