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Resumo

O complexo superbrotamento, cujo agente causal € o fungo Fusarium
decemcellulare, destaca-se como uma das principais doencas que acometem o
guaranazeiro na regido Amazonica. Entender a dindmica da comunidade de fungos
presente nas lesdes e a interacdo com fatores bidticos e abioticos pode contribuir com o
combate a doenca. O objetivo deste trabalho foi identificar os diferentes fungos
presentes nos trés sintomas do superbrotamento em guaranazeiro e nos tecidos
assintomaticos. Foi obtido um total de 77 fungos isolados a partir de tecidos
sintomaticos e assintomaticos. Ap6s uma triagem realizada por meio da técnica ERIC-
PCR, 46 isolados foram analisados com base nas regifes ITS e D1/D2 da subunidade
28S do DNA ribossomal, resultando na identificacdo de 9 géneros e 8 diferentes
espécies de fungos no material analisado, além de 4 géneros que ndo puderam ser
identificados a nivel de espécie. F. decemcellulare foi detectado nos trés sintomas do
superbrotamento, como esperado. Além disso, foram constatados fungos endofiticos
com potenciais de controle biol6gico, como Fusarium poae e fungos do género
Pestalotiopsis. O presente trabalho, portanto, apresenta informagdes que podem

fundamentar novas taticas de combate ao superbrotamento.

Palavras-chave: complexo superbrotamento, comunidade de fungos, ITS.

Introducéo

O guarana é extraido das sementes de Paullinia cupana H.B.K. Typica e Paullinia
cupana var. sorbilis (Mart.) e assume importante papel social e econdémico na
Amazonia brasileira e no estado da Bahia, devido a seu uso na agricultura familiar, suas

propriedades medicinais e estimulantes (Atroch et al., 2010).
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O clima amazonico contribui para maior proliferacdo de doencas e estas sdo uma
das principais causas da diminui¢cdo da producdo de guarana no estado do Amazonas,
sendo que os danos e a incidéncia variam de acordo com o agente causal. Diante das
dificuldades de controle, o complexo superbrotamento €, atualmente, um dos principais
problemas da cultura do guaranazeiro na regido amazonica. O primeiro relato atribuindo
a causa do superbrotamento a F. decemcellulare foi feito por Bastista (1983). No
estudo, 30 dias apos as inoculagdes, foram observados os sintomas tipicos da doenca.

O complexo superbrotamento ataca diferentes partes da planta e apresenta trés
sintomas bem caracteristicos: 1- hiperplasia floral, ocorrendo hiperplasia e hipertrofia
atingindo toda a inflorescéncia; 2- superbrotamento de gemas vegetativas e florais,
consistindo em brotacfes sucessivas a partir de pontos muito préximos uns dos outros,
ao longo dos ramos; 3- galhas do caule, que é o entumescimento do coleto, podendo
tomar grandes extensdes do caule (Batista, 1983). Em funcdo desse quadro, é inviavel
economicamente a realizacdo de pulverizagcbes com fungicidas como estratégia de
controle da doenga.

Muitos micro-organismos sdo fundamentais na prevencdo de doencas da planta,
bem como no seu crescimento e entender a dindmica da comunidade flingica presente
nas lesdes pode colaborar com o desenvolvimento de taticas mais eficientes de combate
a doenca. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar os diferentes fungos presentes

nos trés diferentes sintomas do superbrotamento em guaranazeiro.

Material e Métodos
Isolamento, Cultivo Monosporico e Extracdo de DNA genémico

O isolamento foi feito dos trés sintomas de superbrotamento, além de material
seco e tecidos assintomaticos provenientes dos clones 48 e 70, em condicbes de
ocorréncia natural da doenga, no campo experimental da Embrapa Amazénia Ocidental
(Rodovia AM 010, km 29, Manaus-AM). Foram realizadas a assepsia (&4lcool 70% por 1
minuto e hipoclorito de sodio 2% por 1 minuto) e lavagem com &gua estéril,
procedimento repetido 3 vezes. Em seguida, fragmentos dos diferentes tecidos foram
inoculados em placas de Petri com meio de cultura Agar-Agua. Depois, as coldnias
crescidas foram repicadas para 0 meio BDA (2 g L™ de peptona, 10 g L™ de dextrose,
16 g L de agar, 1,5 g L de caseina, 2 g L™ de extrato de levedura e 250 g L de

batata). O cultivo monaosporico foi realizado por meio de diluigdo em agua estéril a 1-10
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unidades por campo microscopico (lente de 10x). Em seguida, 1 mL desta suspenséo foi
vertido em meio BDA, sendo as placas incubadas invertidas, a temperatura ambiente,
por 24 a 36 horas. O esporo germinado foi transferido para outra placa de Petri com
meio de cultura BDA. O DNA total dos fungos foi extraido segundo Doyle e Doyle
(1990).

Analise da diversidade e identificacédo dos isolados

AmplificacGes e Sequenciamento

Apds o isolamento, os 77 isolados obtidos (Tabela 1) foram, posteriormente,
triados por meio da técnica ERIC-PCR, para definir os isolados com diferentes perfis de

bandas a seguirem para o0 sequenciamento.

Tabela 1. Fungos isolados dos sintomas de superbrotamento, tecido assintomaético e
material seco dos clones 48 e 70, antes da triagem, totalizando 77 isolados.

Clone  Superbrotamento Superbrotamento Hiperplasia  Galhas Tecido
de gemas de gemas floral do caule Assintomatico
vegetativas vegetativas
(material seco)

F52, F53, F45, F46, F59, F60, F68, F69, F70,

48 F54, F55, F47, F48, F61, F62, F71, F72, F73,

F56, F57, F49, F50, F63, F64, F74, F75, F76,

F58 F51 F65, F66, F67 F77
F12, F13, F14, F15, F22,F23,F24,F25  F34,F35, F1, F2,
20 F16, F17, F26, F27, F36, F37, F3, F4,
F18, F19, F20, F21  F28,F29, F30,F31,  F38, F39, F5, F6,
F32, F33 F40, F41, F7,F8, -
F42, F43,F44  F9, F10,
F11

Os fungos selecionados tiveram a regido do DNA ribossomal ilustrada na Figura

1 sequenciada e os primers utilizados para a amplificacdo foram ITS5 (F) (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAGG-3’) (White et al.,
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (O’Donnel, 1993).
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188 5.88
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ITS1 ITS2

Figura 1. Regido para identificacdo dos isolados (1000 a 1200 pb).

h
NL4 (R)

Analises das sequéncias, alinhamento e filogenia

Cada fragmento teve as duas fitas sequenciadas pelo método de Sanger e uma

sequéncia consenso foi obtida para as analises subsequentes. As sequéncias foram

comparadas com o banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com o auxilio

da ferramenta BLAST. Em seguida, foram alinhadas e os filogramas foram construidos

por meio do software Mega 6.0.

Resultados

Isolamento e identificacdo molecular

e Discusséo

Apo6s a triagem com ERIC-PCR, 46 isolados tiveram a regido do DNA

ribossomal, ilustrada na Figura 1, sequenciada e os fungos identificados sdo os que

constam na Tabela 2:

Tabela 2. Identificacdo de fungos isolados dos clones 48 e 70.

Clone Superbrotamento Superbrotamento Hiperplasia Galhas do caule Tecido
de gemas de gemas floral Assintomatico
vegetativas vegetativas
(material seco)
Diaporthe sp., Fusarium
Nigrospora Microdochium - poae,
48 oryzae, sp. Fusarium sp.,
Pestalotiopsis Diaporthe
citri
Nigrospora Phomopsis sp.,  Albonectria
oryzae, Diaporthe rigidiuscula,
70 Diaporthe sp., phaseolorum, Diaporthe -
Diaporthe Colletotrichum citri polyphialidicum

phaseolorum, thailandicum

Phomopsis sp.,

A comunidade fangica isolada inclui Poitrasia circinans, Pestalotiopsis sp.,

Nigrospora oryzae, Fusarium sp., F. polyphialidicum, F. poae,
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rigidiuscula, Colletotrichum thailandicum, Diaporthe sp., D. citri, D. phaseolorum,
Phomopsis sp. e Microdochium sp.. Desta forma, foi possivel a identificagdo de 9
géneros e 8 espécies de fungos. O fato de as demais espécies do presente trabalho ndo
terem sido identificadas pode ser justificado pela regido que foi trabalhada (ITS), uma
vez que para o género Colletotrichum, por exemplo, o gene gapdh é mais eficiente na
distincdo de espécies (Weir et al., 2012). Assim, h& a necessidade de complementacdo
das analises com outras regides do DNA.

Este tipo de estudo, acerca da comunidade fangica presente nos sintomas do
superbrotamento em guaranazeiro, ainda ndo havia sido realizado. Em guaranazeiro,
fungos associados a planta saudavel tém sido estudados e os géneros mais comuns
encontrados em Paullinia cupana var. sorbilis sdo Guignardia, Phomopsis, Glomerella
(Colletotrichum) e Xylaria. Géneros menos frequentemente encontrados sdo Fusarium,

Dreschrella, Pestalotia, Curvularia, Humicola e Nodulisporium (Azevedo et al., 2000).

17

76
Diaporthe citn LGMF946
Diaporthe citn CBS 230.52
35

Diaporthe citri CBS 199.39
52

89

76

14

16
Diaporthe phaseolorum FM1

38
r—~ 28

Diaporthe phaseolorum FGUO0OO001

21
|Ph0m0p5|s sp. 12150
Phomopsis sp. Clc7b

99

Phomopsis sp. M31

Phomopsis sp. E10033b

19
24

99

57 Phomopsis sp. E6927d

Phomopsis sp. PMBFX045

0.005
Figura 2. Andlise filogenética molecular pelo método de Maxima Verossimilhanca dos
isolados identificados como Phomopsis/Diaporthe. Bootstrap mostrado proximo de
cada ramo. Analises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 14: F14, 16:
F16, 17: F17, 19: F19, 21: F21, 24: F24, 28: F28, 35: F35, 52: F52, 76: F76.

No presente trabalho, fungos do género Phomopsis/Diaporthe (Figura 2) foram

predominantes na identificacdo dos isolados e também de maior nimero de espécies
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identificadas, seguidos por fungos dos géneros Fusarium/Albonectria (Figura 3),
Nigrospora (Figura 4), Poitrasia (Figura 5), Pestalotiopsis (Figura 6), Colletotrichum
(Figura 7) e Microdochium (Figura 8).

3
8
Fusarium polyphialidicum CM 7

67

%21 | Fusarium polyphialidicum PP94

72

Fusarium poae

% 69
93 |: Fusarium poae EO01

Albonectria rigidiuscula CBS122570

34
Albonectria rigidiuscula 6939

100

1 Albonectria rigidiuscula 6941

71 | Albonectria rigidiuscula 6940

0.01

Figura 3. Andlise filogenética molecular pelo método de Maxima Verossimilhanga dos
isolados identificados como Fusarium/Albonectria. Bootstrap mostrado proximo de
cada ramo. Analises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 3: F3, 8: F8,
34: F34, 69: F69, 72: F72.

12
Nigrospora oryzae TR171
g7 | Nigrospora oryzae TR058

Nigrospora oryzae Z19-18

20

55

Nigrospora oryzae btl13I1BSD

| Nigrospora sphaerica xsd08093

g9 | Nigrospora sphaerica CEQCA-11360

I Nigrospora sphaerica CGMCC 3.10904
g7l Nigrospora sphaerica CL-OP30

0.005

Figura 4. Andlise filogenética molecular pelo método de Maxima Verossimilhanga dos
isolados identificados como Nigrospora oryzae. Bootstrap mostrado préximo de cada
ramo. Analises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 12: F12, 20: F20,
55: F55.
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g Blakeslea trispora CBS 137 49
Blakeslea trispora CBS 130.59
Blakeslea sinensis CBS 564.91
— Choanephora infundibulifera CBS 155.58
gl Choanephora infundibulifera f. cucurbitarum CIMAP-MA101

’/ Choanephora infundibulifera
2

: Poitrasia circinans CBS 647.70
Choanephora conjuncta NRRL 2560
Poitrasia circinans NRRL 2545

4{ Blakeslea trispora CBS 198.80
8

99

0.005

Figura 5. Andlise filogenética molecular pelo método de Méaxima Verossimilhanca do
isolado identificado como Poitrasia circinans. Bootstrap mostrado proximo de cada
ramo. Anélises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 2: F2,

Pestalotiopsis microspora XSD-42
Pestalotiopsis clavispora PSHI2002Endo349

Pestalotiopsis sydowiana xsd08016
35

Pestalotiopsis longiseta K66-2

Pestalotiopsis longiseta K38-8

"i Pestalotiopsis longiseta K68-1

— 57

Pestalotiopsis clavispora YNW02

’ Pestalotiopsis clavispora TA-6

Pestalotiopsis microspora TA-118

Pestalotiopsis disseminata LK16
Pestalotiopsis disseminata CPC 10950

100

0.0
Figura 6. Andlise filogenética molecular pelo método de Méxima Verossimilhanga do
isolado identificado como Pestalotiopsis sp.. Bootstrap mostrado préximo de cada
ramo. Andlises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 57: F57.
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99 Colletotrichum gloeosporioides CBS 953.97
4‘ Colletotrichum gloeosporioides CORCGS
Colletotric hum fructicola BPDI12
5 499‘ Colletotric hum fructicola BPDI16
ICoIIetotrichum honinense CSSN1
100 | Colletotric hum boninense CSSX8

| Colletotrichum truncatum CBS:151.35
1001 Colletotrichum trunc atum CBS:182.52

85

32

Colletotrichum thailandicum HRO1MF UfLCOS9&/LEZM FUCC110113

| Colletotrichum thailandicum CM SP34/LC0958

100 Colletotrichum yunnanense AS3.9616 18S
L Colletotrichum yunnanense AS3.9617

100|

100 Colletotrichum dracaenophilum MEP 1532
38 |Co|letotrichum dracaenophilum CBS 121453

P
0.0

Figura 7. Analise filogenética molecular pelo método de Méaxima Verossimilhanca do
isolado identificado como Colletotrichum thailandicum. Bootstrap mostrado proximo
de cada ramo. Anélises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 32: F32.

Microdochium sp. 5/97-30
Microdochium sp. 5/97-31

B Monographella lycopodina LL
Microdochium sp. A12
Monographella lycopodina LLB

| Microdochium phragmitis
93| Microdochium phragmitis CBS 285.71
— 46
90 L— Microdochium sp. JP103
—— Microdochium nivale CBS 110.94
Microdochium nivale CBS 320.78
Microdochium nivale DSM 62273

100

0.01

Figura 8. Analise filogenética molecular pelo método de Méxima Verossimilhanga do
isolado identificado como Microdochium sp.. Bootstrap mostrado proximo de cada

ramo. Andlises evolucionarias conduzidas no software MEGA 6.0. 46: F46.

Os fungos do género Diaporthe, cuja forma assexuada é denominada

Phomopsis, ocorrem como endofiticos, saprobios e também como patdgenos de plantas
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(Gomes et al., 2013). Foram identificados como sendo também alguns dos endofiticos
isolados dos sintomas de superbrotamento em guaranazeiro F. polyphialidicum e F.
poae. F. poae produz, comumente, uma ou mais micotoxinas (Stenglein, 2009),
interessante a estudos de antagonismo contra F. decemcellulare, agente causal do
superbrotamento. Alguns isolados foram identificados como N. oryzae, do qual
observou-se uma especificidade pelo sintoma superbrotamento de gemas vegetativas,
uma vez que N. oryzae ndo é comum como endofitico em guaranazeiro (Azevedo et al.,
2000). Em todos os sintomas analisados foram obtidos isolados identificados como F.
decemcellulare (teleomorfo Albonectria rigidiuscula). Segundo Guimaraes (2013), F.
decemcellulare trata-se de um complexo de espécies homotalicas e heterotalicas.
Guimardes (2013) observou, ainda, que os isolados heterotalicos causadores de galhas e
superbrotamento em cacaueiro e mangueira pertencem a uma espécie filogeneticamente
distinta da espécie homotalica, ndo causadora dos sintomas. Os géneros com menos
isolados identificados neste trabalho foram, além de Colletotrichum, os géneros

Poitrasia, Microdochium e Pestalotiopsis.

Conclusodes

Foram observados endofiticos com potenciais para controle biolégico, como
Fusarium poae e fungos do género Pestalotiopsis.

Foi observada também a especificidade de Nigrospora oryzae pelo sintoma
superbrotamento de gemas vegetativas, considerando que 0 mesmo nao estad sequer
entre os fungos menos frequentemente isolados de guaranazeiro.

O primeiro relato de isolamento da comunidade flangica dos sintomas de
superbrotamento em guaranazeiro, portanto, apresenta informagdes essenciais a estudos
mais aprofundados sobre estes fungos, buscando melhores estratégias para o controle do

superbrotamento.
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