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Resumo

A Amazonia possui inimeras espécies frutiferas, dentre as quais se destaca o biribazeiro (Rollinia mu-
cosa), pertencente a familia das Anondceas. A mancha zonada, causada por Sclerotium coffeicola, ¢ uma
doenga comum na regido Norte e a mais importante para a gravioleira (Annona muricata), também per-
tencente a essa familia. O objetivo desse trabalho foi avaliar as caracteristicas morfoldgicas e moleculares
de S. coffeicola infectando plantas de biribazeiro no municipio de Manaus-AM. A partir de folhas com
sintomas tipicos de mancha zonada foi realizado o isolamento direto do patégeno, através da transferén-
cia de propdgulos vegetativos presentes sobre as lesdes. A caracterizagcao morfolédgica foi realizada com
base nas caracteristicas da colonia e dos esclerddios. Para a andlise molecular, utilizou-se a regiao LSU
dominios D1/D2 da subunidade 28S do rDNA e o teste de patogenicidade, em folhas sadias de ramos
destacados de biribazeiro, foi realizado colocando-se os esclerdédios diretamente sobre a face adaxial das
folhas com e sem prévio ferimento. O fungo apresentou micélio branco, ramificado e crescimento rdpido.
Sobre a superficie das colonias observou-se a formagao de esclerddios globosos, isolados e agrupados,
de coloragao inicial branca e posteriormente alaranjada. A andlise filogenética da regiao LSU identificou
com alto suporte de bootstrap, o isolado BIR 010 como sendo S. coffeicola. No teste de patogenicidade
foi possivel observar os primeiros sintomas caracteristicos de mancha zonada quatro dias apds a inocu-
lacao. As andlises morfoldgicas, a caracterizagao molecular e o teste de patogenicidade confirmaram que
a mancha foliar observada em biribazeiro é causada por S. coffeicola.

Palavras-chave: Anonaceae, biribazeiro, Sclerotium coffeicola.

Introducao

A familia das anondceas é composta por cerca de 40 géneros e de mais de 2.000 espécies, porém as co-
mestiveis estao distribuidas nos géneros Annona, Rollinia, Duguetia, Uvaria e Asimira, e apenas os dois
primeiros apresentam espécies de importancia economica (Nogueira et al., 2005). A Amazonia possui
inumeras espécies frutiferas, dentre as quais se destaca o biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.] Baill) que
apresenta uma ampla distribui¢dao geogréfica e produz um fruto conhecido vulgarmente como “biribd”,
“biriba-do-pard”, “fruta-da-condessa”, “biribd-de-Pernambuco”, “pinha”, “anona” e “jaca-de-pobre”, o
qual tem grande aceitacao popular, sendo na maioria das vezes comercializado e consumido in natura
(Costa e Muler, 1995).

A mancha zonada, causada por Sclerotium coffeicola Bull, é uma doen¢a comum na regido Norte, po-
rém nao causa danos expressivos (Souza et al., 2012). Apesar disso, na Amazonia, essa doenca é a mais
relevante para a cultura da graviola (Annona muricata L.), também pertencente a familia das Anondceas
(Sposito et al., 2016).

A primeira descricao desse patdgeno foi em folhas de cafeeiro no Suriname (Stahel, 1921). Em 1957,
foi descrito nessa mesma cultura na Africa do Sul (Saccas, 1957) e em 1965 em cafeeiro e mangueira
na Costa do Marfim (Boisson et al., 1965). No Brasil, foi descrito em gravioleira como Sclerotinia sp. no
estado do Para (Tabosa et al., 1983), entretanto sua identificacdo ficou hipotética e sé foi formalmente
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identificado como S. coffeiculum em 1986, atacando gravioleira no municipio de Manaus, confirmando
assim a presenca da doenc¢a na Amazodnia (Lourd e Alves, 1986). O patdgeno afeta as folhas, causando
lesdes necrdticas circulares, com centro marrom-claro, bordas bem definidas de coloragao marrom escura
com diametro de aproximadamente 4 mm. Essas lesoes com o tempo tornam-se irregulares, formando
linhas concéntricas, claras e escuras de 1 a 2 mm de largura, podendo coalescer. Pode haver perfuragao
no centro da lesao, em certos casos. A olho nu, se observa uma massa de hifas espessas (2-5 mm de
comprimento), de coloracao branca na face abaxial das folhas. A alta incidéncia dessa doenca ocasiona
a queda precoce das folhas e o desfolhamento ascendente da planta, que pode ser total, em condi¢coes de
clima favoravel, culminando com a reducao da producao de frutos (Spdsito et al., 2016).

A ocorréncia da mancha zonada em folhas de biribazeiro foi relatada em 1999 no municipio de
Manaus-AM (Gasparotto e Veras, 1999), porém sem a caracterizagao do patdégeno, agente causal da
doenca nessa cultura. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar as caracteristicas morfoldgicas e
moleculares de S. coffeicola infectando plantas de biribazeiro.

Material e Métodos

No primeiro semestre de 2017, numa darea reservada ao estudo de frutiferas localizado no campo
experimental da Embrapa Amazodnia Ocidental no municipio de Manaus-AM, foram observadas e cole-
tadas folhas infectadas de biribazeiro apresentando sintomas tipicos de manchas necréticas circulares
de coloracao castanha, de bordos mais escuros, medindo aproximadamente 1,5 a 3,1 cm de didmetro,
distribuidas no limbo foliar.

Isolamento direto a partir dos propdgulos vegetativos de S. coffeicola sobre as lesdes foi realizado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200 g/L de batata, 10g/L de dextrose e 15g/L de 4gar).
Ap06s o crescimento do fungo e da producao de esclerédios no meio-de-cultura, um tnico esclerédio foi
colocado por placa para a obtengao da cultura pura do patdgeno.

A massa micelial para extracao de DNA total foi a partir das culturas puras, crescidas em meio BD
(200 g/L de batata, 10 g/L de dextrose, 2 g/L de extrato de levedura, 2g/L de peptona e 1,5 g/L de casei-
na). A extragao de DNA de quatro isolados foi realizada segundo o protocolo CTAB (Doyle e Doyle, 1987)
e quantificado em espectrofotometro Nanodrop (Thermo).

Visando determinar os gendtipos dos isolados obtidos nas amostras foliares, utilizou-se o marca-
dor molecular ERIC-PCR por meio dos primers ERIC 1R 5°-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3" e ERIC F-
5°-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3". As reacoes de PCR foram realizadas com: 1X de tampao (500 mM
KCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.4, 1% de Triton), 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,5 mM de dNTP, 50 ng
de DNA, 0,2 uM de cada primer e 1U de enzima Tag DNA polimerase (Karpa). As condicoes das reacoes
foram: desnaturacao inicial de 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 48 °C por 1 min, 65 °C
por 5 min, seguido pela extensao final de 65 °C por 16 minutos e o perfil de bandas visualizado em gel
de agarose 1,5%.

Os caracteres morfoldgicos analisados foram os aspectos da colonia e formato, tipo, coloracdo e tama-
nho dos esclerddios. Um isolado foi escolhido para sequenciamento com base na morfologia e dados de
ERIC-PCR, com as regioes Espacadores Internos Transcritos (ITS) e regiao LSU dominios D1/D2 da subuni-
dade 28S do rDNA utilizando os primers ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ (White et al., 1990) e NL4-
5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ (Carbone e Kohn, 1999), os quais amplificam aproximadamente 1100 pb.

Os fragmentos de PCR foram sequenciados no 3500 Genetic Analyser (Thermo Fisher) e a 4rvore filo-
genética foi construida a partir de um alinhamento da regido LSU utilizando a ferramenta ClustalW e a
topologia da drvore foi obtida por meio do método maximum likelihood no programa MEGA 7.0 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0) com 1,000 replicatas utilizando o parametro de delecao parcial
com limite de corte de 95%. O suporte dos ramos foi dado em bootstrap (Tamura et al., 2013).

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas sadias de ramos destacados de plantas de biriba,
colocando-se os esclerddios diretamente sobre a face adaxial das folhas com e sem prévio ferimento.
Apbés a inoculacao, as folhas foram submetidas a cimara imida por 48 h.

155



Diversidade Microbiana da Amazoénia Vol. 3

Resultados e discussao

Conforme os caracteres morfoldgicos, o fungo apresentou micélio branco, pouco ramificado e cres-
cimento rdpido. Sobre a superficie das coldnias de coloracao inicial branca, entre o 3° e o 5° dias de
crescimento e, posteriormente, alaranjada entre o 9° e o 12° dias de incubacao a 25 °C formaram-se
esclerddios globosos, isolados e agrupados, medindo de 3 a 5 mm de didmetro (Figura 1).

Assis et al. (2007) descreveram morfologicamente o fungo S. coffeicola em mogno, apresentando
micélio branco, pouca ramificagio e rdpido crescimento. Os esclerédios globosos mediam de 2 a 5 mm
de didmetro e apresentavam coloracao inicial branca - creme, entre o 3° e o 5° dias de incubacao e,
posteriormente alaranjada entre o 8° e 10° dias de incubac¢ao. Mais recentemente, Pérez-Vera et al. (2017)
observaram que, a coldnia de S. coffeicolla no 6° dia de idade apresentava micélio branco com pouca
ramificacao e esclerédios esféricos ou globosos, de aparéncia parda e com didmetro médio de 1,99 mm.
Entre o 10° e 0 15° dias, os esclerdédios atingiram diametro médio de 4,43 mm, cuja coloracao mudou de
amarelo cremoso para laranja e no 21° dia, os esclerdédios tornaram-se globosos a subglobosos e atingi-
ram didmetro de 5,9 mm. Essas caracteristicas sdo semelhantes as observadas no presente estudo.

O fingerprint obtido pelo marcador ERIC-PCR indicou que o isolado BIR 010 e BIR 013 apresentam o mes-
mo perfil de bandas, sendo possivel distinguir trés gendtipos a partir dos quatro isolados analisados (Figura
2). Esta técnica tem sido utilizada em outros fungos fitopatogénicos devido a sua eficiéncia na diferenciacao
entre isolados, reduzindo assim o sequenciamento de clones (Queiroz et al., 2015; Sousa et al., 2017).

A andlise filogenética da regiao LSU pelo método Maximum Likelihood (ML) com base na sequéncia
de 35 isolados de Sclerotium spp. distribuidos em 9 tdxons identificou com alto suporte de bootstrap, o
isolado BIR 010 como sendo Sclerotium coffeicola (Figura 3).

A relacao filogenética de espécies dentro do género Sclerotium, foram determinadas por Xu et al.
(2010) utilizando-se as regides ITS e LSU. Estas também foram capazes de resolver as relagdes filogené-
ticas entre S. coffeicola e S. rolfsii (Xu, 2008). Contudo neste trabalho apenas a regidao LSU foi suficiente
para identificacao de S. coffeicola.

No teste de patogenicidade, foi possivel observar os primeiros sintomas caracteristicos de mancha
zonada quatro dias ap6s a inoculacao em folhas sadias de R. mucosa (Figura 4). As etapas do postulado
de Koch foram concluidas apds o reisolamento do fungo em meio de cultura BDA e a confirmagao através
das caracteristicas morfoldgicas do fungo.

(=} — (o)) o
— — — —
=] =) o =]
&~ [~ &~ &~
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Figura 1. Colonia branca (A) e alaranjada (B) Figura 2. Perfil de bandas obtidas pelo
contendo esclerédios de Sclerotium coffeicola marcador ERIC-PCR com base em quatro
em meio BDA. isolados de Sclerotium coffeicola.
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Segundo Ferreira (1989), S. coffeicola é um dos patégenos mais agressivos em inoculagoes artificiais.
No estado do Amazonas, além de R. mucosa essa doenca ja foi relatada em Poraqueiba sericea Tul., P.
acuminata Miers, Ceiba pentandra (L.) Gaertn., Khaya ivorensis A. Chev., Alibertia edulis (Rich.) A.Rich.,
Genipa americana L., Couma macrocarpa Barb. Rodr., Mespilus germdnica L., Dioscorea cayenensis Lam.,
Anona senegalensis Pers., Averrhoa carambola L. (Gasparotto e Veras, 1999) e Swietenia macrophylla
King. (Bastos, 1998, Assis et al., 2007), Nauclea diderichii Wild. e Gmelina arborea L. (Hodges et al.,
1975), (Mangifera indica L.) (Boisson et al., 1965), Bauhinia sp. (Ferreira, 1989). Recentemente foi
relatado em mogno africano (S. macrophylla) no México (Pérez-Vera et al., 2017) e em graviolinha (A.
montana) no Panama (Kirschner et al., 2018).

FJ212329.1 Sclerotium rolfsii 3092
FJ212337.1 Sclerotium rolfsii 138
FJ212334.1 Sclerotium rolfsii 3088
FJ212331.1 Sclerotium rolfsii Sr1

o| FJ212336.1 Sclerotium rolfsii 3095
FJ212333.1 Sclerotium rolfsii 3098
FJ212330.1 Sclerotium rolfsii 1058
FJ212338.1 Sclerotium rolfsii \WM93
FJ212335.1 Sclerotium rolfsii 185
FJ212332.1 Sclerotium rolfsii Sr2
100 | FJ212346.1 Sclerotium coffeicola CBS 668.85

=]
]

= Embrapa BIR 010

FJ212345.1 Sclerotium coffeicola CBS 521.92

FJ212328.1 Sclerotium delphinii Srd
95'.[“212326‘1 Sclerotium delphinii 15200
5L FJ212327.1 Sclerotium delphinii 3089
100, FJ212349.1 Sclerotium hydrophifum 201.27
FJ212350.1 Sclerotium hydrophilum CBS 385.63
gg FJ212351.1 Sclerotium oryzae-sativae CBS 235.91
FJ212352.1 Scleratium oryzae-sativae CBS 439.80
FJ212353.1 Sclerotiumoryzae-sativae CBS 577.81
FJ212359.1 Sclerotium rhizodes CBS 276.69
FJ212358.1 Sclerotium rhizodes CBS 126.13
FJ212360.1 Sclerotium rhizodes CBS 321.68

100 FJ212347.1 Sclerotium denigrans CBS 118.43

FJ212348.1 Sclerotium denigrans CBS 396.54

FJ212356.1 Sclerotium perniciosum CBS 335.47
FJ212344.1 Sclerotium cepivorum CBS 342.47
FJ212355.1 Sclerotium perniciosum CBS 275.93
FJ212357.1 Sclerotium perniciosum 274.93
FJ212354.1 Sclerotium perniciosum CBS 268.30
FJ212339.1 Sclerotium cepivorum CBS 189.82
FJ212342.1 Sclerotium cepivorum CBS 320.65
FJ212340.1 Sclerotium cepivorum CBS 271.30
FJ212341.1 Sclerotium cepivorum CBS 276.93
FJ212343.1 Sclerotium cepivorum CBS 321.65
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Figura 3. Inferéncia filogenética pelo método Maximum Likelihood com base na regiao LSU de 9 tdxons de
Sclerotium. O isolado BIR 010 é destacado em negrito.

Figura 4. Lesoes naturais causadas por em folhas de Rollinia mucosa por Sclerotium coffeicola (A) e inoculagiao
artificial de S. coffeicola com esclerédios (B).
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Conclusao

De acordo com as caracteristicas morfoldgicas, andlise filogenética e o teste de patogenicidade, os iso-
lados obtidos causando a mancha zonada em folhas de biribazeiro foi identificado como S. coffeicola Bull.
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