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RESUMO

Caliman, M.E.; Silva, D.C.; Pereira, J.; Bezerra, J.L. Biologia e patogenicidade de Prillieuxina winteriana em pomares de gravioleira na Bahia

Summa Phytopathologica, v.47, 1.1, p.27-33, 2021.

Em areas de plantio de gravioleira (4dnnona muricata) em seis
municipios no estado da Bahia, observou-se o morfo assexual do fungo
Prillieuxina winteriana, que causa manchas foliares e queda prematura
de folhas, sendo um importante patéogeno para a cultura, sendo realizadas
coletas de folhas infectadas para estudo além do exame de espécimes do
fungo depositados no Herbario URM. A aplicagdo dos Postulados de Koch
possibilitou a confirmagao da patogenicidade dos espécimes coletados in

loco de P. winteriana a A. muricata, sendo os testes conduzidos em casa
de vegetacao e campo, onde o tempo decorrido desde a infecgao das folhas
até a formagdo de estruturas reprodutivas foi de aproximadamente quatro
meses. A caracterizagdo morfolégica e histopatoldgica foi feita com o
auxilio de microscopios otico e eletronico. Testes histoquimicos nas folhas
infetadas mostraram haver acumulo de proteinas, de compostos fenolicos
e de alcaloides nos tecidos.

Palavras-chave: Annona muricata; Leprieurina winteriana; ciclo vital; fungo biotréfico.

ABSTRACT

Caliman, M.E.; Silva, D.C.; Pereira, J.; Bezerra, J.L. Biology and pathogenicity of Prillieuxina winteriana in soursop orchards in Bahia State,

Brazil. Summa Phytopathologica, v.47,n.1, p.27-33, 2021.

Areas of soursop (Annona muricata) plantation in six municipalities in the
state of Bahia, Brazil, presented the asexual morph of the fungus Prillieuxina
winteriana, which causes leaf spots and premature leaf fall, constituting an
important pathogen for this crop; infected leaves were collected for study and
examination of specimens of this fungus deposited in URM Herbarium. Koch’s
Postulates made it possible to confirm the pathogenicity of specimens collected

in loco from P. winteriana to A. muricata, and tests were conducted both in a
greenhouse and in the field, where the time elapsed from the infection of leaves
to the formation of reproductive structures was approximately four months.
Morphological and histopathological characterization was performed under
optical and electronic microscopes. Histochemical tests showed accumulation
of proteins, phenolic compounds and alkaloids in the tissues of infected leaves.

Keywords: Annona muricata, Leprieurina winteriana, life cycle, biotrophic fungus.

A regido sul do estado da Bahia ganhou destaque na agricultura
nacional e internacional, na década de 1990, apds o aparecimento da
Vassoura de Bruxa do Cacaueiro, causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora, que acarretou o declinio
da cacauicultura na Bahia, levando muitos produtores a faléncia (25).
Devido a este fato, houve necessidade, por parte dos produtores, em
buscar novas alternativas para substituir a renda que o cacau lhes
proporcionava. Deste modo, a cultura da graviola (Annona muricata
L.) comegou a ganhar destaque no cenario regional, por ser uma planta
de clima tropical, encontrando na regido condi¢des ideais para o seu
desenvolvimento (24, 35).

A cultura da gravioleira ¢ bastante suscetivel a doengas fingicas,
destacando-se as manchas foliares causadas por Prillieuxina winteriana
(Pazschke) G. Arnaud (=Leprieurina winteriana G. Arnauld),
Grovesinia piramidalis M. N. Cline e Cercospora annonae A. S Mull.
& Chupp. (5, 7, 20). Dentre estas doengas, a mancha foliar causada
pelo fungo P. winteriana esta presente nos cinco pomares visitados
durante a condugao deste estudo.

Prillieuxinan winteriana pertence a familia Asterinaceae
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(Asterinales, Ascomycota), com inumeras espécies polifagas e
cosmopolitas (16). No Brasil, destacam-se trabalhos de Batista e
colaboradores com esta familia (33). Trata-se de um fungo foliicola,
biotrdfico, considerado especifico quantos aos hospedeiros. Entretanto,
a interagdo P. winteriana X A. muricata ¢ pouco estudada, no Brasil e
também em outras regides tropicais (15).

Prillieuxina possui 80 espécies validas (3), tendo como espécie
tipo P. winteriana (anamorfo = Leprieurina winteriana) (2, 36).
Pazschke em 1892 usou o bindmio Asterina winteriana para designar
esta espécie. Theissen (37) transferiu-a, erroneamente, para Asterinella
winteriana (Pazschke) Theiss. Asterina anonicola foi estabelecida
por P. Hennings (13), mas Arnaud (2) considerou-a sinonimo de P,
winteriana. As espécies Aulographum juruanum Henn. e Asterinella
puyana Petr. foram consideradas por Hofmann (14) como sinénimos
de P, winteriana, com base no exame dos materiais tipo.

O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos ecoldgicos e
bioldgicos de P. winteriana e sua interagdo com 4. muricata em
areas cultivadas na Bahia, bem como detalhar a interagao patégeno-
hospedeiro por meio de técnicas de histopatologia e microscopia.
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MATERIAL E METODOS

Foram feitas coletas de folhas infectadas apresentando sintomas
e sinais de P. winteriana em areas produtivas de graviola em
alguns municipios da Bahia, considerando diferentes condicdes
edafoclimaticas (Tabela 1) no periodo de janeiro a dezembro de 2014
e fevereiro de 2015. Espécimes de P. winteriana depositados no
herbario URM também foram examinados. Para realizagdo dos testes
de inoculagdo foram utilizadas folhas naturalmente infectadas coletadas
aleatoriamente da copa de gravioleiras em area no municipio de Ilhéus,
Bahia (14°75°54,23 S, 39°23°11,35 W). Para os estudos do patogeno,
coletaram-se folhas em diferente estagio de colonizagdo. O material
coletado foi acondicionado em sacos de papel Kraft, devidamente
identificado e levado para o Laboratorio de Diversidade de Fungos
do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), da Comissdo Executiva
do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), para a caracterizagdo
morfologica em microscopia de luz. A caracterizagdo de superficie
por meio da microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi feita no
Centro de Microscopia Eletronica (CME) e os estudos histopatologicos
no Laboratdrio de Anatomia Vegetal, ambos na Universidade Estadual
de Santa Cruz (UESC).

Para as analises em microscopia de luz, foram feitas raspagens
e cortes manuais das estruturas fungicas e do tecido hospedeiro e
montadas em lamina de vidro utilizando-se lactofenol + azul de algodao
(22). Para observagdo das colonias integras, utilizou-se a técnica de
Callan & Carris (6), substituindo o acetato de celulose por esmalte de
unha incolor de secagem rapida (Risqué Technology), seguindo-se de
montagem em alcool polivinilico + acido latico + glicerol (PVLG)
(16). Para as analises micrométricas foram medidos 30 picnotirios e 30
picnotiriésporos de cada espécime. O material coletado foi depositado
no Herbario CEPEC — Fungi.

Para os testes histoquimicos, fragmentos de folhas com o patdgeno
foram fixados em solug@o de Karnovsky por 48 horas e incluidos em
resina (metacrilato). Apds a inclusio, cortes transversais e longitudinais

Tabela 1 Datas de coleta e coordenadas geograficas dos municipios.

foram feitos em micrétomo rotativo manual (RM 2145, Leica
Deerfiel®, IL, USA). Os cortes obtidos foram corados com azul de
toluidina (19, 30), dos quais foram obtidas imagens em microscopio
Leica DM 2500. Foram aplicados reagentes especificos, com seus
devidos controles, na folha sem infecgdo (testemunha) e infectadas
por P. winteriana para localizagdo das principais classes de compostos
quimicos nos tecidos foliares (Tabela 2).

Aplicou-se a metodologia de Silveira (34) para obtengdo das
imagens em MEV.

Para os testes de patogenicidade, utilizou-se inoculo consistindo de
picnotirios e picnotiridsporos obtidos através de raspagem de colonias
fangicas presentes em 10 folhas, os quais foram colocados em 10 mL de
agua destilada estéril. Cinco mudas de gravioleira foram pulverizadas
com o in6culo do patégeno e cinco apenas com agua destilada estéril
(controle) até o ponto de escorrimento, sendo posteriormente cobertas
com sacos plasticos umedecidos e mantidas por 72 horas em casa de
vegetacao na temperatura de 25 + 3 °C, no regime natural de luz/escuro
(Figura 1A-B).

Foram inoculadas, em condigdes de campo, oito mudas de
gravioleira plantadas com espacamento de 3 m x 3 m, sendo quatro
mudas inoculadas com a suspensdo do fungo e quatro apenas
pulverizadas com agua destilada estéril (testemunha). O procedimento
de inoculagao foi 0 mesmo utilizado em casa de vegetacdo (Figura 1C)

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cinco areas estudadas apresentavam manejo cultural distinto,
sendo que as gravioleiras na area do municipio de Tancredo Neves
encontravam-se em excelente condigdo, havendo baixa ocorréncia
de P. winteriana nos dois periodos de coletas, mas observou-se
elevada incidéncia e severidade ocasionadas por G. piramidalis.
Na érea de estudo em Vitéria da Conquista, observou-se folhagem
reduzida, presenga de outros fungos epifiticos e baixa ocorréncia

Cidade Datas Latitude Longitude Altitude
Uma 30/07/2014 e 09/02/2015 15°17°36” S 39°04°31” W 28m
Cruz das Almas 07/08/2014 ¢ 28/01/2015 12°40°12” S 39°06°07” W 220m
Vitoria da Conquista 28/08/2014 e 02/02/2015 14°53.361° S 40°48.031"’ W 870m
Wenceslau Guimaraes 25/11/2014 e 06/02/2015 13°41°13” S 39°28°46” W 178m
Tancredo Neves 25/11/2014 ¢ 03/03/2015 13°27°14” S 39°25°15” W 150m
Tabela 2 Testes histoquimicos realizados no corte transversal da folha de Annona muricata.
Reagente utilizado Grupo de metabdlitos Cor da reacio Referéncias
Cloreto férrico III Composto fendlico total Verde intens:;;rl(l)rpura, azula Johansen (1940)
Sudan IV Lipidios totais Vermelho Pearse (1972)
Azul brilhante de Coomassie Proteina Azul Fisher (1968)
Sudan Black B Lipidios Azul a negro Pearse (1972)
Reagente de Wagner Alcaloide Vermelho acastanhado Furr; Mahlberg, 1981

28

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 47, n. 1, p. 27-33, 2021



Figura 1 Testes de patogenicidade. A—B. experimento em casa de vegetagdo; C. experimento realizado em ambiente aberto.

de P. winteriana. A pouca disponibilidade de tecido susceptivel e
a competicdo com outros fungos observados nas folhas podem ter
contribuido para a baixa incidéncia do patdgeno, conforme ocorre em
outros patossistemas (1). Inacio et al. (18) relatam que o niimero de
fungos da familia Asterinaceae pode ser reduzido quando hé escassez
de folhas disponiveis para infeccdo. Sabe-se que em condig¢des de
campo as plantas interagem simultaneamente com uma gama de
microorganismos ¢ também com estresses abidticos, os quais podem
modificar as interagdes entre microorganismos (26, 31). A competig¢@o
por substrato foliar entre fungos é conhecida (4), como demonstrado
por Le May et al. (23), que verificaram que a ocorréncia simultanea
de dois fungos do complexo Ascochyta patogénicos a ervilha limitou
a doenga e afetou a reproducao destes.

As plantas existentes no pomar em Wenceslau Guimaraes nio
foram manejadas conforme os padrdes técnicos recomendados para a
cultura, apresentando folhagem excessiva e alta incidéncia do patdogeno.
Junqueira et al. (21) citam que o manejo inadequado da gravioleira
favorece a ocorréncia de enfermidades, o que parece ter ocorrido nesta
area de estudo.

/ \
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Nas gravioleiras existentes no municipio de Una também observou-
se elevada incidéncia de P. winteriana nas folhas de praticamente
todas as plantas. Provavelmente o ambiente mais imido neste local e
temperaturas mais elevadas, aliados a suscetibilidade do hospedeiro,
favoreceram a alta severidade da doenga. No local visitado em Cruz
das Almas, onde as plantas de eram antigas ¢ de porte alto, a incidéncia
do patégeno era igualmente elevada, corroborando a afirmacao de
Junqueira et al. (21) de que a idade ¢ o porte influenciam na incidéncia
das doengas em graviola.

Nas folhas de gravioleira coletadas nos municipios referidos e nas
exsicatas proveniente do URM constatou-se apenas o morfo assexual
de Prillieuxina winteriana, ndo sendo observados ascos ¢ ascOsporos.
Hofmann (14) relatou também uma maior frequéncia do estadio
assexuado no material por ela estudado.

Ciclo de vida

O ciclo de vida do patéogeno se inicia com a adesdo do
picnotiriésporo a superficie foliar do hospedeiro (Figura 2A). Este
germina e forma um apressorio, originando um peg de penetragdo

E

assexuada

Figura 2 Ciclo de vida de Prillieuxina winteriana. A. Picnotiriosporos aderem a superficie foliar do hospedeiro. B. Picnotiriésporo haploide
desenvolve um apressorio que penetra na cuticula do hospedeiro. C. Colonizagao intracelular; D-E. Formagao dos primérdios de picnotirios. F.
Desenvolvimento dos picnotiridsporos. G. Libera¢ao dos conidios maduros.
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que atravessa a cuticula do hospedeiro e forma micélio intracelular na
epiderme da folha. Este micélio dara origem ao hipostroma (Figuras
2B-C). Quase ao mesmo tempo, inicia-se a formagao dos primordios
de picnotirios no micélio superficial (Figuras 2D-E). Ap6s a maturac@o
dos picnotirios, os conidios se desenvolvem na parte interna da parede
superior do conidioma (escutelo) (Figura 2F) e sdo liberados através de
fendas estelares no escutelo, dando origem ao novo ciclo da infecgao
(Figura 2G). O morfo sexual, como descrito por Arnaud (2) e Hofmann
(14), ndo foi constatado neste estudo.

Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade em mudas de gravioleira permitiu
determinar o periodo de incubago, comparando o desenvolvimento do
patdgeno em casa de vegetagdo ¢ em campo. No primeiro caso, apds
quatro meses a partir da inoculag@o, observou-se o surgimento de hifas
superficiais e primordios de conidiomas ao microscopio estereoscopico
no aumento de 40x (Figura 3).

No teste conduzido em campo, observou-se o surgimento de micélio
superficial e picnotirios ap6s 35 dias da inoculagdo (Figura 4D). Os
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primeiros sintomas (pontos escuros na superficie foliar adaxial)
apareceram cinco dias apos a formag¢do do micélio superficial
(Figura 4B). Dezesseis dias apds os primeiros sintomas, as folhas
apresentaram alto grau de colonizacdo e desenvolvimento dos
picnotirios (Figura 4C). Apés 115 dias do inicio da inoculagdo, a
folha estava completamente colonizada, com picnotirios liberando
picnotiriésporos. Apés esta fase ocorreu o inicio de desfolhamento
da planta. As plantas-controle nao desenvolveram nenhum sintoma/
sinal do fungo, tanto em casa de vegetagdo quanto em campo (Figura
4A). Desta forma, foi comprovada a patogenicidade dos isolados
estudados de P. winteriana a A. muricata.

A morfologia do patdgeno, observada neste trabalho, confere
com a descri¢do e ilustragdes de Arnaud (2) e Hoffman (14) de P
winteriana sobre A. muricata. O desenvolvimento dos sintomas em
campo foi maior do que em casa de vegetagdo, provavelmente devidos
as condigdes climaticas mais favoraveis no primeiro caso. Os fatores
ambientais, principalmente temperatura, molhamento foliar e radiagdo
que atuam em casa de vegetacdo e campo sao diferentes, e interferem
no desenvolvimento das doengas (10).

| Figura 3 Experimento conduzido em
~ casa de vegetagio. A-B. surgimento
de primodrdios de picnotirios e hifas
superficiais (seta) de Prillieuxina
winteriana (40x).

Figura 4 Sinais de Prilieuxina winteriana em
folhas de Annona muricata quatro meses apos
a inoculagdo. A. Planta controle (auséncia do
patégeno). B. Primeiros sinais crescimento
fangico. C. Formagao abundante de picnotirios.
D. Micélio superficial e picnotirios. Barra: D:
200 pm.
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O estudo histopatoldgico revelou que a penetragdo ocorre tanto
de forma direta, envolvendo a formacdo de apressorios (Figura 5A),
como indireta, via estdmatos (Figura 5B), resultando na formagao de
hipostroma (Figura 5D).

A colonizagdo intracelular do patégeno (Figura 5C) ocorre de
uma célula para outra colonizando, também, as células oleiferas,
caracteristicas da planta infectada (28), como demonstrado na Figura
5D. Hofmann (14) igualmente descreve que a penetragéo ocorre através
das células da epiderme, seguida do preenchimento por completo das
mesmas, bem como da invasdo das células do parénquima pali¢adico,
como verificado neste estudo (Figura 5D).

Na analise da superficie foliar observaram-se as colonias
superficiais de P. winteriana, com picnotirios maduros, radiados com
fendas estelares por onde os picnotiriésporos sdo liberados. A auséncia
de hifopddios ¢ uma das caracteristicas do género Prillieuxina (Figuras
SE-F) (14, 16).

Analise histoquimicas

Compostos derivados dos microorganismos podem ser reconhecidos
pelas plantas, induzindo, nestas, respostas de defesa através da produgao
de compostos como lipidios, carboidratos e glicoproteinas, entre outros
(30).

Os testes histoquimicos realizados neste estudo apresentaram
reacdes positivas para proteinas, compostos fenolicos totais e alcaloides
(32).

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 47, n. 1, p. 27-33, 2021

A presenga de proteinas na regido proxima a epiderme, incluindo as
hifas intracelulares do fungo na epiderme, devido a reacdo ao reagente
azul brilhante de Comassie, foi positiva indicada com coloragio azul.
Resultado semelhante foi observado por Concei¢ao (8), ao analisar
folhas de trés espécies de Mentha.

O cloreto férrico (Figura 6B) demonstrou coloracdo enegrecida
na regido da epiderme e parénquima pali¢adico, indicando reagdo
positiva para compostos fendlicos em geral, sendo este um dos
compostos predominantes observados. Compostos fenolicos também
sdo formados em respostas a penetragdo de patdgenos, sendo seu
aparecimento considerado como parte ativa da resposta de defesa da
planta (11, 12, 29).

No teste com o reagente de Wagner para identificagio de alcaloides,
foram observadas reagdes positivas por meio de coloragdo castanha
nas células da epiderme e do parénquima palicadico (Figura 6A),
confirmando resultados encontrados por Metcalfe & Chalk (27) e Judd
et al. (20) quanto a presenca de alcaloides na familia Anonnaceae. Os
alcaloides presentes em espécies desta familia apresentam atividade
antitumoral, antimicrobiana, antioxidante e antiparasitaria (9). Apesar
de haver produgao natural de alcaloides na planta, a resposta desta
a patdgenos pode potencializar a producéo destes alcaloides como
reacao de defesa.

Este estudo contribui para o conhecimento da biologia e
da patologia de P. winteriana sobre A. muricata, com possiveis
consequéncias para o controle deste patdogeno. Apesar de serem
observadas areas com alta incidéncia e severidade da doenga, ndo se

Figura 5 Penetracdo ¢ colonizagdo
interna e superficial de Prillieuxina
winteriana em folha de Anonna
muricata. A. Eletromicrografiaem MEV
mostrando picnotiriésporo aderido a
superficie foliar. B. Eletromicrografia
em MEV evidenciando hifa originaria
do picnotirio penetrando no estdmato
(seta). C. Colonizagdo da célula
epidérmica. D. Colonizagdo completa
das células da epiderme e penetracdo
nas células do parénquima pali¢adico
e da célula oleifera. E. Picnotirios
imaturos ¢ maduros. F. Picnotirios
maduros liberando picnotiridosporos.
Barras: A: 20 pm. B: 50 pum. C: 20
pm. D: 50 um. E: 100 pm. F: 300 um.
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Figura 6 A. Reagdo com Reagente de Wagner, evidenciando alcaloides nas células epidérmicas infectadas e do parénquima pali¢adico (seta).
B. Reagdo com cloreto férrico 111, evidenciando a presenga de compostos fendlicos gerais nas células epidérmicas infectadas e do parénquima

paligadico (seta). Co = célula oleifera. Barra: = 50 pm.

verificou a presencga de estruturas reprodutivas sexuadas do patdgeno,
sendo necessarios mais estudos sobre a ecologia deste, especialmente
se existem outros hospedeiros nos quais tal reproduc@o ocorra, além
de ampliar a amostragem de plantas infectadas em areas produtoras
em outros estados brasileiros.
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