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COMUNICACAO CIENTIFICA

OCORRENCIA DE Ceratocystis fimbriata EM KIWI
(Actinidia deliciosa) NO SUL DO BRASIL!

GRAZIELA PIVETA2, ACELINO COUTO ALFENAS?, MARLOVE DE FATIMA BRIAO MUNIZ*,
ROSA MARIA VALDEBENITO-SANHUEZA?®, MARIA ALVES FERREIRA®

RESUMO- Em uma inspecao de rotina em uma plantacdo de kiwi (Actinidia deliciosa), constataram-se
plantas com sintomas de murcha, morte e escurecimento interno dos tecidos do caule. Isolamentos a partir
de tecidos infectados e do solo rizosférico permitiram a obtengdo de cultura de um fungo com caracteristicas
morfoldgicas similares a Ceratocystis fimbriata, cuja identificacdo foi confirmada a partir do sequenciamento
da regido ITS do rDNA. O teste de patogenicidade foi realizado nas variedades Monty e Farroupilha.
Constatou-se que o agente causal da doenga em kiwi pertence ao complexo Ceratocystis fimbriata e ao clado
da América Latina, ¢ os isolados inoculados foram patogénicos as duas variedades testadas.
Palavras-chave: Murcha-de-ceratocystis, Actinidia deliciosa, patogenicidade.

Ceratocystis fimbriata KIWI (Actinidia deliciosa) IN SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT - In a routine inspection on a plantation of kiwi (Actinidia deliciosa) plants were found with
wilt symptoms, internal browning and death of the stem tissues. Isolations from infected tissues and
soil rhizosphere, allowed to obtain a culture of fungus with morphological characteristics similar to
Ceratocystis fimbrita whose identification was confirmed based on the sequencing of the ITS region of
rDNA. The pathogenicity test was conducted in Monty and Farroupilha varieties. It was found that the causal
agent of the disease in kiwi belong to the C. fimbriata complex and to the group of Latin America and the

isolates inoculated were pathogenic to two varieties tested.
Index terms: Ceratocystis wilt, Actinidia deliciosa, pathogenicity.

O kiwi, Actinidia deliciosa (A. Chev) C. F.
Liang et A. R. Ferguson, originario da China, foi in-
troduzido na Nova Zelandia, em 1906, e subsequen-
temente se expandiu em varios paises, inclusive no
Brasil, na década de 80. Nos tltimos anos, a cultura
do kiwi tem-se expandido consideravelmente devido
aos altos precos alcangados no mercado nacional.
Nos ultimos trés anos, foram observados plantas
e kiwi com sintomas de amarelecimento foliar,
murcha e seca dos ramos (SONEGO et al.,2010).
Inicialmente, as folhas das plantas afetadas perdem
a turgescéncia e o brilho, e enrolam-se (Figura 1A),
seguindo-se de secamento, mas as folhas permane-
cem aderidas aos ramos (Figura 1B), mesmo apds
a morte da planta. Nos tecidos internos do caule,
observaram-se lesoes radiais de coloragao castanho-
-avermelhada (Figura 1C). Na casca, as lesdes sdo

de colorag@o marrom-clara e geralmente se iniciam
a partir dos ferimentos de poda e estendem-se até as
ramificagdes dos galhos, de onde se pode observar,
algumas vezes, a exsudagdo de um liquido escuro.
As plantas afetadas sdo geralmente distribuidas ale-
atoriamente no pomar. A doenga reduz a producao,
e os frutos sdo menores e rejeitados para a comer-
cializagdo. Na regido de Farroupilha - RS, a doenga
assumiu importancia econdmica devido ao plantio de
material enxertado altamente suscetivel, favorecida
por frequentes podas de formagao e enxertia que fa-
vorecem a disseminagdo e a penetragdo do patogeno.

Amostras de plantas com sintomas de doen-
¢a foram examinadas no Laboratorio de Patologia
Florestal da Universidade Federal de Vigosa-MG,
onde se procedeu ao isolamento do fungo, utilizan-
do-se do método de sanduiche de cenoura, conten-
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do pedagos de tecido infectados, incubados a 25 °C
(ALFENAS et al., 2007). Aos 10 dias de incubag@o,
foi observada a presenga de peritécios tipicos de
C. fimbriata, contendo massa de ascosporos. Ce-
ratocystis fimbriata ¢ uma das espécies do género
Ceratocystis na area florestal, ¢ um fungo polifa-
go, com ampla distribuigdo geografica, causando
doengas em diversas plantas lenhosas. No Brasil,
sdo afetados por esse patdogeno varios hospedeiros
como FEucalyptus, Hevea, Ipomoea, Mangifera,
Platanus, Populus, Prunus, Coffea, entre outros,
causando murcha, descoloragdo dos tecidos inter-
nos do caule e até morte da planta (ALFENA et al.,
2009). A partir da massa de ascosporos formada no
apice peritecial, obteve-se uma suspensao de inocu-
lo, a qual foi semeada em placas de Petri, contendo
meio de MEA (20 g/L de Agar (Vetec) e 20 g/L de
extrato de malte (Himedia) mantidas no escuro por
22 h. Ascosporos isolados foram individualmente
repicados para tubos de ensaio contendo o meio de
cultura a fim de obter culturas monoascospdricas.
Caracteristicas morfométricas, como dimensdes,
forma, presenca de conidios primario ¢ secundario,
conidioforos primarios e secundarios, entre outras,
foram utilizadas para a identificagdo dos isolados
em estudo. Trinta estruturas foram mensuradas por
isolado. Foram calculados para cada estrutura o mi-
nimo, o maximo, a média ¢ o desvio-padrao, e estes
sdo apresentados como (minimo-) desvio-padrdo
menos a média desvio-padrdo mais a média (-ma-
xima). Para confirmar a patogenicidade do fungo,
500 mL de uma suspensdo a 2,5 x 10° esporos/mL
de dois isolados (PA04 ¢ PM20) de C. fimbriata fo-
ram depositados em um corte transversal realizado
no caule de mudas enxertadas das variedades Mon-
ty e Farroupilha, e no porta-enxerto da variedade
Bruno. A érea inoculada foi recoberta com filme de
PVC (Rolopack), e as plantas inoculadas foram in-
cubadas a 28°C. Aos 60 dias de incubagédo, foram
avaliadas as seguintes variaveis: altura da planta e
diametro do coleto no porta-enxerto ¢ no enxerto, ¢
comprimento da lesdo nos tecidos internos do caule.
A partir dos dados obtidos, calculou-se a severidade
(S) da doenga, dada pela equagdo : S= CL x HP! x
100, em que: CL = comprimento da lesdo, ¢ HP =
altura da planta.

Para a identificacdo molecular, primeira-
mente foi realizada extracdo de DNA, conforme
descrito por Sambrook et al. (1989). Apos a extra-
¢ao do DNA genomico, os oligonucleotideos ITSF1
(5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) foram
empregados para a amplificagdo da regido ITS (/n-
ternal Transcribed Spacer do DNA ribossomico) do

rDNA. As Condigdes de amplificacdo foram tempe-
ratura inicial de aquecimento de 85°C, por 2 min, ¢
desnaturacdo inicial de 95°C, por 95 s, seguido de
35 ciclos de 58°C, por 60 s, 72°C por 72 s ¢ 94°C
por 30 s, seguido de 58°C po 1 min, com uma ex-
tensdo final de 72°C por 30 min. Os produtos resul-
tantes foram separados em gel de agarose a 1 % a
150 V, durante 40 min, contrastados em brometo de
etidio a 1%. Em seguida, os produtos de PCR foram
purificados usando o Kit GFXTM PCR DNA (GE
Healthcare). Logo em seguida, foi sequenciado.
Para as analises filogenéticas, além dos isolados ob-
tidos neste trabalho, foram escolhidas no GenBank
(Tabela 1) sequéncias de DNA dos genes perten-
centes ao complexo C. fimbriata dentro do clado da
América Latina, América do Norte e Asia. A anélise
de NJ foi realizada no programa MEGA 4.1, em-
pregando-se o modelo Kimura-2-parametros (KI-
MURA, 1980) para calcular a distancia evolutiva,
¢ a consisténcia dos grupos foi analisada por 1.000
pseudorrepeti¢des bootstrap. As arvores filogenéti-
cas foram visualizadas e editadas no programa Fig-
Tree 1.3.1. (http://tree.bio.ac.uk/software).

Os isolados avaliados caracterizaram-se
por: base do peritécio, globosa de coloragdo escura,
submerso no meio de cultura, aéreo (70-)125-214(-
234) um de comprimento ¢ 86-250 um de largura
de 81-259 pum (Figura 2 A). Pescogo, ereto de colo-
racdo escura e (143-)349-631(-721) pm de compri-
mento, por 22- 48 um na base e 10-34 um no apice.
Pescocos do peritécio encerrando em hifas diver-
gentes (Figura 2 E), hialinas e (29-)51-86(-98) um
de comprimento. Ambos os isolados apresentaram
conidioforos primarios (Figura 2 Fa) e secundarios
(Figura 2 Fb), ocorrendo isoladamente em micélio
submerso ou aéreo. Os conidioforos primarios (Fi-
gura 2 B) sdo mais largos na base, afinando-se em
diregdo ao apice, comprimento de: (29-)60-87(-88)
um, largura de 2-7 um na base e 3-4 um no apice.
Conidio6foros secundarios (Figura 2 G) em forma
reta (29-)112-115(-114) pm, base ¢ apice de 5-6
pum. Conidios primarios hialinos s3o asseptados, ci-
lindricos, (9)14-20(-21) pm de comprimento e 3-5
um de largura. Os conidios secundarios sdo hiali-
nos, asseptados, barriliformes, apresentando (5)7-
9(-11) um de cumprimento ¢ 3-6 um de largura.
Aleuroconidios (Figura 2 D) marrom-escuros, pi-
riformes (9)10-13(-14) pm de comprimento e 6-11
pum de largura. Ambos os isolados inoculados foram
patogénicos as duas variedades de kiwi ¢ induziram
sintomas de murcha, escurecimento dos tecidos in-
ternos do caule e morte das plantas apds 60 dias da
inoculagdo (Figura 1 D), analogamente ao encontra-
do sob condi¢des de infec¢do natural. A variedade
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Monty foi a mais suscetivel, apresentando indice de
severidade de 50 % no enxerto e de 69 % no porta-
-enxerto. Ja a variedade Farroupilha apresentou in-
dice de severidade de 24 % no enxerto e de 16% no
porta-enxerto (Figura 3). A amplificagdo da regido
ITS resultou em produtos de aproximadamente 600
pb para ambos os isolados analisados. Constatou-se
que o patdégeno isolado de plantas de kiwi perten-

ce ao complexo C. fimbriata ¢ ao clado da América
Latina. Em estudo de filogenia de diversas espécies
cultivadas no Brasil, como Gmelina arborea, Co-
locasia esculenta, Ficus carica, Eucalyptus spp.,
e Mangifera indica realizado por Harrington et al.
(2011), foi concluido que os isolados em estudo
pertencem ao clado América Latina.

TABELA 1- Sequéncias da regido ITS obtidas no Genbank.

Numero de acesso (Genbank)

Ceratocystis fimbriata AY 157964
Ceratocystis fimbriata AY 157965
Ceratocystis fimbriata AY953382
Ceratocystis fimbriata EF433298

Ceratocystis cacaofunesta DQ520636
Ceratocystis cacaofunesta DQ520637

Ceratocystis fimbriata AY 526287
PM20 KC595884
PA04 KC595885
Ceratocystis virescens DQ061281

Hospedeiro Local
Mangifera Brasil
Mangifera Brasil
Mangifera Brasil
Mangifera Brasil
Cacau Brasil
Cacau Brasil
Colocasia Brasil
Actinidia deliciosa  Brasil
Actinidia deliciosa  Brasil

Out group

FIGURA 1- A) Sintomas de murcha, amarelecimento e seca dos ramos infectados por Ceratocystis fimbriata ;
B) Plantas apresentando secamento em decorréncia da colonizagdo fingica; C) Escurecimento
do lenho; D) Planta de kiwi, variedade Monti, ndo inoculada (esquerda) e inoculada com um
isolado de Ceratocystis fimbriata (direita).
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FIGURA 2 - Caracteristicas morfologicas de Ceratocystis fimbriata . A) peritécio; B) conididforo primario; C)
ascosporos; d) aleuroconidios; E) hifa estiolada divergente; F) conidios primarios (a) e conidio
secundario (b); G) conidioéforo secundario (Escala A=200 um, B, C, D, E, F, G, H=20 pm).
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FIGURA 3 - Arvore gerada a partir de sequéncias da regido ITS de espécies de Ceratocystis, pelo método NJ.
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