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RESUMO

Neomarica longifolia conhecida popularmente como iris amarela € uma planta
nativa do Brasil e ocorre nos estados da regido sudeste. E uma ornamental
nova em cultivo e praticamente desconhecida sobre o ponto de vista
agrondmico, inclusive sob aspectos fitopatologicos. Ha apenas um registro de
fungo fitopatogénicos atacando esse hospedeiro. Em junho e julho de 2017
foram observados plantas de N. longifolia apresentando sintomas de manchas
foliares e mofo cinzento nos botdes florais na cidade de Antonio Carlos (MG).
Dois hifomicetos estavam regularmente associados aos sintomas das doencgas.
Culturas puras foram obtidas e depositadas na colecdo de culturas da UFV.
Estudos morfologicos foram realizados e permitiram a identificacdo dos fungos
como pertencendo aos taxons Botrytis cinerea e Cercospora sp. DNA foi
extraido de culturas puras e realizou-se uma PCR com as regides ITS para
Cercospora e Botrytis cinerea e CAL e ACT para Cercospora. A comparagao
da sequéncia com as disponiveis do GenBank resultaram, para o primeiro, em
100% de identidade com o isolado St15 (Botrytis cinerea). A incongruéncia dos
resultados da comparacdo das sequencias de trés regidbes génicas de
Cercospora sp., com as disponiveis no GenBank, torna dificil inferir sua
posicdo taxondmica a nivel de espécie. Os postulados de Koch foram
cumpridos, demonstrando o status patogénico dos fungos. Este trabalho é a
segunda contribuicdo mundial para o estudo da micobiota fitopatogénica de N.
longifdlia.

Palavras chaves: mancha foliar, mofo cinzento, iris amarela, ornamental,
taxonomia.



ABSTRACT

Neomarica longifolia popularly known as yellow iris is a plant native to
Brazil and occurs in the states of the southeast region. It is a new in cultivation
as an ornamental. In June and July 2017 N. longifolia individuals were observed
presenting leaf spots and gray mold symptoms. Two hyphomycetes were
regularly associated with disease symptoms. A pure culture was obtained for
the two fungi and deposited in the collection of cultures of the UFV.
Morphological studies were carried out and allowed for the preliminary
identification of the fungi as Botrytis cinerea and Cercospora sp. DNA was
extracted and PCR was performed with the ITS regions for both fungi and CAL
and ACT for Cercospora. Sequence comparison with those available from
GenBank resulted in 100% identity with St15 isolate (Botrytis cinerea) for the
gray mold fungus. Unfortunately, the incongruence of results of the comparison
of the sequences of three gene regions for the Cercospora sp. with those
available in GenBank, did not allow its identification at the species level. Koch’s
postulates were performed, demonstrating the pathogenic status of both fungi.
This work represents the second worldwide contribution to the study of the

phytopathogenic mycobiota of N. longifolia

Keywords: Gray mold, leaf spot, ornamental, taxonomy, yellow iris.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é conhecido mundialmente pela rigueza de sua biodiversidade,
em que se destacam as plantas ornamentais, como as orquideas, as
bromeliaceas e as flores do cerrado, muitas de valor comercial e praticamente
inexploradas (ALMEIDA & AKI, 1995). Muitas espécies brasileiras ja sdo
cultivadas amplamente como ornamentais, seja para cultivo em vasos, para a
producéo de flores ou para a composicdo de jardins, (BIONDI, 1990; LORENZI,
2013). O consumo de flores e plantas ornamentais tem crescido
significativamente nos ultimos anos. No periodo entre 2008 e 2013, a
floricultura comercial brasileira cresceu em média 10% ao ano nas quantidades
ofertadas e 15% ao ano no valor de vendas. No ano de 2013, a taxa de
crescimento do mercado de plantas e flores ornamentais foi de 8,3% em
relacdo ao faturamento total do ano anterior, movimentando 5,3 bilhdes de
reais (SEBRAE 2015). Esses dados ilustram a crescente importancia
econdmica dessa atividade agricola e o seu notavel potencial. Naturalmente
que, considerando as perdas que os fitopatbgenos podem ocasionar nessas
culturas, inclusive na qualidade do produto, é de grande importancia
estratégica se identificar e estudar os fitopatdgenos que atacam as plantas
ornamentais.

O género Neomarica Sprague, da familia Iridaceae, tem uma grande
participagdo no conjunto das plantas ornamentais originarias do Brasil. De
acordo com CAPELLARI JR. (2000), 20 espécies compdem este género, que
se distribuem ao longo da costa oriental do continente americano. A folhagem
em leque, ereta ou arqueada para um dos lados, jA torna essa planta
interessante para a ornamentacao. Isso € ampliado por sua bela floragcdo que
ocorre na primavera — verao, podendo-se estender, dependendo das condi¢des
de cultivo. Apreciam a luminosidade, porém desenvolvem-se melhor a meia
sombra. Necessitam de agua em abundancia e cuidados especiais
(CAPELLARI JR. 2003). Dentre as espécies de Neomarica, N. longifolia,
apesar de nao ser ainda muito utilizada, tem um grande potencial para o cultivo
ornamental.

Neomarica longifolia, conhecida popularmente com iris amarela é nativa
do Brasil, ocorre nas restingas dos estados litoraneos da regido sudeste e,
também, adentra o estado de Minas Gerais (CAPELLARI JR., 2000). Utilizada
como ornamental, € uma planta herbacea, perene, ereta, de 60-90 cm de altura
(LORENZI, H. 2013). Ela se assemelha a N. humilis, devido & cor amarelada de
suas flores, porem se diferencia por apresentar bractea basal com uma
projecéo aliforme e pela ramificacdo da inflorescéncia (CAPELLARI JR., 2000).
E uma planta nova em cultivo entre as ornamentais, e seu uso € indicado para
formacado de conjuntos maci¢cos em areas abertas, ou em bordaduras ao longo



de muretas, caminhos e grades (LORENZI, H. 2013). A planta é ainda pouco
conhecida para a agronomia, inclusive quanto a aspectos fitopatolégicos. Ha
apenas um registro de doenca atacando plantas desta espécie - Sclerotium
rolfsii, registrado por INACIO et al. (2017) atacando N. longifolia.

Dentre os fungos fitopatogénicos mais importantes como limintantes
para o cultivo de plantas ornamentais destaca-se Botrytis cinerea (VOLPIN,
1991). O patdgeno € o agente etioldgico do mofo cinzento. O principal dano do
fungo ocorre sobre o botdo floral de roseiras e muitas outras espécies,
prejudicando tanto a qualidade quanto a quantidade do produto produzido.
Sintomas também do seu ataque podem também ser observados sobre as
hastes e folhas das plantas (HORST, 1998).

As espécies de Cercospora sdo comumente associadas a manchas
foliares e também sdo isoladas de lesGes necréticas de flores, frutas e
sementes ou associadas a doencas poés-colheita de podridédo de frutos (SILVA
& PEREIRA 2008) de milhares de hospedeiros em todo o mundo (AGRIOS
2005, TO-ANUN et al. 2011). No Brasil, espécies do género Cercospora sao
relatadas em diversas plantas ornamentais de importancia econdémica, tais
como antario (Anthurium andraeanum), crisantemo (Chrysanthemum sp.),
gérbera (Gerbera jamesonii), vedélia (Wedelia palludosa) e violeta (Viola
odorata) (FREIRE, 2009).

Ainda ndo h& qualquer relato no Brasil destes dois importantes
patdogenos em N. longifolia.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo morfoldgica,
molecular e patologica dos agentes etiologicos de dois fungos fitopatogénicos
associados a mofo cinzento e mancha foliar em iris amarela (Neomarica
longifolia).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Em junho de 2017, em jardim particular na cidade de Antonio Carlos
(estado de Minas Gerais), foram coletadas amostras de Neomarica longifolia,
apresentando sintomas de manchas foliares, estas, foram levadas para a
Clinica de Doencas de Plantas para proceder a identificacdo e isolamento do
patogeno. Em julho de 2017, plantas de N. longifolia mantidas em casa de
vegetacdo, para fins de inoculagdo com o patdgeno causador da doenca
observada em Antonio Carlos, exibiram sintomas de mofo cinzento nas flores e
botdes florais e foram também, separadas para inclusdo no estudo.
Primeiramente foram analisadas sob microscopio estereoscopico, para
confirmacdo da presenca de estruturas de fungo, em seguida foram
selecionadas folhas e flores apresentando esporulacédo para o preparo de
laminas para analise microscopica e obtencdo de cultura pura. Uma amostra
representativa de cada sintoma foi selecionada, colocada em prensa botanica
para secagem. Depois de secas, as amostras herborizadas foram colocadas
em envelopes, devidamente identificados e depositados no Herbéario da
Universidade Federal de Vigosa (VIC).

3.2 Obtencéo de culturas puras

As culturas puras do fungo foram obtidas através da transferéncia de
esporos presentes na superficie das flores e folhas, por isolamento direto, com
auxilio de uma agulha de ponta fina, esterilizada, para placas de Petri,
contendo meio de cultura. Foram utilizados dois meios de cultura: batata
dextrose-agar (BDA) e batata cenoura-agar (BCA). Apdés os isolamento e
crescimento, isolados representativos da cultura foram depositados na coleg&o



de culturas da Universidade Federal de Vicosa — Colecdo Otavio de Almeida
Drumond (COAD).

3.3 Estudos morfologicos

As laminas foram preparadas por raspagem, com auxilio de um bisturi,
das estruturas fungicas presentes nas folhas e botbes florais e montados em
lactofucsina e lactoglicerol. Depois de prontas, foram analisadas sob
microscopio de luz (Olympus, BX53) adaptado com iluminacdo por contraste
diferencial e equipado com sistema de captura digital (Olympus Q-Color 5™). A
morfologia foi estudada e dados biométricos foram obtidos a partir da medicao
de pelo menos 30 estruturas.

3.4 Descricao de culturas

As descricdes de cultura basearam-se na observacédo de colonias em
placas contendo batata-dextrose-agar (BDA) e batata-cenoura-agar (BCA),
mantidas a 25°C sob um regime diario de 12 horas (luz fornecida por duas
lampadas de luz branca e uma lampada com luz préxima a UV, colocada 35 cm
das placas) ou no escuro (placas envoltas em papel aluminio). A terminologia
de cores segue RAYNER (1970).

3.5 Estudos de moleculares

DNA gendmico foi extraido de culturas puras dos fungos, cultivados em
CVA a 25°C sob um fotoperiodo de 12 h, durante 1 semana. Aproximadamente
50 mg de micélio foi raspado da superficie do CVA e colocados em tubos
ependorf esterilizados, contendo esferas de zirconio e colocados em
equipamento préprio para triturar (L-Beader-3). Apos trituracédo, a extracao foi
realizada de acordo com o protocolo Wizard Genomic DNA Purification Kit. As
amostras foram, em seguida, armazenadas a -20 ° C para uso posterior. A
reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi realizada de acordo
com Pinho et al. 2012. Os primers ITS4 e ITS5 (WHITE et al., 1990) foram
usados para amplificar a regido ITS e o gene 5.8S rRNA , e parte de
calmodulina(CAL) e actina (ACT) foram amplificados com os primers
CAL228F, CAL2Rd e ACT512F, ACT783R, respectivamente. Os produtos de
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PCR foram analisados em géis de agarose 2% corados com GelRed ™
(Biotium Inc., Hayward, CA, E.U.A.) e visualizadas sob luz UV para verificar o
tamanho e pureza de amplificacdo. Os produtos de PCR foram purificados e
sequenciados pela Macrogen Inc., Coreia do Sul (http://www.macrogen.com).
As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software DNA Dragon
(HEPPERLE 2011). Todas as sequéncias foram verificadas manualmente e
nucleotideos com posi¢cées ambiguas foram esclarecidas usando sequéncias
iniciadoras em ambas as direcdes.

3.6 Testes de patogenecidade

Seis plantas sadias de iris amarela (N. longifolia) foram selecionadas
para a realizacdo do teste de patogenicidade.

Para o fungo associado ao mofo cinzento - uma suspenséao de conidios
na concentracdo de 10° conidios/ml (concentracdo ajustada com auxilio de
uma Camara de Neubauer) e inoculada em duas plantas por pincelamento dos
botdes florais. A testemunha consistiu de uma planta pincelada com agua
estéril.

Para o fungo associado a mancha foliar foi feita a inoculacdo em duas
plantas, pela deposi¢cdo de disco de micélio de um centimetro de diametro,
obtidos a partir de colonias de duas semanas de idade. A testemunha foi
inoculada com disco com meio de cultura, sem crescimento micelial.

Apés inoculacédo, as plantas foram deixadas em camara Uumida, por um
periodo de 48 horas. ApGs este periodo, as plantas foram retiradas da camara
Umida e deixadas dentro da casa de vegetagcdo para observacdo diaria do
aparecimento dos sintomas. Ap0s o0 aparecimento dos sintomas, o tecido
lesionado foi levado para observacdo em microscopio estereoscopico e
procedeu-se o reisolamento e identificacdo do patégeno.

3.7 Local da realizagao da pesquisa

A Clinica das Doencas das Plantas esta localizada na casa 36 da Villa
Giannetti da UFV, presta servico de analise de materiais vegetais incluindo
sementes, grdos, amostras de solo e materiais em processo de importagao,
para deteccdo de patdgenos quarentenarios. Além da area de pesquisas,
também sdo realizadas analises de material para diagnose de doencas. Tem
como coordenador o Professor Robert Weingart Barreto.
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4. RESULTADOS

4.1 Taxonomia

Botrytis cinerea

As plantas atacadas exibiram rapida necrose das flores e botbes florais.
O fungo associado a estas lesfes apresentava crescimento cotonoso, com
esporulagédo acizentada intensa sobre o tecido atacado; conidiéforos 300 —
2000 x 12,5 — 22,5 ym, ramificados, subcilindricos, lisos, marrom claro, pélido
proximo ao apice; células conidiogénicas ampuliformes, 10 — 20 x 7,5 — 12,5
pMm; conidios 6 — 12 x 6 — 10 um, solitarios, elipsoides ou subesféricos, com
hilo ligeiramente protuberante, lisos, castanho claro ou sub-hialino.

Em cultura: Rapido crescimento da colénia (6,5 cm de diametro em BDA
e 3,5 cm em BCA aos 4 dias). Colonias planas, lanosas; margens fimbriadas a
inteiras; textura lanosa; cor Lavander Grey em BCA (com fotoperiodo) e Smoke
Grey e margens Lavander Grey(sem fotoperiodo). Em BDA com fotoperiodo a
coloracdo era Lavander Grey com bordas Hazel e sem fotoperiodo, Lavander
Grey com bordas Smoke Grey.

Material examinado: Brasil, estado de Minas Gerais, Vigosa, campus da
Universidade Federal de Vigosa, em folhas de Neomarica longifolia, 18 de julho
de 2017, (VIC44317 e COAD2291).

Cercospora sp.

Os sintomas de Cercospora em N. longifolia apresentam-se como lesdes
em folhas vivas, comecando como pontos necroticos, tornando-se sub-circular,
4-6 mm de diametro, marrom, muitas vezes com centro marrom-claro e alo
amarelo na periferia, coalescendo ao longo das margens das folhas, levando a
gueima foliar. Micélio interno indistinto. Micélio externo ausente. Conidiéforos
anfigénicos, fasciculados 3-20, cilindricos, 107,5-212,5 x 6-4 um, #&o
ramificados, direto a curvo, geniculado superior, 3—7 septos, marrom escuro,
liso. Células conidiogénicas integradas, holoblasticas, sub-cilindricas, terminais,
simpodiais, 17,5-40 x 3—4 um, castanho claro. Loci conidiogénicos, 2—3 pym de
diametro, fortemente espessados, escurecidos. Conidios obclavados a
filiformes, 20-300 x 2—4 um, direto a ligeiramente curvo, com apice agudo e
base obtusa, 7-20 septos, hialino, suave; hilo escurecido e engrossado.

Em cultura: R4pido crescimento da coldnia (6,1 — 6,2 cm de didmetro em
BDA e 4 — 5,5 cm em BCA aos 24 dias). Em BDA com fotoperiodo: Concavo
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com margem elevada; ondulado; micélio escasso no centro da colonia;
zonacgédo diurma presente; rosy buff, com periferia branca (frente); No reverso,
coloracdo buff, tendendo a rosy buff com margem branca, zonacé&o central:
greenish glaucons. Em BDA sem fotoperiodo: Céncavo com margem elevada;
borda inteira, tendendo a ondulado; micélio escasso no centro da coldnia;
zonacdo diurna presente; rosy vinaceouse bordas brancas (frente); zona
central: grey olivaceous, rosy vinaceous e rosy buff, bordas brancas (reverso).
Em BCA com fotoperiodo: Concavo com margem levantada; borda inteira,;
zonacado diurna presente; pale vinaceou (frente); No reverso, coloracdo pale
luteaus, centro tendendo a rosy buff com margem olivaceous. Em BCA sem
fotoperiodo: Céncavo com margem levantada; borda inteira; zonacdo diurna
presente; rosy vinaceous com margens brancas (frente); rosy buff com bordas
brancas no reverso. Sem esporulagao.

Material examinado: Brasil, estado de Minas Gerais, Antdnio Carlos, Av.
Carlinhos Candian, em folhas de Neomarica longifolia, 10 de junho de 2017,
(VIC44318 e COAD2292).

4.2 Resultados do teste de patogenecidade

Plantas inoculadas com B. cinerea apresentaram 0s primeiros sintomas
dois dias ap0s a inoculagdo, enquanto as plantas inoculadas com Cercospora
Sp. apresentaram os primeiros sintomas 14 dias apos a inoculacdo com discos
de micélio.

4.3 Estudos moleculares

As regides ITS, CAL e ACT do isolado COAD2292 foram comparadas
com sequéncias disponiveis no GenBank resultando em 100% de identidade
para a regidao ITS com o isolado A516-02 (Cercospora asparagi), 99% de
identidade para a regidao de CAL com sequéncia de fungo Cercospora
samambaiae (isolado CPS:24673) e 99% de identidade para a regidao de ACT
com o isolado CBS 76579 ( Cercospora cf. physalidis).

Para isolado COAD2291, a comparacdo da sequéncia com as
disponiveis do GenBank resultaram em 100% de identidade com o isolado St15
(Botrytis cinerea).
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5. DISCUSSAO

Os resultados morfolégicos e moleculares permitem a identificacdo do
isolado COAD2291 como sendo Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea ja foi relatado em diversas espécies da familia Iridacea
em varias partes do mundo, como por exemplo, Crocus sp. (Australia, Canada
e Nova Zelandia), Freesia hybrida (Bulgaria), Freesia refracta (New Zealand),
Freesia sp. (Califérnia, Grécia), Gladiolus princeps (China), Gladiolus sp.
(Australia, Bulgéaria, Califérnia, Grécia, India, Oregon, Africa do Sul,
Washington, Zimb4bue), também j& houve relatos da ocorréncia de B. cinerea
em outras espécies de Iris, como, em lIris confusa (China), Iris germanica
(Polbnia), Iris nertchinskia (Coreia), Iris sp. (Canada, Nova Zelandia, Poldnia e
Escécia) (FARR & ROSSMAN, 2017).

Botrytis cinerea € um patogeno polifago, atacando mais de 230 espécies
diferentes de plantas (HORST, 1998). Sua ampla gama de hospedeiros, sua
capacidade de sobrevivéncia como saprofita e producdo de estruturas de
resisténcia tornam o manejo deste patdgeno dificil (JARVIS, 1977).

O isolado COAD2292, apresenta caracteristicas tipicas do género
Cercospora (FUCKEL, 1863).

Fungos do género Cercospora sdo reconhecidamente patdégenos
importantes que atacam diversas espécies da familia Iridacea, dentre eles: C.
iridicola atacando lIris pabularia (Mississipi), C. beticola em Iris chinensis (Hong
Kong e Taiwan), Cercospora iridis causando doencas em lIris sp. (Brasil,
Mexico, Nepal) e Cercospora neomaricae em Neomarica caerulea no Brasil
(FARR & ROSSMAN, 2017).

O isolado COAD2292 apresenta conidiéforos e conidios maiores que os
de C. iridis e conidios mais estreitos que os de Cercospora neomaricae.

A incongruéncia dos resultados da comparagcao das sequencias de trés
regides génicas do isolado COAD2292, com as disponiveis no GenBank, torna
dificil inferir sua posicao taxonémica a nivel de espécie, ja que nenhuma das
espécies encontradas no BLAST haviam sido relatadas em membros da familia
Iridaceae e ndo haviam sequencias disponiveis no GenBank, daquelas que ja
haviam sido relatadas e comparadas morfologicamente. Desta forma, torna-se
necessaria a realizacdo de um estudo filogenético mais complexo, para
elucidar a real identidade do fungo.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho € uma contribuicdo exploratéria para estudo da micobiota
fitopatogénica de espécies do género Neomarica, representando apenas a
segunda publicacdo mundial tratando de fungo fitopatogénico associado a N.
longifolia. O Unico trabalho anterior € o de INACIO et al. (2017) que descreveu
a associacao de Sclerotium rolfsii em N. longifélia e avaliou diversas técnicas
de inoculacdo para obter um protocolo apropriado para testes de
patogenicidade. Este é o primeiro relato de Cercospora sp. causando mancha
foliar e B. cinerea causando mofo cinzento neste hospedeiro no Brasil e a
primeira vez que seus status como patégenos € demonstrado
experimentalmente. A relevancia pratica dessas duas ocorréncias como
ameaca para o cultivo de N. longifolia sera verificada com a expansao do uso
dessa espécie em jardins no Brasil e no mundo.
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8. ANEXOS

Figura 1. a) Neomarica longifolia. b) Sintomas e sinais de Botritys cinera. c)
condidiéforo ramificado. d) condidiéforo e célula conidiogénica. e) conidios.
Figura C barra de 20 um. Figuras D e E barra de 10 pm.
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Figura 2. Colbnias de B. cinera. a,b) em BDA com presenca e auséncia de luz,
respectivamente. c,d) em BCA com presenca e auséncia de luz,
respectivamente.
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Figura 3. a) Sintomas de manchas foliares. b) sintomas apos inoculacdo com
Cercospora sp. para demonstracdo da patogenicidade. c) conidiéforos. d,e)
conidios. Figura C barra de 20 ym. Figura D e E barra de 10 ym.
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Figura 4. Colbénias de Cercospora sp. a,b) em BDA com presenca e auséncia
de luz, respectivamente. c,d) em BCA com presenca e auséncia de luz,
respectivamente
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