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RESUMO

ALFENAS, Rafael Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2009.
Producéo de inoculo de Cylindrocladium pteridis em condigdes controladas.
Orientador: Olinto Liparini Pereira. Co-orientadores: Acelino Couto Alfenas e
Luiz Anténio Maffia

A fim de embasar o cultivo de Cylindrocladium pteridis e a inoculagdo do fungo
em condi¢cdes controladas, avaliou-se neste trabalho a esporulacdo em cultura, a
germinagdo de conidios, o crescimento micelial e a desfolha causada em eucalipto sob
diferentes temperaturas. Em experimentos preliminares, avaliou-se o efeito da
luminosidade e o tempo de incubag¢do na germina¢do de conidios. A presenca de luz
continua reduziu significativamente a germinacdo, obtendo-se maior germinacdo de
conidios no escuro. Ao avaliar a germinacdo sob diferentes periodos de incubagdo,
observou-se que a germinagdo de C.pteridis ¢ muito rapida, sendo obtido 100% de
conidios germinados apos 4 h de incubagdo. Ao avaliar a germinacdo sob diferentes
temperaturas, o 6timo para germinacdo foi 25 °C (84,6%). O crescimento micelial
também variou com a temperatura, ¢ o maximo foi a 25 °C. Objetivando-se solucionar o
problema da baixa producdo de conidios in vitro, avaliaram-se trés métodos de
esporulagdo de C. pteridis em cultura. Compararam-se trés métodos, e com o método de
raspagem do micélio aéreo seguido de inundacdo em 4gua obteve a maior esporulacdo
do fungo nos meios AVDA, MEA, BDA e GAA, apés 10 dias de incubagdo. Obteve-se
a maior producio de conidios em BDA, com média de 14,13 x 10" conidios/mL. Com o
meio SNA ndo houve diferenca significativa entre os métodos estudados.
Posteriormente, para se estudar o efeito da temperatura na desfolha em eucalipto,
inocularam-se plantas que foram mantidas em camara umida a 18, 26, 28 ¢ 30 °C. Apos
48 h, foram transferidas para casa de vegetagao (25+5 °C). A temperatura influenciou
significativamente a desfolha em ramos da base da copa aos 50 dias apos inoculagdo, e

o maior percentual de desfolha ocorreu a 26 °C.
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ABSTRACT

ALFENAS, Rafael Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, october, 2009.
Production of inoculum of Cylindrocladium pteridis under controlled
conditions. Adviser: Olinto Liparini Pereira. Co-Advisers: Acelino Couto Alfenas
and Luiz Antonio Maffia
To base the cultivation of Cylindrocladium pteridis and inoculation of the fungus

under controlled conditions, was evaluated in this study sporulation in culture, conidial

germination, mycelial growth and defoliation of eucalyptus at different temperatures. In
preliminary experiments, we evaluated the effect of light and incubation time on
germination of conidia. The presence of continuous light significantly reduced
germination, resulting in higher germination of conidia in the dark. In assessing the
germination under different incubation periods, it was observed that the germination of
C.pteridis is very fast, and obtained 100% conidia germinated after 4 h of incubation. In
assessing the germination under different temperatures, the optimum for germination
was 25 ° C (84.6%). The mycelial growth also varied with temperature, and the
maximum was 25 ° C. Aiming to solve the problem of low production of conidia in
vitro were evaluated three methods of sporulation of C. pteridis in culture. We
compared three methods, and the method of scraping the aerial mycelium followed by

flood water was the most sporulation in media AVDA, MEA, PDA and GAA, after 10

days of incubation. We obtained the greatest number of conidia on PDA, with an

average of 14.13 x 104 conidia / mL. With half SNA was no significant difference
between the methods studied. Subsequently, to study the effect of temperature on leaf

eucalyptus, is inoculated plants were kept in a moist chamber at 18, 26, 28 and 30 ° C.

After 48 h, were transferred to a greenhouse (25 + 5 ° C). The temperature significantly

influenced the leaf classes in the base of the crown 50 days after inoculation, and the

highest percentage of defoliation occurred at 26 ° C.
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1. INTRODUCAO

A cultura do eucalipto por apresentar rapido crescimento e boa adaptabilidade a
uma grande variedade de condi¢des de clima e de solo, pode suprir de forma sustentavel
a demanda crescente de produtos de base florestal. Sendo assim, as florestas plantadas
podem diminuir a pressdo sobre os pequenos remanescentes de florestas nativas que
ainda existem (Zobel, 1992, Fonseca et al., 2007).

O setor florestal tem buscado implantar florestas clonais de eucalipto com
caracteristicas silviculturais e tecnoldgicas superiores, considerando o incremento
volumétrico, a resisténcia a doencgas e pragas e o rendimento de celulose (Zobel, 1992).
No entanto, a expansdo das plantacdes para regides de clima quente e imido, favoraveis
a ocorréncia de doencas, o plantio monoclonal de gendtipos mais produtivos, sem o
prévio conhecimento de sua resisténcia, e os ciclos sucessivos da cultura numa mesma
area de plantio, favorecem a ocorréncia de varias doencas na cultura (Alfenas et al.,
2009). Uma das principais doengas ¢ a mancha foliar e desfolha provocada por
Cylindrocladium pteridis F.A.Wolf (Ferreira, 1989), pois reduz o incremento
volumétrico em condigdes climaticas favoraveis (Alfenas et al., 2009). A doenga foi
relatada pela primeira vez no Brasil em 1995, nos estados da Bahia e do Par4, em uma
procedéncia australiana de Eucalyptus grandis Smith, acarretando em intensa desfolha
do povoamento (Ferreira et al., 1995). Atualmente, a doenga estd amplamente
distribuida, incidindo especialmente em plantios a partir de seis meses até a idade de

corte (Alfenas et al., 2009). Os maiores indices de desfolha em eucalipto causada por C.



pteridis ocorrem no norte do pais, em fungdo das condi¢des de temperatura elevada e
periodos prolongados de chuva (Alfenas, 1986).

Cylindrocladium pteridis ¢é caracterizado por apresentar conidios cilindricos a
levemente curvados, com as extremidades arredondadas possuindo predominantemente
um septo. O comprimento dos macroconidios varia de 70 a 100um e a largura de 5 a
oum. Além disso, uma outra caracteristica marcante da espécie ¢ a presenga de uma
vesicula clavada a estreitamente elipsoidal, com o didmetro variando de 4 a Spum
(Crous, 2002). O estadio sexual do género Cylindrocladium ¢ Calonectria, contudo o
teleomorfo ndo tem sido encontrado para todas espécies (Sobers, 1973).

O género Cylidrocladium possui espécies que sdo importantes patdogenos para
espécies florestais como Eucalyptus, Pinus e Acacia, para inumeras espécies
agrondmicas, tais como amendoim, batata, ervilha e soja (Crous & Wingfield,
1993),assim como para algumas espécies ornamentais (Crous et al., 1991). As perdas
em virtude de doengas causadas por espécies de Cylindrocladium pteridis sao relatadas
com freqiiéncia em diversos paises do mundo, como Africa, Brasil, Camardes, Costa
Rica, India, Malasia, Cingapura, Africa do Sul, Venezuela e Estados Unidos (Alfenas,
1986, Crous 2002).

Na maioria das espécies de eucalipto, C. pteridis causa manchas inicialmente
pequenas, circulares ou alongadas, de coloracdo cinza-clara progredindo para marrom-
clara coalescentes, podendo ocupar todo limbo foliar. Porém, em outras espécies de
eucalipto, como E. cloeziana, as manchas sao grandes e de coloragdao marrom-arroxeada
(Ferreira & Milani, 2002). Em clones altamente suscetiveis, a mancha ocupa todo o
limbo foliar e, consequentemente, causa a queda prematura das folhas.

Os danos advindos da desfolha em ecucalipto, causada por C. pteridis, ndo tem

sido mensurados. Todavia, sabe-se que a desfolha em épocas favoraveis ao



desenvolvimento da doenca atinge cerca de 75% ou mais da copa de clones altamente
suscetiveis. Provavelmente, este nivel de desfolha, especialmente de forma ciclica, pode
reduzir o incremento volumétrico. Além disso, com a desfolha, ocorre o aumento da
entrada de luz no sub-bosque o que estimula o crescimento de plantas daninhas que sao
indesejaveis ao manejo da cultura. Como efeito potencial, sabe-se que desrama artificial
igual a 75% da copa reduz em 45% o incremento volumétrico de E. grandis (Pires,
2000, Pulrolnik et al., 2005). Redu¢do no incremento médio da ordem de 45% pode
resultar em prejuizo de 4.788,00 U$$/ha aos 7 anos, considerando a produtividade de
40m?3/ha/ano e o prego da madeira igual a 38 U$$/m>.

Observacdes de campo e inoculagdes do patogeno, conduzidas em casa-de-
vegetagdo, indicam a existéncia de variabilidade quanto a resisténcia entre espécies,
progénies e genoétipos de Eucalyptus spp., mesmo sob condigdes favoraveis ao
desenvolvimento da doenga, o que possibilita a selecao de gendtipos resistentes para o
plantio em larga escala (Alfenas et al., 2009).

Para selecionar gendtipos resistentes e evitar a selecdo de plantas suscetiveis
escapes a infecgdo, ¢ necessario efetuar a inoculacdo sob condi¢des controladas, o que
requer grande quantidade de ino6culo do patéogeno e a determinagdo prévia das condigdes
favoraveis para o estabelecimento da doenca. Estudos sobre a penetracdo e condigdes
favoraveis a infeccdo foi realizado por Graga et al., (2009). Todavia, informagdes a
respeito das condigdes de ambientes ideais para a multiplicagdo de inoculo de C.
pteridis, bem como para o pleno desenvolvimento da doenca ainda sdo necessarios.
Desta forma, o presente trabalho objetivou determinar a temperatura 6tima para o
cultivo de C. pteridis in vitro, avaliar diferentes meios de cultura e métodos para
inducdo de esporulagdo, avaliar o efeito da temperatura na desfolha de eucalipto bem

como o efeito da luz na germinagdo de conidios e infeccdo em eucalipto.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Mudas de dois clones hibridos de E. grandis x E. urophylla (6021 ¢ 9882)
produzidas em tubetes, foram transplantadas para vasos de 6 L de capacidade contendo
mistura de solo, areia e esterco, na propor¢ao de 3:1:1. As mudas foram mantidas em
casa de vegetacao por 120 dias, idade considerada ideal para a inoculagdo (Graga, et al
2009) e, semanalmente, foram adubadas com 50 mL de solu¢do nutritiva preparada com

10 g de nutriente (Ouro verde®)/L.

2.2. Obtencéo e armazenamento de isolados de Cylindrocladium pteridis

Folhas de eucalipto, contendo manchas causadas por C. pteridis foram coletadas
em plantio com intensa desfolha provocada pelo patogeno estabelecido na regido de
Monte Dourado-PA. O isolamento foi realizado de forma direta (Alfenas et al., 2007) e
a confirmacao da espécie conforme chave de identificagdo proposta por Crous (2002).
Posteriormente, o fungo foi armazenado pelo método Castellani e mantido na Micoteca
do Laboratorio de Patologia Florestal-Genética da Interagdo Planta Patdgeno, do

Departamento de Fitopatologia da UFV com o codigo CMD22.

2.3. Dindmica de germinacao de conidios in vitro

Quatro fragmentos de 1 cm? de papel celofane previamente esterilizados, foram

depositados sobre agar-agua em placas de Petri. Em cada fragmento depositou-se 25 ul



de uma suspensio de inoculo ajustada para 1x10* conidios/mL. A incubag¢io dos
esporos foi realizada a 25°C sob 12 h de fotoperido (175 pE/m*/seg lampadas OSRAM®
20W). Determinou-se, com auxilio de microscopio de luz, o percentual de conidios
germinados a cada 30 minutos, por 4,5 horas. Consideraram-se como germinados, os
conidios com tubo germinativo diferenciado, independentemente do seu comprimento.
Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado com seis repeticoes
por tempo de incubagdo. Cada placa foi considerada uma unidade experimental em que

avaliaram-se 200 conidios.

2.4. Germinacao de conidios e crescimento do tubo germinativo sob de luz ou

escuro em diferentes temperaturas

Avaliaram-se a germinac¢do de conidios e o comprimento do tubo germinativo na
auséncia ou na presenca de luz, utilizando-se a metodologia descrita no item 2.3. Para
1ss0, as placas de Petri foram mantidas a 20, 25 e 30 °C sob presenca ou auséncia de luz.
Ap6s 4 h de incubagdo, os fragmentos de papel celofane foram transferidos para laminas
de microscopia e cobertos com uma gota de lactofenol - azul de algodao para
interromper a germinagdo dos conidios. Determinou-se o nimero de conidios
germinados em relagdo ao total de 200 conidios por placa. Com o auxilio do software
LEICA QWIN STANDART V2.4, avaliou-se o comprimento do tubo germinativo de
40 conidios por repeti¢do, visualizados aleatoriamente no campo microscopico. O
delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2x3 (regime
de luz x temperatura) com cinco repeti¢des. Os dados foram analisados por meio de
analise de variancia e os tratamentos forma comparados utilizando-se o teste de Tukey

adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.



2.5. Germinacao de conidios e comprimento do tubo in vitro sob diferentes

temperaturas

Apos depositar aliquotas de 25 puL de suspensdo a 1x10* conidios/mL em cada um
dos trés orificios de laminas escavadas, elas foram mantidas a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35
ou 40 °C no escuro. Apds 4 h, depositou-se uma gota de lactofenol-azul de algoddo nas
cavidades da lamina para interromper a germinagdo dos conidios. Na avaliagdo contou-
se o nimero de conidios germinados em relagdo ao total de 250 conidios avaliados por
cavidade. Consideraram-se como germinados conidios com tubo germinativo
diferenciado, independentemente do seu comprimento. Para avaliar o comprimento do
tubo germinativo, foram medidos, aleatoriamente, 40 conidios por repeti¢cdo, utilizado o
software LEICA QWIN STANDART V2.4.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com seis repeti¢des

por temperatura sendo uma lamina considerada uma unidade experimental.

2.6. Crescimento micelial in vitro sob diferentes temperaturas

Discos de 5 mm de didmetro, retirados das bordas de colonias crescidas em BDA
por 10 dias, foram transferidos para meio liquido semi-sintético (Alfenas, 2006) em
Erlenmeyers (1disco/erlenmeyers), e incubou-se a 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ou 40°C sob
fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa de 175 pE/m%/seg. Apos 10 dias,
determinou-se a massa micelial. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado

com cinco repeti¢des por temperatura.

2.7. Esporulagéo de Cylindrocladium pteridis em meio de cultura

Avaliaram-se os seguintes métodos para induzir esporulagdo do fungo em meio

de cultura: a) raspagem do micélio aéreo, b) cultivo em meio de cultura contendo



fragmentos de folhas de cravo (Dianthus caryophillus L.) ¢ ¢) sem indugdo. Para cada
um dos métodos, compararam-se cinco meios de cultura: batata-dextrose-agar (BDA),
aveia-dextrose-agar (AVDA), extrato de malte-agar (MEA), nutriente-sintético agar
(SNA) e glicose-asparagina-dgar (GAA). O delineamento estatistico foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 3x5 (métodos x meios de cultura) com seis repeticdes. O

ensaio foi executado por duas vezes.

Raspagem do micélio aéreo

Discos de cultura de 5 mm de didmetro, retirados das bordas de colonias com 15
dias de idade, foram repicados para placas de Petri contendo 25 mL dos diferentes
meios de cultura. Apds a repicagem, as placas foram mantidas a 25 + 1 °C, com
fotoperiodo de 12 h (175 pE/m?*/seg.), por 15 dias. Apds esse periodo, visando estimular
a producdo de conidios, as culturas fingicas foram submetidas ao estresse fisico, por
meio da deposicdo de 20 mL de 4gua destilada estéril sobre a cultura e posterior
raspagem da superficie da colonia com o auxilio de um pincel estéril, de modo a
remover todo o micélio aéreo existente na por¢ao superior do meio de cultura. A seguir,
as colonias foram submersas em 10 mL de 4gua destilada esterilizada durante dois dias.
Apos esse periodo, a agua foi descartada, o excesso de umidade foi removido com o
auxilio de gaze esterilizada, e a cultura foi mantida em condi¢des de laboratorio por,
aproximadamente, 36 h e, posteriormente, incubada por 12 h a 25 £ 1 °C, com

fotoperiodo de 12 h.

Cultivo em meio de cultura contendo fragmentos de folhas de cravo

Dez fragmentos de 0,5 cm” de folhas esterilizadas de cravo foram depositados

sobre placas de Petri contendo 30 mL de cada um dos meios de cultura previamente



descritos. Posteriormente, discos de cultura de 5 mm de didmetro, retirados das bordas
de coldnias com 15 dias de idade foram transferidos para o centro das placas de Petri
contendo os fragmentos de folha de cravo. As placas foram mantidas a 25 £ 1 °C, com

fotoperiodo de 12 h, por 15 dias.

Sem inducéo de esporulacdo

Discos de micélio de 5 mm de didmetro, retirados das bordas de colonias, foram
transferidos para placas de Petri contendo 30 mL de cada meio de cultura. Apos a
transferéncia dos discos, as placas foram mantidas a 25 + 1 °C, com fotoperiodo de 12 h,

por 15 dias.

Avaliacao e delineamento estatistico

Para quantificar a producdo de esporos, prepararam-se suspensdes de conidios
por meio da adigdo de 50 mL de agua destilada + Tween 20 (0,05%) na superficie da
cultura de cada repetigdes/tratamento. Os conidios foram removidos mediante a
raspagem com um pincel esterilizado. Calculou-se a concentragdo de conidios com o
auxilio de camara de Neubauer.

O experimento foi montado em arranjo fatorial 3 (métodos) x 5 (meios de
cultura) no delineamento inteiramente casualizado com seis repeti¢des. Os dados foram
analisados por meio de analise de varidncia e os tratamentos forma comparados

utilizando-se o teste de Tukey adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.

2.8. Inducéo de esporulacdo em cultura sob diferentes temperaturas

O melhor método de indugdo de esporulagdo foi avaliado a 20, 25 e 30°C sob luz

constante, em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3



(temperaturas) x 5 (meios de cultura), com cinco repeticoes. A avaliacdo foi realizada

como descrito no item anterior.

2.9. Periodo de incubacdo e severidade da mancha-de-pteridis em eucalipto na

presenca ou auséncia de luz

Folhas expandidas do clone 9882 e 6021 foram inoculadas por meio da
deposicio de 20 gotas/folha de 25 uL da suspensdo de 1x10* conidios/mL e mantidas
sob a presenca ou auséncia de luz a 26 °C. Avaliou-se o periodo de incubagdo ¢ a
severidade da doenca a cada 6 h. A severidade foi avaliada quantificando-se o nimero
de lesdes/folha.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 10

repeticdes, sendo uma folha considerada uma unidade experimental.

2.10. Desfolha causada por Cylindrocladium pteridis sob diferentes temperaturas de

incubacéo

Avaliou-se a desfolha em mudas do clone 9882 aos 120 dias apos o transplantio.
Nas plantas, atomizou-se suspensio a 1x10* conidios/mL. Apés a inoculagio,
mantiveram-se as plantas a 18, 26, 28 e 30 °C, ¢ apos 48 h foram transferidas para casa
de vegetacdo (255 °C) até a avaliagdo. Avaliou-se a porcentagem de desfolha em
quatro ramos basais, aos 50 dias ap6s a inoculacdo, segundo a metodologia descrita por
Graga et al., (2009).

Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado com 10 repeti¢des, sendo

uma planta considerada uma unidade experimental.
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2.11. Analise estatistica

Nas analises estatisticas empregou-se o software STATISTICA. Os valores do
experimento de esporulacdo foram submetidos a andlise de variancia e os tratamentos
forma comparados utilizando-se o teste de Tukey adotando-se o nivel de 5% de
probabilidade.

Os dados dos demais experimentos foram analisados por meio de andlise de
variancia ¢ os modelos de regressdo foram escolhidos baseando na significancia dos
coeficientes de regressdo utilizando-se o teste “t’adotando-se o nivel de 5% de
probabilidade, no coeficiente de determinagdo e considerando-se tratar de um fendémeno

bioldgico.
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3. RESULTADOS

3.1. Dindmica de germinacdo de conidios in vitro
A equacdo que melhor explicou a relagdo entre a germinagdo (G) e o tempo de
-0,0076*T

incubacado (T) foi G= 114,12*(1 - exp ) (R*=0,97%). Sendo que a germinacao

de conidios iniciou 30 minutos apos incubagdo, com 19,6% de conidios germinados e

atingiu o maximo, 100%, ap6s 4 h (Figura 1).

G=114,12%(1 —exp  *070'T)

120 - R?=0,97%

100 L4 .

g

80 - . .
—~ (1 []
o . : .
18" 60 . .
(4]
.E [ ] [ ]
=
5 40 - 4
O o

20 .

O T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (mim.)

Figura 1: Dinadmica de germinagdo de conidios de Cylindrocladium pteridis ao longo

do tempo.
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3.2. Germinacdo de conidios e crescimento in vitro do tubo germinativo sob luz e

escuro

A interacdo entre a porcentagem de germinacdo e o regime de luz foi nao
significativa (p = 0,28). Assim, os fatores foram estudados de forma independente.
Observou-se que o maior indice de germinacdo (85%) foi atingido ap6s 4 h de exposicao
ao escuro a 25 °C, sendo o menor indice (20,2%) obtido apos 4 h de exposi¢ao a 20 °C, sob
luz continua (Figura 2). Independentemente do regime de luz testado, o maior percentual de
germinagao foi a 25 °C.

Similarmente a germinagdo, a interagdo foi ndo significativa (p = 0,21). O
comprimento do tubo germinativo (Ct), variou com o regime de luminosidade

empregado, sendo obtido maior comprimento (100,5 pm) apds 4 h de exposi¢do ao

escuro, contra 77,5 um na presenca de luz constante (Figura 3).

Esc ® Esc A4 Luz  ====- Luz
100 ~ G =- 1,083*T2 + 58,1767*T - 698,9 G = - 0,9467*T + 50,4933*T - 608,23
R’=0,92 R’=0,91
80 -
S
o 60 A
IS
O
]
£
S
3
o 40 T
20
0 T T T " ,
15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 2: Germinagdo de conidios de Cylindrocladium pteridis em fungdo da
temperatura e do regime de luz.
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Esc ® Esc = ====- Luz A Luz

160.0 o  Ct(esc) =-1,7433*T%+93,14%T — 1105 4 Ct (luz) = - 1,663*T + 89,28*T — 1075,8
) R=0.97 R%*=0,96

140,0 -
120,0 A
100,0 A
80,0 A

60,0 -

Comp. tubo germinativo (um)

40,0 -

20,0 A

0,0 . . . . .
15 20 25 30 35 40

Temperatura ( C)

Figura 3: Comprimento do tubo germinativo de conidios de Cylindrocladium pteridis
em funcdo da temperatura e do regime de luz.

3.3. Germinagao de conidios e comprimento do tubo germinativo in vitro sob

diferentes temperaturas

O percentual de germinacao de conidios (GC) e o comprimento do tubo germinativo
(CT) variaram significativamente com a temperatura (T), sendo a equacdo para
germinagio GC (%) = -0,27* T* (°C) + 13,62* T (°C) — 77,46 (R’= 0,81%) e para o
comprimento do tubo germinativo CT (um) = - 0,26* T? (°C) + 13,08* T (°C) — 77,24
(R’=0,79) que melhor explicou a relagdo entre as variaveis estudadas.

A temperatura 6tima estimada de germinagao foi de 25,2 °C, e a temperatura 6tima

estimada para o comprimento do tubo germinativo foi de 25,15 °C (Figura 5).
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GC (%) =-0,27* T*(°C) + 13,62* T (°C) — 77,46
(R*=0,81%)
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Figura 5: Germinagdo de conidios e comprimento do tubo germinativo de
Cylindrocladium pteridis em fun¢do da temperatura de incubagdo. A-
Germinacdo de conidios (%) e B- Comprimento do tubo germinativo

(m).
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3.4. Crescimento micelial in vitro sob diferentes temperaturas

O crescimento micelial (CM) variou significativamente com a temperatura (T),
havendo maior crescimento a 25,43 °C (Figura 6). A 5 o crescimento foi muito baixo e a
40 °C o fungo nao cresceu, e quando os erlenmeyers foram transferidos para a

temperatura de 25 °C, o fungo retomou seu crescimento.

0.30 - CM (mg) = (0,0068-0,019*T)/ (1-0,077*T+0,015*T?)
] R?=0,96

0.25

0.20

Massa micelial (mg)
e
>
[

A O

Temperatura (°C)

Figura 6: Crescimento micelial de Cylindrocladium pteridis ap6s 10 dias de incubagao

3.5. Inducéo de esporulacéo de Cylindrocladium pteridis em diferentes meios de
cultura
A interagdo entre método de inducdo de esporulacio e meio de cultura foi
significativa (p=0,0004), sendo a raspagem do micélio aéreo o que permitiu maior
producao de esporos do fungo nos seguintes meios, AVDA, MEA, BDA e GAA apds
10 dias de incubacdo. A maior concentracdo de conidios foi obtida em, BDA onde a
producio média de conidios foi de 14,13 x 10* esporos/mL. Para o meio SNA nio

houve diferenca significativa entre os métodos testados (Tabela 1).
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Tabela 1: Média da concentragdao de conidios/mL para os trés métodos de indugdo de
esporulacdo nos diferentes meios de cultura. Médias seguidas pela mesma letra
maitscula, na linha, e minuscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.

Conidios/mL (x 10*)
Meio de cultura Raspagem Folha de cravo Espontanea

BDA 14,13 Aa 0,063 Ba 0,98 Ba
SNA 0,89 Ac 0,06 Aa 0,02 Aa
MEA 4,37 Abc 0,37 Ba 0,12 Ba
AVDA 3,87 Abc 0,60 Ba 0,32 Ba
GAA 7,73 Ab 0,37 Ba 0,23 Ba

3.6. Inducéo de esporulacdo em cultura sob diferentes temperaturas

A interagdo entre meio de cultura e a temperatura para esporulagdo ndo foi
significativa (p>0,05). Assim, os fatores foram estudados de forma independente. A
maior concentracdo de conidios foi obtida em GAA a 25 °C onde a produgdo média de

conidios foi de 32,55 x 10* esporos/mL (Tabela 2)

Tabela 2: Média da concentragdo de conidios/mL obtida nos diferentes meios de
cultura para as trés temperaturas testadas. Médias seguidas pela mesma letra maitscula,

na linha, e mintscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
Conidios/mL (x 10*)
Meio de cultura 20°C 25°C 30°C
MEA 12,825 Ab 12,2 Ab 17,55 Aab
BDA 9,05 Abc 10,925 Abc 9,425 Ab
SNA 2,525 Ac 4,225 Abc 1,0 Ac
AVDA 4,2 Abc 5,075 Abc 9,05 Ab
GAA 23,325 Aa 32,55 Aa 19,025 Aa
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3.7. Periodo de incubagdo e severidade da mancha-de-pteridis em eucalipto na
presenca ou auséncia de luz

A interacdo entre o periodo incubacao e o regime de luz foi significativa (p=0,003).
Para o clone 9882 foi necessario 24 h de incubagao no escuro para que todos os pontos
da inoculacao nas folhas apresentassem sintomas tipicos da doenca, enquanto que para o
clone 6021 foi necessario 30 h de incubag¢do no escuro. Quando mantidos sob luz
continua, tanto para o clone 9882 quanto para o clone 6021, foi necessario 48 h de
incubacdo para que todos os pontos de inoculagdo apresentassem sintomas tipicos da
doenga (Figura 4).

O periodo de incubagdo variou de acordo com o regime de luz e com o material
genético utilizado. Na presenca de luz continua, o aparecimento dos sintomas em 50%
das folhas inoculadas foi de 12 h para o clone 9882 e 18 h para o clone 6021. Quando as
folhas inoculadas foram mantidas no escuro, o aparecimento dos sintomas em 50% das
folhas, foi de 6 h apos a inoculagdo para o clone 9882 e de 12 h para o clone 6021.

Tabela 1:Periodo de incubag¢dao da mancha-de-pteridis na presenga ou auséncia de luz
em clones de Eucalyptus sp.

Clone Regime de Luz Pl 5 (h)*
9882 Luz 12
6021 Luz 18
9882 Escuro 6
6021 Escuro 12

'Periodo de incubagio representado pelo tempo entre a inoculagdo e o aparecimento dos
sintomas em 50% das folhas inoculadas.
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Figura 4: Severidade da mancha—de-pteridis na presenga ou auséncia de luz em fungio
do tempo de incubagdo. A- Clone 9882 e B- Clone 6021.

3.8. Desfolha causada por Cylindrocladium pteridis sob diferentes temperaturas

O percentual de desfolha variou significativamente com a temperatura (p<0,05).

Maior percentual de desfolha foi observado a 26°C, indicando que possivelmente ha
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uma correlagdo entre temperatura de germinagao e desfolha, pois a temperatura 6tima
de germinacao foi de 25°C. Embora a desfolha a 30°C tenha sido superior a 34%, ndo se
pode inferir sobre o efeito do fungo na desfolha, pois ndo houve diferenga significativa

entre o controle nao inoculado e o tratamento (Figura 7).

G=-350,0 + 30,93*T — 0,599*T 2

100 A R?*=0,76%
80 - .
—~~ [ ]
S
T 60 *
5 : .
)z
o
40
20 -
O hd T T T 1
14 18 22 26 30 34

Temperatura (°C)

Figura 7: Percentual de desfolha em ramos do ter¢o basal de plantas de eucalipto, aos
50 dias apos a inoculagdo com Cylindrocladium pteridis.
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4. DISCUSSAO

A germinagdo de esporos ¢ considerada uma das etapas mais delicadas do ciclo
de vida dos fungos, pois o patdogeno estd muito vulnerdvel aos fatores de ambiente,
principalmente temperatura ¢ umidade fora da faixa adequada. Além disso, o esporo
depende tnica e exclusivamente de suas proprias reservas nutricionais, pois ainda nao
estabeleceu uma relagdo parasitaria com o hospedeiro (Mizubuti et al., 2007, Colhoun,
1973). Na natureza, as condi¢des climaticas nem sempre sdo favoraveis a germinagdo
por periodos prolongados de tempo. Sob condi¢des favoraveis, os esporos comegam a
germinar ¢ se as condi¢des se tornam desfavoraveis, eles paralisam a germinagao.
Assim, quanto mais rapido for o processo de germinacdo dos esporos, maior serd a
chance de estabelecer uma relagdo parasitaria com o hospedeiro. O tempo necessario
para a germinag@o de conidios C. pteridis ¢ pequeno, apenas 4 h de exposigdo ao escuro
¢ o suficiente para se obter 100% de germinagdo. Assim, ¢ grande a chance de ocorre
epidemias, pois quando os conidios sdo disseminados pelo vento ou pela chuva e
levados até a superficie da folha de uma planta suscetivel, rapidamente os conidios vao
germinar e dar inicio ao processo de infecgdo.

A presenga de luz constante influenciou a germinacdo e o crescimento do tubo
germinativo, contrariamente do observado para Quambalaria eucalypti (Andrade et al.,
2007) e, similarmente ao observado para outros patégenos, principalmente no grupo das
ferrugens (Tapsoba & Wilson, 1997; Ruiz et al., 1989), onde a luz inibe a atividade de

enzimas hidroliticas envolvidas no processo de germinagdo (Agrios, 2005). Para C.
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pteridis, a luz nao inibiu completamente a germinagdo ¢ o crescimento do tubo
germinativo, mas na auséncia de luz, a germinagdo e o comprimento do tubo
germinativo foram significativamente maiores.

A presenca de luz continua influenciou a severidade e o periodo de incubagao,
sendo necessario 24 h de incubacao no escuro para que 100% das folhas apresentassem
os sintomas tipicos da doenga, enquanto na luz, foi necessario 42 h. Deste modo, manter
as plantas inoculadas artificialmente no escuro nas primeiras 24 h apds a inoculagao,
pode ser a melhor alternativa para o pleno desenvolvimento da doenga e,
conseqlientemente, para expressao maxima do seu nivel de resisténcia.

A germinagdo de conidios ¢ o crescimento micelial in vitro do patdgeno
variaram com a temperatura de incubagdo, sendo obtido maior crescimento micelial e
maior percentual de conidios germinados, a 25 °C. Alfenas et al. (1979), estudaram o
efeito da temperatura no crescimento micelial de 53 culturas de Cylindrocladium spp., e
observaram que para C. crotalarie e C. ilicicola, a temperatura 6tima de crescimento foi
de 26 °C, enquanto para C. scoparium foi de 29 °C, indicando a existéncia de
variabilidade no complexo de espécies de Cylindrocladium. Em um trabalho similar
realizado por Aparecido et al. (2008), concluiu-se que a temperatura variou com a
espécie de Cylindrocladium utilizada, mas a temperatura 6tima foi de 25 °C para todas
as espécies, corroborando os resultados do presente trabalho. No entanto, neste mesmo
trabalho de Aparecido et al. (2008), concluiu-se que a temperatura de 35°C foi letal para
todas espécies estudadas, ao contrario do observado para o isolado de C.pteridis
utilizado no presente trabalho. Apos permanecer por 10 dias a 35°C, as colonias foram
transferidas para a temperatura de 25 °C, e o fungo retomou seu crescimento. Esses

resultados foram corroborados nos testes de germinacdo de conidios in vitro sob
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diferentes temperaturas, onde o percentual de germinagdo de conidios a 35 °C foi de
20% ap0s 4 h de incubacdo na auséncia de luz.

Apo6s estudar a influéncia da temperatura na germinacdo € no crescimento
micelial in vitro, buscou-se neste trabalho avaliar a influéncia da temperatura na
desfolha de eucalipto, pois sob condi¢des naturais, a temperatura, a luz ¢ a umidade
oscilam diuturnamente, mas quando constantes, sob condigdes controladas, permitem
avaliar com maior precisdo seus efeitos sobre a biologia do patéogeno. Os resultados
deste trabalho permitem concluir que a infeccdo de C. pteridis ¢ significativamente
influenciada pela temperatura, sendo a temperatura 6tima estimada para desfolha de
26°C. Assim, as plantas recém inoculadas devem ser incubadas a 28°C em nevoeiro nas
primeiras 48 h oferecendo maior nivel de confiabilidade para a sele¢do de materiais
genéticos resistentes. Ao avaliar o impacto da desfolha em eucalipto de
Cylindrocladium na regido de Tucurui-PA, Kriigner et al. (1990) observaram que o pico
da doenga ocorria na época do ano em que a temperatura média era de 27,4 °C, proxima
da temperatura estimada obtida no presente trabalho, mostrando a importancia da
temperatura na epidemiologia da enfermidade. Em Monte Dourado-PA, a temperatura e
precipitagdo média anual s3o de 26,5 °C e 2.368 mm respectivamente, ideais para o
desenvolvimento C. pteridis. Assim, nesta regido onde as plantagdes de eucalipto
ocupam aproximadamente 55.000 ha, uma das formas mais eficientes para minimizar os
efeitos negativos da desfolha, ¢ efetuar o plantio de materiais genéticos resistentes.

Para avaliagdao massal de plantas resistentes ¢ necessario uma grande quantidade
de conidios e isso pode ser limitante dependendo das condi¢des de cultivo do fungo.
Neste trabalho, dentre os métodos testados para estimular a esporulagdo do fungo, o de
raspagem do micélio aéreo seguido pela inundagdo em agua foi o que proporcionou

maior producdo de esporos, devido, provavelmente ao estresse a que o fungo foi
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submetido. Além disso, o meio de cultura influenciou a esporulagao, possivelmente
devido as diferengas entre as fontes de carbono e nitrogénio, nos meios testados. Hunter
& Barnett (1978) estudaram a esporula¢do de varias espécies de Cylindrocladium em
cultura e observaram que os meios de cultura contendo fontes organicas de N eram mais
favoraveis a esporulagdo quando comparados com fontes inorganicas. O meio SNA ¢
adequado para estudos taxondmicos, pois os caracteres morfologicos (formato e
dimensdes da vesicula e o tamanho e niimero de septos dos conidios) permanecem
relativamente estaveis, entretanto ndo ¢ um meio adequando para ser utilizado quando
se deseja grandes quantidades de conidios. Segundo Crous et al. (1992), a distingdo de
espécies taxonomicamente proximas baseada em caracteristicas morfologicas torna-se
as vezes duvidosa, uma vez que variagdes quanto ao numero de septos, dimensdes de
conidios ¢ formato da vesicula tém sido encontradas em fungdo do substrato e da idade
da cultura, o que pode resultar identificacdes incorretas. No entanto, ¢ um critério
seguro e eficaz quando examinado sob condi¢des padronizadas.

Essas informagdes sdo indispensaveis para estudos com a epidemiologia da
doenga e, principalmente, para subsidiar a selecdo de genotipos de Eucalyptus spp.

resistentes & mancha-de-pteridis.
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5. CONCLUSOES

Com os resultados do presente trabalho, conclui-se que:

1-

A germinagao de conidios de Cylindrocladium pteridis inicia-se aos 30 minutos
de incubacdo, com o maximo 4 h apds exposi¢cdo na auséncia de luz.

E necesséario 24 h de exposi¢do ao escuro apds a inoculago para se obter 100%
de folhas com lesao.

A temperatura 6tima estimada para o crescimento micelial e germinacao de
conidios in vitro é 25 °C.

Obteve-se maior esporulagdo com o método de raspagem do micélio aéreo
seguida da inundagdo em agua, independentemente do meio de cultura utilizado.

A desfolha em eucalipto causada por C.pteridis foi maior a 26 °C.
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