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RESUMO

PEREIRA, José Mauricio, D.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2001. Prospodium tuberculatum e Corynespora cassiicola como agentes
de biocontrole deLantana camara. Orientador: Robert Weingart Barreto.
Co-orientadora: Carol Ann Ellison. Conselheiros: Luiz Antdnio Maffia e
Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Foram realizados estudos para ampliar o conhecimento dos
fitopatdgenos Prospodium tuberculatume Corynespora cassiicola e
possibilitar o seu uso como agentes de biocontrolead&na camara

Nos estudos relacionadosPRa tuberculatumprocurou-se elucidar o
ciclo de vida do patégeno. Observacdes de campo num periodo de quatro anos
mostraram a predominancia de apenas dois tipos de esporos: uredosporos e
teliosporos, sendo os ultimos presentes geralmente durante o periodo de
outono-inverno. Nas inoculagdes controladas com uredosporos, observou-se
uma maior severidade da doenca quando as plantas foram mantidas por 48
horas no escuro ou sujeitas a baixa temperatura. ApesaOde NaOCI néo
promoverem a germinacao de teliosporos, esta foi obtida quando os esporos
foram mantidos a P& em &agar-agua por pelo menos 24 horas. Diferentes
ensaios de inoculacdo com basidiosporos do fungo foram conduzidos sem
resultar em infeccdo. Eciosporos Alecidium lantanaeuma espécie na qual
apenas o0 estadio aecidico € conhecido, ndo foram infectivos quando
inoculados em bibtipos de camara A comparacdo molecular, para estudar a
possivel conexdo entie. lantanaee P. tuberculatumutilizando-se o par de
primers ITS1 e ITS4, demonstrou serem estas espécies distintas. As basidias
de P. tuberculatum observadas ap0s técnica de coloracdo apresentaram
tamanho, forma e numero de nucleos variaveis. Baseado nas evidéncias
obtidas e na informacédo ja disponivel na literatura cientifica considerou-se
como queP. tuberculatumé provavelmente uma ferrugem autoécia com ciclo

de vida reduzido. Considerando-se também a elevada especificidade
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demonstrada com inoculacdes de uredosporos, em testes anteriores, concluiu-
se que os riscos desta ferrugem vir a infectar outras plantas queaadioara

apos sua introducdo em outros paises como agente de biocontrole seria
pequeno. Sua introducdo na Australia esta em andamento.

Corynespora cassiicola um fungo mitosporico encontrado pela
primeira vez no Brasil associadd.acamara foi estudado isoladamente e em
associacdo comL. camara Inoculacbes em diversos hospedeiros
demonstraram uma elevada especificidad€ deassiicolaisolado de lantana
(C.c.l), restrita a determinados bibtipos de lantana. Determinou-se que as
melhores condi¢cdes, entre as testadas, para promover a esporulacao de C.c.l.,
foram com crescimento em meio de cultura CVA, mantido sob luz continua
durante 15 dias, a uma temperatura entre 20@, 26m um 6timo de 28. A
concentracdo minima do indculo para provocar doenca foi de 1°x 10
conidios/ml. Quando expostas a um minimo de seis horas de molhamento
foliar as plantas de lantana inoculadas com C.c.l. apresentaram 100% de
severidade da doenca e mais de 70% de desfolha. Havendo até seis horas de
atraso no molhamento foliar, apés a inoculacdo, observou-se nao haver
prejuizo para a severidade da doenca. Plantas inoculadas por duas vezes
consecutivas apresentaram maior severidade nos sintomas e dificuldade no
desenvolvimento, podendo chegar a morte. Foi demonstrada a presenca de
substancia fitotoxica no filtrado derivado de conidios germinados do fungo. O
fungo esporulou bem em diversos substratos soélidos, em especial gréos de
arroz, sorgo e raiz de mandioca, facilitando a sua producdo massal. Concluiu-
se que C.c.l. possui um grande potencial para ser utilizado como agente de

biocontrole de determinados biotiposldeamara

Xii



ABSTRACT

PEREIRA, José Mauricio, D.S., Universidade Federal de Vicosa, February
2001. Prospodium tuberculatum and Corynespora cassiicola as
biocontrol agents of Lantana camara. Supervisor. Robert Weingart
Barreto. Co-supervisor: Carol Ann Ellison. Committee members: Luiz
Antbénio Maffia and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Studies were carried out as part of a programme aimed at evaluating the
pathogenic fungiProspodium tuberculatunand Corynespora cassiicolas
biocontrol agents dfantana camara.

Attempts at elucidating the life cycle Bf tuberculatumwere made.

Field observations during four years showed the predominance of two types of
spores: uredospores and teliospores. Teliospores were only present in the
autumn-winter period. Disease severity was increased when plants were
inoculated with uredospores and maintained for 48 hours in the dark or at low
temperatures. Teliospores treated witfOHand NaOCI did not germinate,
while up to 20% teliospores maintained af@5n water agar media for 24
hours germinated. Trials using different inoculation methods based on
teliospores were conduced, but the spores did not germinate and infect the
plants. Inoculations with aeciospores fréwcidium lantanaelid not result in
infection of any of the lantana biotypes included in the test. Molecular
comparison betweeA. lantanaeand P. tuberculatumbased in ITS primers
showed that they are distinct species, although occasionally occurring on the
same individual host in the field . Stained basidid otuberculatunshowed
variable nucleus size, shape and number. Results obtained on these studies and
information from scientific literature suggest thattuberculatums probably

an autoecious rust with a reduced life cycle. Previous host-range tests, which
were carried out using uredospores, had proven a high host-specificity of this

fungus to some lantana biotypes. It was concludedRhatberculatumwas
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safe for introduction as classical biocontrol agent. Introduction of this fungus
in Australia was approved on February 2001.

Corynespora cassiicolaas found for the first time in Brazil (Parana),
attactingL. camara A series of tests were then made in order to evaluate its
biocontrol potential. Inoculations of selected hosts showed a high specificity
of the isolate of theC. cassicolalantana strain (C.c.l.). Its hability to cause
disease was restricted to somecamarabiotypes. The best conditions for
C.c.l. germination, were growth in a vegetable broth agar media, under
continuous light during 15 days, with temperatures ranging from 20°®@ 28
(optimal of 23C). Mininum concentration of inoculum necessary for causing
disease was 1 x 1Cconidia/ml. Lantana plants showed 100% of disease
severity and more than 70% of the defoliation when exposed to at least six
hours of dew period. Inoculated plants left outside the dew chamber for up to
six hours after inoculation, still showed a high level of disease severity. Plants
that were inoculated twice at a 15 days interval, showed a higher severity level
of disease and some of the plants included in the test died. The production of a
phytotoxic substance by C.c.l. was suspected and a test involving applications
of filtrate of germinated conidia had proven that hypothesis. The fungus had
good sporulation in some solid substratum, particularly in grains rice, sorghum
and cassava roots. In general, results showed that C.c.l. has a high potential as

biocontrol agent of certain. camarabiotypes.
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INTRODUCAO GERAL

Lantana camaral., uma planta arbustiva da familia Verbenaceae,
conhecida vulgarmente por lantana, cambara, camard e chumbinho, entre
outros, é uma das plantas invasoras mais agressivas do mundo. A planta é
originaria do Continente Americano, ocorrendo naturalmente do sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, sendo bastante freqliente em todo o
Brasil (HARLEY, 1971; WINDER e HARLEY, 1983; CILLIERS e NESSER,
1991; DENTON et al., 1991a; KISSMANN e GROTH, 1991; LORENZI,
1991; JULIEN, 1992; MORTON, 1994).

A partir da introdugéo na Europa como planta ornamental em L636,
camara foi levada para col6nias tropicais e subtropicais, como Australia,
Africa do Sul, india e Havai (STIRTON, 1977; DENTON et al., 1991b;
PALMER e PULLEN, 1995). A sua aparéncia atrativa, crescimento vigoroso e
habilidade em tolerar uma grande amplitude de condi¢cbes climaticas, a fez
popular como planta ornamental e para formacgéo de cercas vivas, chegando a
ser considerada uma das favoritas para jardins na Europa e Estados Unidos
durante a segunda metade do século XIX (GREATHEAD, 1968; STIRTON,
1977; SWARBRICK, 1986; MORTON, 1994).

A introducdo na maioria dos paises foi como planta ornamental e a
posterior disseminacdo através de passaros, macacos e outros animais
(CRAFTS e ROBBINS, 1962; HARLEY, 1971; CRAFTS, 1975; MORTON,
1994), fez com que a espécie se tornasse invasora em cerca de 50 paises,
competindo com varias culturas econdmicas e infestando milhées de hectares
de pastagens. Na Australia, estima-se uma perda anual em 7,7 milhdes de
dolares australianos nas areas infestadak.pmamarag através de gastos com
o controle da invasora, redugdo no crescimento das pastagens e
envenenamento e morte do gado (CULVENOR, 1985). Em pelo menos 22
paises € considerada uma das cinco plantas daninhas mais agressivas (HOLM
et al., 1977; STIRTON, 1977; HOLM et al., 1979, WINDER e HARLEY,



1983). As areas invadidas pbr camaratornam-se um ambiente favoravel
para o desenvolvimento de pragas e doencas, animais nocivos, Como porcos
selvagens e a mosca tsé-tsé (PARSONS e CUTHBERTSON, 1992;
MORTON, 1994). Além de invadir outros ambientes € a espécie mais
prejudicial ao equilibrio de florestas Umidas tropicais e subtropicais
(FENSHAM et al,1994).

Comparando plantas da espéktiecamarano Brasil e na Australia,
WINDER e HARLEY (1982), observaram que enquanto no Brasil havia uma
menor variabilidade entre as plantas representada por oito taxa, na Australia o
este numero chegava a 29, sendo nove deles altamente invasores. No Brasil, as
plantas ocorriam de forma dispersa ou em pequenas moitas, em beiras de
estradas e clareiras nas florestas, a altura das plantas adultas era de um a dois
metros e observava-se o ataque de um complexo de insetos e patdégenos
durante todo o ano. J& na Australia, as plantas ocorriam tanto em pequenas
moitas quanto em maci¢cos espinhentos impenetraveis cobrindo muitos
hectares, as plantas adultas tinham altura de até oito metros e ndo eram
atacadas por patdégenos e insetos nativos. Apesar da divisdo em taxa basear-se
principalmente na cor das flores das cerca de 650 cultivares encontradas
(SWARBRICK et al., 1995; MUNIR, 1996), ndo ha correlacdo entre cores de
flores e cultivar, baseados em anélises de DNA (SCOTT et al., 1997).

O controle mecéanico, através da capina manual, assim como o controle
quimico, embora possam ser efetivos em curto prazo, sdo onerosos, de dificil
execucao e impratichveis em diversas situacbes (BARTHOLOMEW, 1978;
DENTON et al, 1991b; TURNER, 1992; TRUJILLO e NORMAN, 1995;
DAY et al., 1998; HANNAN-JONES, 1998).

O controle bioldgico foi reconhecido h& cerca de um século como a
estratégia mais viavel para o controle de lantana (STIRTON, 1980; LAMP e
COLLET, 1989; KISSMANN e GROTH, 1991; LORENZI, 1991, AULD e
MEDD, 1992; GLADDING, 1995; HENDERSON, 1995; SWARBRICK et
al., 1995). O primeiro programa de controle biolégico direcionado lpara
camarafoi realizado em 1902, quando insetos coletados no México, foram

2



liberados no Havai, por Perkins e Koebele (HARLEY, 1971). Desde entdo,
foram realizados diversos levantamentos e 48 espécies de insetos tem sido
liberadas em mais de 30 paises, com resultados varidveis (WINDER e
HARLEY, 1983; SEN SARMA e MISHRA, 1986; WATERHOUSE e
NORRIS, 1987; TAYLOR, 1989; NESER e CILLIERS, 1990; PALMER e
PULLEN, 1995; BROUGHTON, 2000; PALMER et al., 2000). Apesar de
exemplos bem sucedidos do controle de plantas daninhas com fungos
fitopatogénicos (OEHRENS, 1977; BRUZZESE e FIELD, 1984; EVANS et
al., 1995), a possibilidade da utilizagdo destes organismos como agentes de
biocontrole deL. camarafoi considerada apenas a partir de 1987, quando
baseado no exame do material depositado no Herbario do IMI - International
Mycological Institute, EVANS (1987a) considerou o potencial de diversos
dentre os fungos ali depositados, como sendo muito promissor.

Desde 1988 levantamentos sistematicos de fungos fitopatogénicos
associados &. camarano Brasil tem sido realizados (BARRETO, 1991,
BARRETO et al.,, 1995; PEREIRA, 1997). Cerca de 55 espécies de fungos
fitopatogénicos associadod acamaraforam relatadas a nivel mundial e até a
realizacdo dos levantamentos, apenas nove espécies haviam sido registradas no
Brasil (BARRETO et al., 1995). Os levantamentos realizados por BARRETO
et al.(1995) e PEREIRA (1997), adicionaram mais 11 espécies a micobiota
nacional associada a planta daninha, e tem chamado a atencé&o para o potencial
de varios destes fungos como possiveis agentes de biocontrole. Das espécies
fungicas associadad.acamaraencontradas nos levantamentos, sistematicos e
complementares, as seguintes foram selecionadas e testadas ao menos
preliminarmente: Ceratobasidium lantanae-camarad. C. Evans, R. W.
Barreto e C.A. Ellison;Corynespora cassiicola(Berk. e Curt.) Wei;
Dendryphiella asper&. W. Barreto e J. C. Davidilycovellosiella lantanae
(Chupp) DeightonMycovellosiella lantaniphilaCrous e Morris;Phomopsis
lantanae (Costa e Camara) SuttorPhomopsis lantanae-glutinosa&M.

Pereira e R.W. Barretd@rospodium tuberculatur{Speg.) Arthur éuccinia
lantanae Farl. Na Africa do Sul, estudos desenvolvidos visando avaliar o
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potencial deM. lantanaevar. lantanaetem demonstrado ser este patégeno
bastante promissor para o controle biologico da planta daninha naquele pais
(DEN BREEYEN et al., 1999; MORRIS et al., 1999). No CABI Bioscience,
além de trabalhos preliminares cé#ntuberculaturre C. lantanae destacam-
se 0s bons resultados alcangcados em estudos com um isol&lcaileia
lantanae procedente do Peru (THOMAS e ELLISON, 1999). No presente
trabalho, dentre os fitopatégenos selecionados, foram escolhidos para serem
objetos de estudos visando o controle biol6gicd.deamara Prospodium
tuberculatume Corynespora cassiicola

Os objetivos deste trabalho foram buscar ampliar o entendimento do
patossistemd.. camarax P. tuberculatumelucidar o ciclo de vida dé.
tuberculatum caracterizar um isolado d& cassiicolaobtido deL. camarae

avaliar o potencial deste isolado para o biocontrole da planta daninha.



CAPITULO 1

ESCLARECIMENTO DO CICLO DE VIDA DE Prospodium

tuberculatum

1. INTRODUCAO

Os fungos da ordem Uredinales tem sido reconhecidos nas ultimas
décadas como relevantes para o controle biologico de plantas invasoras. Dos
patogenos liberados para o controle biologico de plantas daninhas, cerca de
60% sé&o causadores de ferrugens (JULIEN, 1992). Esses fitopatégenos tem
sido os organismos preferenciais quando se adota o0 método classico de
biocontrole, principalmente por serem patdgenos amplamente reconhecidos
como especificos em relacdo a seus hospedeiros e sua introducdo ser
considerada, em geral, como de baixo risco para as plantas nativas e
cultivadas, por técnicos de 0Orgaos responsaveis por quarentena vegetal de
diversos paises (PEREIRA, 1997). A Australia € um dos paises que estdo na
vanguarda da utilizacdo deste meétodo de controle, estimulando programas
desde a década de 70, a partir da introduc&udeinia chondrillinaBubak e
Syd. no controle da invasora de culturas de trighondrilla junceal.
(CULLEN et al., 1973).

Prospodiumé um género de fungos causadores de ferrugem que ocorre
associado a plantas das familias Bignoniaceae e Verbenaceae, em regides
tropicais e subtropicais do Continente Americano (CUMMINS, 1940;
CUMMINS e HIRATSUKA, 1983). Dentre as espécies deste género,
Prospodium tuberculatuymque causa ferrugem apenas em plantas do género
Lantang tem sido considerada por varios autores como bastante promissora

para o controle biologico classico tle camara(BARRETO et al., 1995;



PEREIRA, 1997; ELLISON e THOMAS, 1998; THOMAS e ELLISON,
1999).

Prospodium tuberculatur@ supostamente uma ferrugem autoécia como
a maioria das espécies pertencentes ao género, mas para ela ndao foram ainda
relatados os estadios de picnio e écio (CUMMINS e HIRATSUKA, 1983). Os
estudos preliminares mostraram que este patégeno infecta as folhas baixeiras
das plantas pela via estomatal, possuindo um periodo de incubacéo entre 14 e
18 dias, dependendo da concentracdo de inoculo, resultando em clorose da
area afetada e subseqiiente erupcdo de pustulas ou mesmo necrose da area
inoculada e queda da folha (ELLISON, 1996). O periodo de laténcia € em
geral de 23 dias (PEREIRA, 1997), e as pustulas continuam a produzir esporos
viaveis por 48 dias (ELLISON, 1996). Observa¢cbes de campo tem indicado
que a producdao de teliosporos parece estar associada a altitudes mais elevadas,
periodos frios e temperaturas noturnas baixas.

De acordo com ELLISON (1996), a faixa de temperatura e umidade
6timas condicionais para o patégeno em questdo €°@ee203 a 15 horas de
molhamento foliar. Entretanto, a infeccdo pode ocorrer apds um periodo
minimo de nove horas de molhamento foliar e a uma temperatura minima de
15°C e maxima de 2&.

Este fungo tem mostrado alta especificidade. Apds uma série de
inoculagcbes usando-se esporos de populagcbes do fungo de diversas
procedéncias, sobre bidtipos de. camara provenientes de locais
diversificados, incluindo regibes selecionadas onde ocorrem invasodes
biolégicas por lantana, como Australia e Madagascar, apenas material de duas
procedéncias [Alto da Boa Vista - RJ (ABV) e Sdo Miguel do Anta - MG
(SMA)] foram patogénicos respectivamente aos bidtiposLdecamara
australiano de flores rosadas e o procedente de SMA (PEREIRA, 1997).
Observou-se também que o isolado ABV foi patogénico somente ao biotipo
australiano delL. camara de flores rosadas, analogamente ao obtido por
ELLISON (1996) em inoculacdes com isolados do patdgeno de diversas
procedéncias (Brasil, Equador e México) em bidtiposLdecamara da
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Australia, Brasil, Madagascar, india, Havai, Bolivia, Sri-Lanka e Grécia.
Apesar desta especificidade por hospedeiro apresentada pelo patbgeno em sua
fase uredinial, o fato de ndo se conhecer com detalhes as fases do seu ciclo de
vida representavam um obstaculo para seu uso no controle bioldgico. A
compreensdo do seu ciclo de vida atenderia a uma necessidade de preencher
lacunas sobre o conhecimento da biologia Rletuberculatume geraria
informacdes para embasar a defesa de liberacdo do patégeno na Australia,
junto ao Servico de Inspecao e Quarentena Australiana. Um programa bem
sucedido de controle biologico, levado a termo naquele pais, poderia resultar
em um efeito multiplicador, como tem ocorrido em outros programas
(CULLEN et al.,, 1973; BRUZESSE e FIELD, 1984), considerando-se a
relevancia da planta alvo e a tradic&o australiana nesta categoria de controle.

S&o varias as técnicas que tem sido utilizadas na elucidacdo do ciclo de
vida de fungos causadores de ferrugens. Alguns pesquisadores conseguiram
descrever o ciclo de vida de patégenos pela observacdo a campo e inoculacdes
controladas no hospedeiro (De Barry, 1865, citado por AINSWORTH, 1976,
FERREIRA e HENNEN, 1986). Um outro método citado por HENNEN e
FIGUEIREDO (1984) baseou-se na inoculagdo de diversas espécies vegetais
relacionadas ou ndo com a planta hospedeira. Alguns métodos envolvem a
inducdo de germinagdao de teliosporos para possibilitar a formagédo de
basidiosporos e posterior inoculagéo. Esta inducao pode ser feita utilizando-se
temperaturas baixas (HASAN e WAPSHERE, 1973; FIGUEIREDO et al.,
1987; SHTIENBERG e VINTAL, 1995); lavagens dos teliosporos
(FIGUEIREDO et al., 1994) e escarificacdo com produtos quimicos (EVANS,
1987b). Um outro processo consiste do uso de temperaturas baixas para a
producéo de picnio e eciosporos (ADAMS e LINE, 1984). Estudos citolégicos
da germinacéo de teliosporos foram realizados para o esclarecimento do ciclo
de vida de algumas outras espécies (HENNEN e FIGUEIREDO, 1984,
EVANS, 1993).



No presente trabalho foram realizados estudos para aprofundar o
entendimento do patossisterhacamarax P. tuberculatume elucidar-se o
ciclo de vida do patégeno.

A principal hipoOtese testada por este trabalho foi a de Rue
tuberculatum seria uma ferrugem autoécia e macrociclica. Uma hipétese
secundaria foi baseada em observacgdes feitas durante os estudos no campo, 0s
guais sugeriram que a ocorréncia simultane® .deiberculatume Aecidium
lantanae Mayor, no qual apenas o estadio de écio é relatado, as vezes sobre
uma mesma folha (BARRETO et al., 1995), representasse uma evidéncia de
queA. lantanaepertenceria a holomorfa tuberculatum.

Nos experimentos realizados pretendeu-se testar alguns dos métodos
citados e outros adicionais visando elucidar o ciclo de vida tdeéerculatum
pela: a) observacdo no campo das ocorréncias de diferentes estadios do ciclo
de vida do fungo; b) inoculac¢des controladas; c) promocao da germinagéo dos
teliosporos; d) inoculagbes controladas com basidiosporos; e) estudo da
conexdo entreA. lantanaee P. tuberculatum f) estudos citolégicos da

germinacéo de teliosporos.



2- MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados nos laboratorios de Micologia,
Departamento de Fitopatologia- UFV; de Patologia Florestal e Genética da
Interacdo Planta-Patégeno, BIOAGRO, UFV; de Micologia e de Controle
Biologico de Plantas Daninhas, CABI Bioscience, unidade Ascot, Inglaterra e
de Bioquimica, CABI Bioscience, unidade Egham.

Na maioria dos ensaios envolvendo inoculacdo, utilizou-se plantas
sadias de lantana SMA, tendo em torno de 20 cm de altura, plantadas em vasos
plasticos com volume de um litro de substrato. Folhas sadias e previamente
marcadas de forma aleatéria foram inoculadas com uredospord®. de
tuberculatumde SMA, diluidos em talco industrial na propor¢cdo de 1:50
(PEREIRA, 1997), utilizando-se um pincel com cerdas macias. Apos a
inoculacao, as plantas eram mantidas por 48 horas, em camara de nevoeiro, a
25°C + 1°C, e posteriormente conduzidas a casa-de-vegetacao.

O delineamento utilizado em todos os experimentos foi o0 inteiramente

casualizado (DIC).

2.1. Observacdes no campo

Foram realizadas visitas sistematicas ao campo, especialmente em Sao
Miguel do Anta (MG) e Frade (RJ), durante os anos de 1997 a 2000, a fim de
se observar a ocorréncia naturalRig¢uberculatunemL. camara A partir de
setembro de 2000, foram também visitadas localidades adicionais nas cidades
de Vicosa (MG), Sao Paulo (SP) e Curitiba (PR) objetivando-se encontrar o
estadio teliosporico de. tuberculatum

A parte aérea das plantas localizadas foi examinada e as folhas com
sinais da doenca foram coletadas e acondicionadas em envelopes de papel,
identificando-se a localidade e data de coleta. O material fungico amostrado

foi levado para o laboratério de Micologia, DFP/UFV onde foi submetido a



exames macro e microscopicos, a fim de serem identificados os estadios do
ciclo de vida presentes na amostra, retirada de esporos para inoculacéo e

armazenamento e/ou herborizagao.

2.2. Inoculagdes controladas

2.2.1. Efeito da luz na esporulacao derospodium tuberculatum

Um ensaio foi montado para se observar a influéncia do escuro na
esporulacdo uredioniosporica @R tuberculatum Seis plantas de lantana
provenientes de SMA foram inoculadas com uredospords teberculatum
ApoOs a inoculagéo, trés plantas foram mantidas sob condicbes de camara de
nevoeiro, N0 escuro, enquanto outras trés plantas foram mantidas em condicfes
similares, sob fotoperiodo de 16 horas. Apés este periodo, as plantas foram
transferidas para casa-de-vegetacéo, onde foram observadas diariamente. Aos
23 dias da inoculacéo, as plantas foram comparadas visualmente com relacéo a

intensidade da doenca.

2.2.2. Producéo de teliosporos

Observou-se em condi¢cdes de campo, na regidao de SMA, que plantas de
L. camaraapresentando uredosporosRiguberculatundurante o periodo de
primavera-verdo, formaram o estadio telial durante o periodo de outono-
inverno, e que geralmente esta producéo era precedida por um periodo de pelo
menos 15 dias de temperatura baixa. De posse dos dados climatolégicos de
dois anos (1996 e 1997), da regido de Vicosa, obtidos no Laboratério de
Meteorologia do Departamento de Engenharia Agricola- UFV, observou-se
que os dias mais frios do periodo que antecedeu a observacao de teliosporos
em SMA tiveram temperaturas entre 7 €’ClL8Simulou-se o efeito de
temperaturas baixas em dois experimentos, a fim de se tentar induzir a
producéo de teliosporos pelo patégeno.
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No primeiro ensaio, em janeiro de 1998, seis plantas de lantana bibtipo
SMA, tiveram trés folhas inoculadas cof tuberculatumcomo descrito
anteriormente. Apds o periodo de laténcia, as seis plantas foram sujeitas
durante 20 dias aos seguintes tratamentos: a) duas plantas foram mantidas a
10°C por 24 horas, em camara de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas. b)
duas plantas foram mantidas 2@ &or 16 horas €°8 por 8 horas, em camara
de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas. ¢) duas plantas foram mantidas
sob condicdes de casa-de-vegetacdo, como controle. As plantas foram
observadas diariamente e apds o periodo de 20 dias foram transferidas para
casa-de-vegetacao, onde permaneceram por mais 60 dias.

Em um segundo experimento, em junho de 1998, quatro plantas de
lantana inoculadas cof. tuberculatune exibindo esporulacao uredinial nas
trés folhas inoculadas, foram sujeitas a um choque térmico, sendo deixadas a
0°C em camara fria por periodos de duas horas durante dois dias consecutivos.
Depois disto, duas das plantas foram mantidas sob condi¢cdes de casa-de-
vegetacao e outras duas mantidas fora da casa-de-vegetacédo, sob condi¢cdes de
campo, sujeitas a temperaturas amenas durante o dia e frias durante a noite. As
plantas foram observadas diariamente por um periodo de 60 dias, a fim de se

detectar formacéo de teliosporos.

2.3. Germinacao de teliosporos

Para se tentar quebrar a dorméncia dos teliosporos foram testados o0s

meétodos quimicos e fisicos descritos a seguir.

2.3.1. Escarificagcdo com produtos quimicos

Os produtos quimicos escolhidos para a escarificacdo dos teliosporos,
assim como as diluicbes desses foram baseados na metodologia relatada por
EVANS (1987b). Os tratamentos foram os seguintes: a- hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 10%; b- NaOCI a 5%, c- peroxido de hidrogénigOgH a 20
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volumes; d- HO, a 10 volumes; e- agua destilada, utilizada como controle.
Grupos de fragmentos de 1 Trde folhas de lantana SMA e contendo
teliosporos foram mergulhados por um minuto na solucdo quimica,
correspondente ao tratamento, e o excesso da solu¢cdo removida com agua
destilada. Apds a retirada do excesso da solucdo, dois fragmentos de folha
foram afixados na parte superior interna de cada placa de Petri, previamente
pincelada com vaselina liquida. Cada placa de Petri, constituiu uma repeticao e
continha meio agua destilada-agar (ADA) na sua parte inferior, visando
fornecer umidade suficiente para possibilitar a ejecao dos basidiosporos. Cada
tratamento teve trés repeticbes e as placas foram mantidas sob temperatura
ambiente (entre 22 e A5) e foram observadas apoés 6, 12, 24, 36, 48, 72 e 96

horas.

2.3.2. Temperatura 6tima para germinacao de teliosporos

Foram realizados dois testes para se determinar a temperatura otima
para a germinacao de teliosporos.

Num teste preliminar foram avaliadas sete temperaturas: 10, 15, 20 25,
30, 35C e temperatura ambiente (22°@% cada uma representando um
tratamento. Foram preparadas placas de Petri com meio ADA e cada repeti¢cdo
foi constituida de quatro gotas de uma suspensdo de teliosporos em agua
destilada, depositadas sobre a superficie da placa. As placas contendo o0s
teliosporos, foram mantidas em diferentes incubadoras ajustadas as
temperaturas a serem testadas, e 0 experimento foi montado com trés
repeticbes para cada tratamento. Foram feitas observacdes sob microscopio
otico apos 6, 12, 24 e 36 horas, verificando-se em que temperatura e periodo
de tempo ocorreu a germinacdo de pelo menos um teliosporo em todas as
repeticdes do tratamento.

Como o teste preliminar demonstrou que os teliosporos germinaram
apos 24 horas de incubacio sob condices de alta umidade a°C5 eud®

experimento foi montado. Neste, procurou-se determinar a temperatura otima
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para germinacao de teliosporos e também para a ejecdo de basidiosporos. Os
tratamentos foram definidos por cinco diferentes temperaturas: 10, 15, 16, 19 e
22°C. Cada repeticéo foi constituida de dois fragmentos de folhas de lantana
SMA de 1 crf, contendo teliosporos, que foram fixados na parte superior
interna de uma placa de Petri, preparada com vaselina liquida. Na superficie
inferior de cada placa de Petri, com meio ADA, foi depositada uma lamina de
microscopia contendo duas gotas de agua destilada estéril, posicionada abaixo
dos fragmento foliares. Cada tratamento foi conduzido em trés repeticbes e as
observacdes sob microscopio o6tico foram feitas apos 6, 12, 15, 20 e 24 horas.
A avaliacao foi encerrada quando em todas as repeticbes de um tratamento

havia pelo menos um teliosporo germinado e um basidiosporo ejetado.

2.4. Método e tempo de armazenamento na germinacdo de

teliosporos

A ocorréncia natural de teliosporos Eetuberculatummas areas mais
visitadas foi bastante rara. Nas coletas realizadas por PEREIRA (F997),
tuberculatumfoi encontrado em 27 ocasifes, porém em todas elas apenas
uredosporos foram detectados. Este tipo de esporo foi encontrado apenas a
partir de observacfes sistematicas realizadas a partir de 1997. Teliosporos
foram encontrados inicialmente apenas durante o periodo de outono-inverno,
caracterizado por temperaturas frias. Teliosporos mantidos a temperatura
ambiente (20 a 2&) permaneciam viaveis no maximo até 30 dias. Para
viabilizar os trabalhos com teliosporos em outras épocas do ano, foram
testados diferentes métodos de armazenagem destes esporos. A escolha dos
métodos foi baseada nas diferentes técnicas empregadas por ELLISON (1996)
e ZAMBOLIM e CHAVES (1974). Foram testados entdo dois métodos:

O primeiro método consistiu em transferir teliosporos frescos
provenientes de SMA para uma ampola de vidro, com capacidade para 5,0 mL,
tampada com algoddo e embrulhada em papel aluminio. A ampola foi
acondicionada em um dessecador, o qual foi mantido em refrigeratfar a 5
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O segundo método consistiu em transferir os teliosporos para um
microtubo (2,0 mL), o qual foi submetido a congelamento em nitrogénio
liquido. Apds o congelamento, o microtubo foi armazenado em freezer a -
80°C.

Em ambos processos, a germinacédo dos esporos foi avaliada antes da
armazenagem e apoés 30, 60 e 90 dias, pela retirada de uma aligquota, em torno
de 50 mg de teliosporos, os quais foram colocados em placa de Petri com meio
ADA, cobertos com uma gota de agua destilada esterilizada e mantidos por 48
horas a 1%. Ao fim deste periodo, a porcentagem de germinacéo foi

estimada.

2.5. Inoculagcdo de Lantana camara com basidiosporos de

Prospodium tuberculatum

Teliosporos deP. tuberculatumextraidos de folhas infectadds L.
camara SMA, armazenados em refrigerador 2&C5por um més (5% de
germinacado), foram utilizados em trés diferentes ensaios realizados no
qguarentenario do CABI Bioscience, Inglaterra, utilizando-se os biotipos de
lantana SMA e australiana de flores rosadas (“Common Pink”):

a) Teliosporos foram suspensos em agua destilada estéril e esta
suspensado foi depositada na superficie de placas de Petri contendo ADA,
mantidas a 1% por 48 horas. Apds observacdo sob microscopio 6tico, 0s
blocos de agar nos quais estavam presentes teliosporos germinados foram
recortados. Estes blocos foram transferidos para as superficies abaxial e
adaxial de folhas de plantas de lantana, mantidas sob condi¢cbes de casa-de-
vegetacao, sendo inoculadas trés folnas em cada uma das trés plantas de cada
bidtipo utilizadas.

b) Teliosporos foram suspensos em solucdo de Tween 80 a 0,05%, em
agua destilada estéril. Duas gotas desta suspensdo foram depositadas em cada
lado de uma area previamente marcada de trés folhas selecionadas de lantana.

As plantas foram mantidas por 48 horas em camara Umida’@ d5
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posteriormente transferidas para casa-de-vegetacdo. Gotas da mesma
suspensao foram depositadas em duas placas de Petri contendo ADA. Estas
placas acompanharam as plantas em camara Umida e casa-de-vegetacdo. As
placas utilizadas foram examinadas 24 e 48 horas apds a montagem do

experimento para comprovar a ocorréncia de germinacao dos teliosporos. Este

ensaio foi repetido por trés vezes consecutivas.

c) Procurou-se induzir a ejecao de basidiospdes’. tuberculatum
utilizando-se dois métodos de inoculagéo. No primeiro, fragmentos de folhas
de L. camaraSMA, com teliosporos, foram colocados logo acima da parte
aérea das plantas com o auxilio de uma tela plastica sustentada por arame. No
segundo, os teliosporos foram suspensos em agua destilada estéril e esta
suspensao foi depositada na superficie de placas de Petri contendo ADA. As
placas sem a tampa, foram entdo colocadas logo acima da parte aérea das
plantas. Nos dois processos utilizaram-se trés plantas de cada bidtipo de
camara As plantas foram mantidas em camara Umida’@,16 apo6s 48 horas
transferidas para casa-de-vegetacdo. ApOs 7 dias da inoculacao foram retiradas
amostras, constituindo a amostragem de uma folha logo abaixo da fonte de
in6culo em cada uma das plantas inoculadas, as quais foram submetidas a uma
técnica de coloracdo e clareamento (BRUZZESE e HASAN, 1983) e
observadas sob microscépio 6tico, a fim de se avaliar a ocorréncia de esporos
germinados sobre a superficie foliar e colonizacdo do tecido foliar pelo

patogeno.

2.6. Verificacdo da possivel conexdo entr@ecidium lantanae e

Prospodium tuberculatum

2.6.1. Inoculacdes controladas

Plantas dé¢.. camaraprocedentes do Frade- RJ foram inoculadas com
suspensdo em agua destilada de eciosporos da mesma procedéncia. Foram

inoculadas trés folhas em trés plantas, as quais foram mantidas sob camara de
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nevoeiro, nas condigdes descritas anteriormente (item 2), sendo posteriormente
transferidas para casa-de-vegetacdo, e observadas diariamente por um periodo
de 60 dias.

Teliosporos deP. tuberculatumtambém foram encontrados nesta
mesma localidade em outra época do ano e foram inoculadas em pldntas de
camarada mesma procedéncia e dos bidtipos SMA e australiana de flores
rosada, conforme descrito no item 2. Apds a transferéncia para a casa-de-
vegetacdo as plantas foram observadas diariamente durante um periodo de 60

dias.
2.6.2. Estudos moleculares

Dentre os métodos que poderiam ser utilizados para se comprovar a
conexdo hipotetizada, resolveu-se testar pela primeira vez, pelo que se tem
registro, com esta finalidade, uma técnica baseada em procedimentos
moleculares. Foram usados primers ITS (“internal transcribed spacer”), ja que
de acordo com GARDES e BRUNS (1993), a regiao ITS (Figura 1), pode ser
prontamente amplificada com primers universais, a partir de pequenas
amostras de DNA, mesmo que este esteja diluido ou degradado, podendo ser
altamente variavel entre espécies fungicas morfologicamente distintas,
especialmente basidiomicetos e fungos causadores de ferrugem. A extracéo de
DNA das amostras (Tabela 1) foi efetuada empregando-se trés diferentes

metodologias.

ITS1-F

ITS1

sub-unidade
185 ITS

sub-unidade sub-unidade
58S ITS 28S

ITS4

ITS4-B

Figura 1- Representacdo da regido ITS em uma unidade de DNA ribossomal
de fungo e localizac&o aproximada dos primers ITS1, ITS1-F, ITS4
e ITS4-B. (Adaptado de GARDES e BRUNS, 1993).
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Tabela 1- Amostras selecionadas para comparacdo molecular baseada na

amplificacdo da regiao ITS.

Amostra  Espécie Fonte do DNA  Hospedeiro Localidade
1 Prospodium Uredosporos Lantana camara Frade- RJ
tuberculatum
2 P. tuberculatum Uredosporos L. camara Vicosa- MG
3 P. tuberculatum Uredosporos L. camara Alto da Boa Vista-RJ
4 P. tuberculatum Uredosporos L. camara Sao Miguel do Anta- MG
5 P. tuberculatum Teliosporos L. camara Séo Miguel do Anta- MG
6 Lantana camara Folhas L. camara Frade- RJ
7 Aecidium lantanae  Eciosporos L. camara Frade- RJ
8 A. lantanae Eciosporos Lantanaspp. Nova Friburgo- RJ
9 A. lantanae Eciosporos L. camara Bacaxa- RJ
10 A. lantanae Eciosporos L. camara Sao Vicente de Paula- RJ
11 Puccinia lantanae Teliosporos L. camara Peru (W1914- CABI)
12 Puccinia psidii Uredosporos Eugenia jambos  Vicosa- MG
13 P. psidii Uredosporos Eucalyptus Vigcosa- MG
grandis
14 P. abrupta Uredosporos Parthenium México (W1905- CABI)
hysterophorus
15 Rhizoctonia solani Micélio E. grandis Vigcosa- MG
16 A. lantanae Eciosporos L. camara México (W1941- CABI)

Na primeira técnica utilizada, uredosporos coletados no campo tiveram
o DNA extraido com metodologia baseada em YON et al. (1991) e FALEIRO
(1997) e que consistiu no seguinte: Entre 25 a 50 mg de esporos de cada
espécie de ferrugem foram colocados em microtubos (2,0 mL) e macerados
com auxilio de um pistilo de plastico previamente congelado apds o contato
com nitrogénio liquido. Foi adicionado em cada microtubo, 0,75 mL de
tampéo de extracdo constituido de 50 mM de Tris-HCL, pH 7,2; 50 mM de
EDTA, 3% de dodecil sulfato de sédio e 1% Banercaptoetanol. Os
microtubos foram misturados por inversédo e mantidos em banho-maria por 45

minutos, a uma temperatura de’G5sendo agitados suavemente a cada 10
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minutos. As amostras foram centrifugadas a 12000 g por sete minutos,
transferindo-se o sobrenadante para um novo microtubo. Foi adicionado em
cada microtubo 5Qg/mL de Proteinase K (do estoque de 20 mg/mL), seguida
de incubacgédo a 3C por um periodo de 60 minutos. Foi adicionado fenol nos
microtubos a um volume de 1:1. Os tubos foram agitados suavemente e
centrifugados por 4 minutos a 5000 g. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo. Ap6s adicionar um volume de 1:1 da mistura
cloroféormio:alcool isoamilico (24:1), o complexo foi agitado suavemente e
centrifugado por 5 minutos a 5000 g e o sobrenadante foi coletado em um
novo tubo. Uma solucéo de precipitagcdo do DNA (1/10 do volume de acetato
de sédio 3 M, pH 5,2 e 2/3 de isopropanol gelado) foi adicionada ao
sobrenadante final sendo mantido por uma hora a uma temperatur&@e —20
Apés centrifugacdo a 12000 g por sete minutos, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70% (v/v) e uma vez com
etanol 100% (v/v). O precipitado foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 de tampao TE (Tris-HCI 10mM, pH 7,4 e EDTA
1mM), tratado com RNAse na concentracao final degh@lL e incubado por

uma hora a 3T. Apbs este periodo, o DNA foi novamente precipitado e
centrifugado como descrito acima e ressuspendido empulOde TE.A
concentracdo do DNA foi estimada por corrida eletroforética em gel de
agarose a 2%, comparando-se com padrbes conhecidos.

A segunda metodologia, baseada em FULTON et al. (1995) foi usada
para extracdo de DNA de amostras de eciosporos, folhas de lantana e micélio
fungico, e obedeceu aos seguintes passos: Cerca de 50 mg do material (esporo,
folha ou micélio) foi colocado em um microtubo (2 mL) e macerado na
presenca de 20(0L de tampao para micropreparacado [25 mL de tampao de
extracao (0,35 M de Sorbitol; 0,1 M de Tris-Base e 5 mM de EDTA:I48
ml de tampao para lise nuclear (0,2 M de Tris; 0,05 de EDTA-AM de
cloreto de sédio e 2% CTAB); 10 mL de sarcosil 5% e 0,1 g de bissulfito de

sédio]. Foi adicionado ao macerado 3f0de tampao de micropreparacao. Os
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microtubos foram deixados em banho-maria #C6%or 60 minutos.
Adicionou-se a cada microtubo 7Q0L da mistura cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), e misturou-se vigorosamente. As amostras foram
centrifugadas a 10000 g por cinco minutos. O sobrenadante de cada amostra
foi transferido para novos microtubos, sendo adicionado a cada uma delas um
volume de isopropanol gelado. Apés mistura até observacao de precipitacao,
as amostras foram centrifugadas a 10000g durante cinco minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol a 70% (v/v)
por duas vezes. O precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido
em 50 uL de tampao TE, tratado com RNAse na concentragcédo final de
50ug/mL e incubado por uma hora a°87 Apds este periodo, o DNA foi
novamente precipitado e centrifugado e ressuspendido emlLlde TE.A
concentracdo do DNA foi estimada por corrida eletroforética em gel de
agarose a 2%, comparando-se com padrdes conhecidos..

Para extracdo de DNA fungico (eciosporos, uredosporos e teliosporos)
de material foliar herborizado e de folhas infectadas mantidas nas casas de
vegetacao do CABI Bioscience uma metodologia baseada em CUBERO et al.
(1999) foi utilizada: Aproximadamente 50 mg do material (fragmentos foliares
contendo estruturas fungicas) foi colocado em microtubos (2,0 mL) e
macerado apO0s o contato direto com nitrogénio liquido. Foi adicionado ao
material macerado 0,5 mL do tampao de extracdo (1% CTAB; 1 M de cloreto
de s6dio;100 mM de Tris; 20 mM de EDTA e 1% de polipirolidona de
polivinil- PVPP) e misturado vigorosamente por inversdo. As amostras foram
colocadas em banho-maria a°@Opor 30 minutos. Adicionou-se a cada
microtubo um volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), misturando-se
cada um deles por inversédo. As amostras foram centrifugadas a 1000 g durante
cinco minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para um novo
microtubo, ao qual foi adicionado dois volumes do tampéo de precipitagao
(1% de CTAB, 50 mM de Tris-HCI, 10 mM de EDTA e 40 mM de cloreto de

sédio). Ap6s serem misturados por inversdo durante dois minutos 0s
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microtubos foram centrifugados a 13000g durante 15 minutos. O sobrenadante
de cada amostra foi descartado e ao precipitado foi adicionado.3%® 1,2

M de cloreto de sodio e um volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).
Apds misturados vigorosamente os microtubos foram centrifugados a 10000 g
durante cinco minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo
ao qual foi adicionado 0,6 volume de isopropanol gelado. Apés ser misturado
por inversdo cada amostra foi mantida por um periodo de 15 minutos a uma
temperatura de —20. As amostras foram centrifugadas a 13000 g°Ga 4
durante 20 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi descartado e o
precipitado foi lavado com etanol 70% (v/v). O precipitado foi submetido a
secagem a uma temperatura d&C56 posteriormente ressuspendido enul10

de TE. A concentracdo do DNA foi estimada por corrida eletroforética em gel
de agarose a 2%, comparando-se com padrdes conhecidos.

Para amplificacdo de DNA, dois processos distintos foram utilizados.
Numa primeira parte do trabalho realizada no Brasil, a seguinte metodologia
foi empregada. O DNA das amostras foi diluido em agua estéril totalizando
uma aliquota de 38l as quais foram combinadas com a mistura para PCR
contendo: 5uL de tampao 10X, 1.5 mM Mg&l4 uL d-nucleotideos, L
(solucdo de trabalho de | IM) de cada um dos primers ITS1-F (5-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA- 3'; GARDES & BRUNS, 1993) e ITS4-

B (5- CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG- 3’; GARDES & BRUNS,

1993) e L da enzimaTag DNA polimerase. Os passos para amplificacao,
utilizando termociclador, foram constituidos por 35 ciclos de denaturacéo,
anelamento e extensao. A temperatura e tempo para os primeiros 13 ciclos foi
95°C por 35s, 5% por 55s e 1°C por 45s. Entre os ciclos 14 a 26 o tempo de
extenséo foi de 120s e entre os ciclos 27 a 35 de 180s. Apés estes ciclos serem
completos as amostras foram submetidas’@ par 180s e mantidas &G4 As
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,5% e submetidas a eletroforese
em tampéo Tris brometo EDTA- TBE (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
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1995), coradas com brometo de etidio e visualizadas sob luz ultravioleta,
usando o sistema “Eagle Eye II” (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

No CABI Bioscience foram testados dois novos pares de primers apos a
verificacdo de que os primers anteriores ndo apresentavam repetitividade no
padrao de amplificagdo. Utilizou-se inicialmente o par de primers ITS1-F e
ITS4 (5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’; WHITE et al., 1990) e apoés
concentragdo das amostras com cloreto de lito 4 M, o par ITS1
(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3'; WHITE et al., 1990) e ITS4. As
condi¢Oes para a PCR foranuL3(2,5 mM) MgCb, 4 ul (0,4 mM) de cada um
dos dNTP, 2,5L (0,2 uM) de cada primer, 0,2 unidades da enziittaDNA
polimerase e seu tampao 10X, 1 a 5 ng de DNA em um volume finalpde 50
Os parametros para a amplificacdo foram 35 ciclos de denaturacd® po®5
60s, anelamento a %6 por 45s e elongacgdo a’C2por 120s. Apods estes ciclos
estarem completos a amostras foram submetidas’@ p@ 10 minutos e
mantidas a %. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel
de agarose em tampéo Tris acetato EDTA- TAE (SAMBROOK et al., 1989),
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz UV com o programa
“Ultraviolet Products Gel Documentation System, Image Store 5000, Version
7.01".

2.7. Estudos citolégicos

Para verificar a morfologia e estabilidade dos nulcleos de basidias e
basidiosporos dP. tuberculatunfoi utilizada a técnica de coloracdo Giemsa-
HCI (TANAKA et al., 1979). Teliosporos de. tuberculatumarmazenados a
5°C (5% de germinacéo), foram colocados sobre uma gota de agua em
laminulas mantidas dentro de uma placa de Petri contendo ADA e incubadas a
15°C por 48 horas. As laminulas foram retiradas das placas e colocadas para
secar ao ar sobre a bancada do laboratorio, sendo posteriormente submetidas a
técnica descrita por JOHNSTON e BOOTH (1983), com algumas
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modificacfes: As laminulas, contendo os esporos, foram colocadas dentro de
uma placa de Petri contendo 20 mL de solucéo de fixacdo (3 partes de alcool
etilico absoluto + 1 parte de &cido acético glacial) por 12 minutos. Apds serem
lavadas em alcool etilico 95%, as laminulas foram transferidas para placas de
Petri contendo 20 mL de &lcool etilico 70% permanecendo por 30 minutos. Os
esporos foram lavados em agua destilada. As laminulas, com esporos, foram
imersas em &cido cloridrico 1 N por 5 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente imersas em acido cloridrico 1N ¥C68or 7 minutos. Apos

serem lavadas cinco vezes com agua destilada as laminulas foram imersas em
20 mL de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0 por 5 minutos. As laminulas, com o0s
esporos, foram colocadas em placa de Petri com 20 mL de solugdo de
coloragcédo preparada com uma parte de solugdo Geimsa comercial (“Gurr’s
Improved R66/ BDH Limited Poole England”) e 15 partes de tampao fosfato
0,1 M, pH 7,0, permanecendo na solugéo por 90 minutos e lavadas em tampéao
fosfato seguido de agua destilada. As laminulas foram secas ao ar e montadas

em euparal sendo observadas posteriormente sob microscépio 6tico.
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3- RESULTADOS

3.1. Observacdes no campo

Os resultados das visitas a0 campo encontram-se sumarizadas na tabela
2. De modo geral, pode-se observar que uredosporos ocorreram durante todo o
ano e eciosporos e teliosporos ocorreram durante a estacdo quente e fria,
respectivamente. O comportamento Ee tuberculatumno ano 2000 foi
diferente, observando-se uma virtual auséncia de teliosporos na época
esperada e a ocorréncia, apesar de pequena, deste estadio no verdo. A escassez
de teliosporos ao longo de 2000 foi uma importante limitacdo para a execugao

dos estudos citologicos previstos.

3.2. Inoculacdes controladas

3.2.1. Efeito da luz na esporulacéo derospodium. tuberculatum

Vinte e trés dias ap0s a inoculacdo observou-se que as plantas mantidas
no escuro mostraram esporulacdo bem mais abundante e com maior nimero de
pustulas, sendo que nestas plantas houve esporulacdo em ambos os lados das
folhas, o que nado foi observado nas plantas mantidas sob fotoperiodo de 16

horas.
3.2.2. Producgéo de teliosporos

N&do foi observada producdo de teliosporos em qualquer dos
tratamentos, porém as plantas sujeitas ao estresse térmico mostraram

esporulacdo mais abundante e ocasional desfolha devido a severidade das

lesOes foliares.
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Tabela 2- Observacdes da ocorréncia natural de fungos causadores de
ferrugem eni. camara.

DATA FUNGO LOCAL OBSERVACAO

15/06/97  Prospodium tuberculatum Sao Miguel do AntaTeliosporos nas duas faces das
(SMA) folhas

24/06/97  P. tuberculatum SMA Abundancia de teliosporos

22/08/97  P. tuberculatum SMA Uredosporos e teliosporos

12/12/97  P. tuberculatum SMA Apenas de uredosporos

12/03/98 Aecidium lantanae Frade Presenca de eciosporos

25/03/98  P. tuberculatum SMA Uredosporos

27/04/98  P. tuberculatum SMA Uredosporos

12/06/98 P. tuberculatum SMA Uredosporos

28/06/98  P. tuberculatum SMA Uredosporos e teliosporos

14/07/98 P. tuberculatum SMA Teliosporos

17/07/98  P. tuberculatum SMA Teliosporos

24/07/98  P. tuberculatum Frade Uredosporos e teliosporos

21/08/98 P. tuberculatum SMA Uredosporos

24/11/98 A. lantanae/ P. tuberculatumFrade/ SMA Eciosporos e uredosporos

10/07/99  P. tuberculatum SMA Teliosporos

13/04/00 P. tuberculatum SMA Uredosporos

02/05/00  P. tuberculatum SMA Uredosporos

24/05/00  P. tuberculatum SMA Uredosporos

25/06/00  P. tuberculatum SMA Uredosporos

12/07/00 P. tuberculatum SMA Uredosporos

25/07/00  P. tuberculatum SMA Duas folhas com teliosporos

09/08/00  P. tuberculatum SMA Auséncia de teliosporos

22/09/00  P. tuberculatum Curitiba Auséncia de esporos

26/09/00  P. tuberculatum Sao Paulo Auséncia de esporos

29/09/00  P. tuberculatum SMA Uredosporos

17/10/00 P. tuberculatum Vicosa Uredosporos
(Zootecnia/UFV)

24/10/00  P. tuberculatum Vicosa (Pomar/ UFV) Teliosporos em uma folha

27/10/00  P. tuberculatum SMA Uredosporos

27/10/00  P.tuberculatum Vicosa (Pomar/ UFV) Apenas uredosporos

3.3. Germinacdao de teliosporos

Nos tratamentos com perdoxido de hidrogénio e hipoclorito de sddio,
nao houve germinacao dos teliosporos durante o periodo de observacéo. Ja nos
dois experimentos em que se avaliaram a influéncia de diferentes
temperaturas, a germinagao dos teliosporos foi observada. No primeiro ensaio
observou-se ocorréncia de germinacéo apos 24 horas, apenas &@5N020
segundo ensaio, apenas apo0s 24 horas, iniciou-se tanto a germinacdo dos

teliosporos quanto a ejecdo dos basidiosporos (Tabela 3). Segundo os
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experimentos realizados, 5 foi a melhor temperatura para germinacdo de

teliosporos.

Tabela 3- Germinacéo de teliosporos e ejecdo de basidiospdrosspedium
tuberculatumem diferentes temperaturas.

TEMPERATURA ( °C) TELIOSPOROS BASIDIOSPOROS
R1 R2 R3 R1 R2 R3
10 N S S N N N
15 S S S S S S
16 N S N N S S
19 S N S N N N
22 N S N N N N

S= esporos germinados/ basidiosporos ejetados; N= esporos nao germinados/
basidiosporos ndo ejetados

3.4. Método e tempo de armazenamento na germinacdo de

teliosporos

Observou-se queda generalizada na germinagdo dos teliosporos do
fungo independente do método utilizado. A germinacdo dos esporos frescos
gue variava entre 20 e 30%, apds 0 armazenamento, em ambos 0s tratamentos
utilizados, caiu para 5% apoés 30 dias, mantendo esta porcentagem até os 60

dias e atingindo apenas 1% aos 90 dias.

3.5. Inoculacdo de Lantana camara com basidiosporos de

Prospodium tuberculatum

Embora tenha sido observada germinacdo dos teliosporos em todas as
placas de Petri contendo ADA, nao foi obtida infeccao das plantas em nenhum

dos ensaios, ap0s 21 dias da inoculacdo. As amostras de folhas submetidas a
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coloracdo e clareamento mostraram eventuais teliosporos em inicio de

germinacédo sobre as folhas, porém ndo foram observados basidiosporos.

3.6. Conexéao entrédecidium lantanae e Prospodium tuberculatum

3.6.1. Inoculacbes controladas

Nao foi observada producdo de quaisquer sintomas, em nenhuma das
plantas inoculadas, seja com eciosporoé deantanaeou com teliosporos de

P. tuberculatum

3.6.2. Estudos moleculares

Apesar do par de primers ITS1-F e ITS4-B permitir uma amplificacao
mais especifica que os demais testados, jA que foram observadas apenas
bandas referentes aos fungos e nédo do material vegetal, os resultados nao
demonstraram ser repetitivos, e em numerosas reac¢des amplificadas néo foi
possivel visualizar bandas, que apareciam como um arraste, ou simplesmente
auséncia de bandas. Ao contrario, o par de primers ITS1 e ITS4 mesmo
amplificando material vegetal, o qual foi facilmente reconhecido como distinto
das bandas apresentadas pelo material fungico, foi o mais indicado para o
presente trabalho, pela repetitividade dos resultados.

Uma indicacgéo clara de que amostras de uredosporos e teliosgaro de
tuberculatumsao geneticamente diferentes de eciosporoA.dantanaefoi
obtida a partir da visualizagdo de bandas com diferentes tamanhos, situadas
entre 506 e 1018 pares de bases (Figura 2). UredospoRstulegerculatum
apresentaram o mesmo tamanho de banda, assim como a amostra de teliosporo
do mesmo fungo, independente do local de coleta, demonstrando tratar-se do
mesmo fungo. Também as amostras referent&slantanaeprocedentes de

diversos locais, mostraram a similaridade genética desta espécie. O DNA
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amplificado das amostras de lantanaeapresentou o tamanho mais préximo

de espécies do géndroccinia(Figura 3).

A A B B C CDUDE E F F G G

M
-

-
=

Figura 2- Amplificacdo da regido ITS de diferentes espécies, utilizando-se o
par de primers ITS1 e ITS4. M- Marcador Kb DNA, A- uredosporos
de Prospodium tuberculatumFrade, RJ; B- uredosporos dke
tuberculatum S&o Miguel do Anta, MG; C- teliosporos die
tuberculatum Sao Miguel do Anta, MG; D- folhas deantana
camarg E- eciosporos deAecidium lantape, Frade, RJ; -F
eciosporos deA. lantanage Bacaxa, RJ; G- eciosporos de
lantanae S&o Vicente de Paula, RJ.

3.7. Estudos citolégicos

Além da germinacéo dos esporos ter sido baixa, durante o processo de
coloracdo, grande parte do material obtido foi perdido, devido a série de
lavagens requeridas pelo processo. Nao foi possivel observar basidiosporos
isolados, porém observaram-se metabasidias de teliosporos germinados. As
metabasidias observadas continham zero, dois ou até 10 pequenos nucleos. O

tamanho e a forma das basidias também foram bastante variaveis (Figura 4).
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Figura 3- Amplificacdo da regido ITS de diferentes espécies, utilizando-se o

par de primers ITS1 e ITS4. M- Marcador Kb DNA, A- uredosporos
de Prospodium tuberculatumFrade, RJ; B- uredosporos ¢k
tuberculatumVigosa, MG; C- uredosporos &e tuberculatumAlto

da Boa Vista, RJ (provavelmente contaminado com DNA da planta);
D- teliosporos deP. tuberculatum S&do Miguel do Anta, MG; E-
folnas delLantana camaraF- eciosporos dé\ecidium lantane,
Frade, RJ; Geciosporos dé. lantanae Bacaxa, RJ; H- eciosporos
de A. lantanage Sao Vicente de Paula, RJ; |- eciosporosAde
lantanae Meéxico; J- teliosporos d@uccinia lantanag Peru; K-
teliosporos de Puccinia psidi jamboldo, Vigosa, MG; L-
teliosporos dé. psidi eucalipto, Vicosa, MG.

Figura 4- Metabasidias d&rospodium tuberculaturfindicadas por seta).
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4- DISCUSSAO

Véarios dos métodos utilizados por outros pesquisadores na elucidacao
do ciclo de vida de ferrugens, foram estudados neste trabalho. As observacdes
a campo realizadas por cerca de quatro anos, principalmente em Sao Miguel
do Anta, Minas Gerais, ond®. tuberculatumé endémico, permitiram
constatar que apenas os estadios urediniais e teliais ocorrem naturalmente no
campo. Como o0s sintomas e sinais da doenca estao presentes em todas as
estacOoes do ano, as plantas mantiveram-se com baixo vigor vegetativo,
especialmente em épocas secas e frias. O historico da determinacdo da
ferrugem do colmo do trigo causado prccinia graminisPers. F. sptritici
Eriks. E Henn., baseou-se inicialmente na observacdo de fazendeiros e foi
concluido com inoculacbes feitas por De Bary (AINSWORTH, 1976). No
Brasil, um dos mais completos trabalhos realizados sobre a determinagao do
ciclo de vida de uma ferrugem, também foi baseado em observacdes e
inoculacdes. Este trabalho realizado por REZENDE (1986), culminou com a
descricdo de uma nova espéckrospodium bicolorFerreira e Hennen
(FERREIRA e HENNEN, 1986).

O insucesso das diversas inoculagdes visando a producéo de teliosporos
sob condi¢Bes controladas, e a observagcdo do estadio telial durante o periodo
de verdo, mostraram que p&atuberculatumapenas o ajuste de temperatura,
luz e umidade nédo séo suficientes para a producdo deste estadio. Isto sugere a
acdo de outros componentes climatologicos ou algum fator ainda desconhecido
interfira no desenvolvimento desta fase do ciclo de vida do patdgeno em
camara De acordo com ADAMS e LINE (1984), a ocorréncia de temperaturas
baixas em condi¢des naturais tem ajudado na determinagéo do ciclo de vida de
fungos causadores de ferrugens, produzindo estadios até entdo néo verificados.
A observagao a campo e coletaRletuberculatumnos limites de latitude e
altitude de sua distribuicdo, € uma idéia que merece ser explorada em futuros

trabalhos relacionados e este patdégeno, ja que teliosporos sdo facilmente
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encontrados em regides limitrofes como Oaxaca, no México e no estado do
Rio Grande do Sul, no Brasil.

As inoculagcbes em hospedeiros diversos, sugeridas por HENNEN e
FIGUEIREDO (1983) para verificar 9. tuberculatumseria uma ferrugem
heteroécia, foram realizadas por ELLISON (1996). Quarenta e uma espécies
vegetais diferentes, incluindo bidtipos decamara foram inoculadas com
cerca de 20 isolados do fungo procedentes de diversas partes do mundo. Estas
inoculacdes revelaram uma alta especificidade da fase uredinial pelo
hospedeiro. Apenas uredosporos foram produzidos nas interacdes compativeis.

Supbs-se inicialmente gue lantanaepoderia ser o estadio ecidico de
P. tuberculatumda mesma forma que tais conexdes tem sido estabelecidas
para outras espécies, como, por exemplo, quando se comprovAadidieim
plucheae P. Hennings ePuccinia angustatoidedR. Stone correspondiam
respectivamente aos estadios ecidico e telial de uma mesma espécie (SADLER
et al.,, 1996). Foram testadas ferramentas moleculares para elucidar esta
conexdao, ja que os marcadores moleculares criaram uma nova perspectiva para
a ampliacdo do conhecimento genético das populacdes e uma das aplicacbes
dos métodos moleculares em micologia tem sido Util para o estabelecimento de
relacbes taxondbmicas e filogenéticas entre os fungos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995). Os trabalhos utilizando primers ITS, que aqui
representam o uso pioneiro desta técnica para o esclarecimento de uma
potencial conexdo entre diferentes estadios de ferrugens, puderam demonstrar
gue A. lantanae e P. tuberculatumndo pertenciam a mesma espécie,
rejeitando-se a hipétese inicial.

As evidéncias sugerem que. tuberculatumseja uma ferrugem
autoécia. Todas as espécies descritas no género, em torno de 58, sdo autoécias,
sendo que 12 delas sao microciclicas; 19 sdo macrociclicas, sendo a maioria
(12) apresentando écio uredindide e em 27 delas os estadios de écio e picnio
sdao desconhecidos (ARTHUR, J.C., 1922; CUMMINS, 1940;
SHUTTLEWORTH, 1953; FERREIRA e HENNEN, 1986;
BAGYANARAYANA et al., 1998; BERNDT, 1998). Mesmo descricdes mais
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recentes de espécies do géneRrospodium em paises tropicais
(BAGYANARAYANA et al., 1998; BERNDT, 1998), tem relatado a auséncia
dos estadios de de picnio e écio. Para espécies nas quais todos os estadios
(espermogonial, ecidico, uredinial e telial) ocorrem, como é o cade. de
bicolor, todas estas fases podem ser observadas no campo ao longo do ano
(FERREIRA e HENNEN, 1986). Apesar da escassez de teliosporos, no campo,
ter impossibilitado a adequada finalizagcdo dos estudos citdlogicos da
germinacao de teliosporos, estes sugeriram que como a condi¢cdo nuclear da
basidia era instavel, os basidiosporos gerados poderiam ser inviaveis e desta
forma, os uredosporos representariam o Unico estagio funcional no ciclo de
vida desta espécie, a exemplo de outras ferrugens tropicaishNarawvalia
cryptostegiaglCummins) Ono dHemileia vastatrixBerk. e Br. (HENNEN e
FIGUEIREDO, 1984; EVANS, 1993).

Ha de se reconhecer algumas lacunas nos estudos que foram
desenvolvidos. Serd que a observacdo em locais onde os teliospd?Pos de
tuberculatumocorrem com maior frequéncia poderia levar a constatacao de
outras fases no ciclo de vida do patdogeno? A coloracdo dos nucleos dos
basidiosporos comprovaria de sua instabilidade citologica? Seria possivel
utilizar de outros métodos para produzir teliosporos em laboratério? Convém
lembrar que aspectos do ciclo de vidaHlevastatrix uma das ferrugens mais
estudadas no mundo, ainda permanecem obscuros.

Com relacéo ao controle biolégico de plantas daninhas, h4 o exemplo
de duas importantes e bem sucedidas introducdes de fungos causadores de
ferrugem na AustraliaPuccinia abruptaDiet. E Holw. var.parthenicola
(Jackson) Parmelee para o controle Blarthenium hysterophorus. e
Puccinia chondrillinaBubak e Syd. para o controle @aondrilla junceal.,
dos quais ndo eram conhecidas fases do ciclo de vida a semelhaAca de
tuberculatum Como a regiao onde foi realizada a maioria dos estudos (Minas
Gerais), € ecoldgica e climaticamente parecida com a area de possivel
liberacdo do fungo na Austrélia, € provavel que teliosporos ndo tenham um
papel importante no ciclo de vida do patdgeno, em seu hovo habitat.
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Por considerar que os beneficios do controle biologich. dmmara
uma das dez piores invasoras do mundo, suplantasse os riscos envolvidos na
introducdo deP. tuberculatumpara o qual tem-se indicios tdo fortes quanto a
sua especificidade, em fevereiro de 2001, as autoridades quarentenarias da
Australia, decidiram-se por autorizar a introducdo deste organismo naquele
pais. Este serd o primeiro registro de um patdégeno oriundo do Brasil para o

controle bioldgico classico de uma planta invasora na Australia.
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5- RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi o de ampliar os conhecimentos sobre a
interacao entrd.. camarae P. tuberculatume sobre o ciclo de vida deste
fungo.

Observacdes a campo num periodo de quatro anos mostraram que
geralmente os estadios d& tuberculatumocorrem em épocas do ano
diferentes: os teliosporos durante o outono-inverno e os uredosporos durante
todo o ano. Eciosporos de lantanaeocorreram na primavera e no verao.

Plantas de lantana quando inoculadas &ntuberculatuma 25C e
mantidas no escuro, apresentaram sintomas e sinais da doencga mais intensos. A
severidade da doenca aumentou quando as plantas foram sujeitas
artificialmente a baixa temperatura e choque térmico, apesar destes
tratamentos ndo terem induzido a producédo de teliosporos.

Peréxido de hidrogénio e hipoclorito de sodio ndo promoveram a
germinacao de teliosporos e ejecédo de basidiosporos, os quais foram obtidos
guando o fungo foi sujeito a temperaturas especificas por determinado periodo.
A condicdo O6tima para germinacdo e producdo de basidiospord3. de
tuberculatumfoi 15°C de temperatura por periodo de pelo menos 24 horas.
Além da baixa germinacéo, os teliosporos perderam sua viabilidade quando
armazenados tanto &G quanto a —8C. A proporcdo de 20 a 30% de
germinacao inicial, caiu para apenas 1% aos 90 dias de armazenamento.

Plantas de lantana foram inoculadas com basidiosporosP.de
tuberculatum empregando-se trés diferentes processos: deposicdo de
teliosporos germinados sobre blocos de agar, inoculagdo com suspenséo de
teliosporos e ejecao de basidiosporos. A infeccdo das plantas néo foi obtida em
guaisquer dos ensaios.

Apds o insucesso de inoculacdes controladas, foram realizados estudos
moleculares para se verificar a possivel conexao entre as espécigisim
lantanae e P. tuberculatumutilizando-se diversos processos de extracdo e
amplificacdo do DNA e pares de primers ITS. O par de primers mais indicado
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para o trabalho foi ITS1 e ITS4 e obteve-se uma clara indicacao d&. que
lantanaee P. tuberculatunsdo geneticamente diferentes.

As basidias dP. tuberculatunobservadas ap0s técnica de coloracéo de
ndcleos apresentaram tamanho, forma e namero de nucleos variaveis.

Com base nos trabalhos realizados e na informacédo disponivel na
literatura cientifica consultada, sugeriu-se Butuberculatuné uma ferrugem
autoécia com ciclo de vida reduzido, podendo ser introduzida como agente do
controle biolégico classico de camara Sua introducédo na Australia esta ora

em andamento.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE UM ISOLADO DE Corynespora cassiicola
OBTIDO DE Lantana camara E AVALIACAO DO SEU POTENCIAL
PARA O BIOCONTROLE

1- INTRODUCAO

Plantas de lantana com lesGes foliares diferentes de outras observadas
em levantamentos anteriores (BARRETO et al.,, 1995; PEREIRA, 1997),
foram encontradas em Estancia Betania e Guaraguacu, no estado do Parana,
causando severa desfolha nas plantas infectadas. O fungo foi identificado
como Corynespora cassiicol@Berk. e Curt.) Wei, ainda nao relatado &m
camarano Brasil. Corynespora cassiicolé@ um fungo mitosporico, que causa
doenca em folhas, caules, raizes e flores de plantas (SILVA et al., 1995),
porém lesdes foliares sdo os sintomas mais caracteristicos das enfermidades
causadas por este fungo.

A primeira planta coletada com sintomas de lesGes foliares provocadas
por este patogeno faroussonetia papyriferdL.) V. R. P. Wunderlin, na
década de 30 (POLLACK e STEVENSON, 1973). Atualmente a associacdo do
fungo é reconhecida em mais de 70 hospedeiros em diversos paises tropicais e
subtropicais (SILVA et al.,, 1995). Como ataca este grande numero de
hospedeiros e esta distribuida por todo o mundo é considerada por varios
autores como uma espécie cosmopolita e inespecifica (ELLIS, 1971,
POLLACK e STEVENSON, 1973, ONESIROSAN et al., 19749. Brasil,C.
cassiicola € um patégeno importante em culturas comerciais como soja
(ALMEIDA & YAMASHITA, 1976), tomateiro (LEROY e LOURD, 1989),
seringueira (GASPAROTO et al.,, 1988), cacau (DUARTE et al.,, 1978) e
mamoeiro (DUARTE et al., 1983).
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Apesar da aparente inespecificidade apresentada pelo fungo, alguns
autores tem relatado a especificidade de isolado€.deassiicolaa seus
respectivos hospedeiros, e duas racas foram propostas para o fungo: raca 1
(caupi) e raca 2 (soja) (SPENCER e WALTERS, 1969; ONESIROSAN et al.,
1974; DUARTE et al., 1983; SILVA et al., 1998). O reconhecimento destas
categorias intra-especificas @e cassiicolacomo racas é inadequado, tendo
em vista que populagdes de fungos fitopatogénicos semelhantes
morfologicamente e separadas pela especializacdo fisioloégica a nivel de
espécies ou géneros distintos do hospedeiro sdo tratados foomae
specialis(CAMARGO, 1995; HAWKSWORTH et al., 1995).

No controle biolégico classico de plantas daninhas com fungos
fitopatogénicos, tem-se de modo geral utilizado organismos biotréficos, em
especial membros da ordem Uredinales, como agentes do biocontrole, sendo
os fungos hemibiotréficos e necrotroficos utilizados na estratégia de
micoherbicida (TEBEEST et al., 1992; BOYETCHKO, 1997). H& no entanto,
exemplos do uso de fungos hemibiotréficos e necrotréficos em programas de
controle bioldgico classico (TRUJILLO e NORMAN, 1995; KILLGORE et
al., 1999).Mycovellosiella lantanagChupp) Deighton varantanae (DEN
BREEYEN, 1999) tem se mostrado promissor para o controle bioldgico
classico deL. camarana Africa do Sul, enquanto gueeptoria lantanae
Garman (TRUJILLO e NORMAN, 1995) ja foi introduzido no Havai h& varios
anos, nao havendo, no entanto, informacdo disponivel sobre o seu
estabelecimento e efeito sobre a populacdoL.deamara (Comunicacao
pessoal*).

No estudo de um microrganismo candidato a agente de controle
biolégico de plantas daninhas, o primeiro passo é a selecdo de meios de cultura
que sejam eficientes para a producdo de esporos ou outros propagulos
infectivos do microorganismo, e, em seguida deve-se procurar estabelecer as

melhores condi¢gdes para o seu desenvolvimento (CHURCHILL, 1982).

*SMITH, C. Comunicacéo pessoall999. (University of Hawaii).

36



Para viabilizar a producdo massal de in6culo, quatro métodos tém sido
utilizados (JACKSON et al.,1996; ALVES e PEREIRA, 1998). O primeiro
deles € o processn vivo que consiste no uso de plantas hospedeiras, e pode
ser utilizado como meio de producédo de inéculo para patdégenos biotréficos. Os
outros trés métodos consistem na producdo dos fungos em meios artificiais,
sao eles: meios liquidos ou producdo em fermentacao submersa; meios solidos
ou semi-solidos; e, fermentacao bifasica, na qual sédo utilizados meios liquidos
para crescimento vegetativo e em seguida substratos sélidos para a
esporulagao.

A utilizagéo de filtrado fungico tem sido uma ferramenta importante
para determinar a producao de toxinas, diferenciagao de isolados e relagdo com
a doenca produzida por fungos (POUND e STAHMANN, 1951; MAIERO et
al., 1991; PEREZ, 1997), e foi estudada neste trabalho.

Considerando-se a especificidade demonstrada pelo paté@eno
cassiicolaisolado de lantana (C.c.l.)La camara em testes preliminares, este
trabalho teve por objetivo estudar a interacdo entre patégeno e hospedeiro,
para gerar conhecimentos Uteis a serem aplicados no controle bioldgico.

A hipétese testada foi a de que C.c.l. apresentaria potencial para ser
utilizado como agente de biocontroleldecamara Para validar esta hipétese,
efetuou-se: a) a caracterizacdo morfolégica de C.c.l. e a comparacado deste com
outros isolados do patdgeno; b) determinacdo da seguranca do uso do fungo
como agente de biocontrole, através da realizacdo de testes de especificidade;
c) avaliacao de diferentes meios de cultura, luz e temperatura na promogéo de
esporulacdo; d) determinacdo da concentracdo de inoculo adequada para a
obtencdo de um nivel de severidade de doenca adequado para o controle da
planta invasora; e) determinacdo da exigéncia de molhamento foliar para C.c.l.
provocar doenca; f) determinacao do efeito de aplicagcbes repetidas do agente;
g) verificagao da fitotoxidez do filtrado de C.c.l. paracamara h) producéo

de indculo em substratos sélidos.
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2- MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nos laboratorios de Micologia,
Departamento de Fitopatologia- UFV e de Micologia e de Controle Biologico
de Plantas Daninhas, CABI Bioscience, unidade Ascot.

Na maioria dos experimentos, o patdgeno, cultivado no meio de cultura
caldo de vegetais-agar (CVA), (PEREIRA, 1997), e incubado °&, 280
escuro.

Todos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), e na maioria com quatro repeticbes por tratamento. Os
dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, sendo aqueles referentes
as variaveis qualitativas a analise de variancia e os quantitativos a analise de

regressao pelo programa SAS para Windows, versao 6.12.

2.1. Caracterizacado morfolégica do fungo

2.1.1. Morfologia geral

As amostras coletadas em duas localidade do estado do Parana foram
colocadas em prensa botanica com substituicdo periodica das folhas de jornal,
até a sua desidratacdo. Culturas foram obtidas por isolamento direto das
estruturas fuangicas em meio CVA. As amostras herborizadas e as estruturas
produzidas, assim como as culturas em esporulagao foram examinadas macro e
microscopicamente no laboratério de Micologia do Departamento de
Fitopatologia/ UFV. Foram obtidas mensuracdes e feitos desenhos do fungo

em camara clara acoplada a microscopio 6tico Laborlux Leica.

2.1.2. Comparacgéao entre isolados monospaoricos Gerynespora cassiicola

Para confirmar a suposicéo de que isoladdS.dmssiicolgprocedentes

de diferentes hospedeiros teriam uma grande variabilidade quanto ao tamanho
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dos conidios, foi montado um ensaio utilizando-se culturas monoconidiais de
cinco isolados do patdégeno obtidos dos seguintes hospedeiros: horténsia
[Hydrangea macrophylldThunb.) Ser.], lantand.( camarg, soja [Glycine

max (L.) Merr.], tomate I(ycopersicum esculentunMill) e trapoeraba
(Commelina bengalensis.). Foi preparada uma suspensao de esporos,
acrescentando-se Tween 80 a 0,05%, em agua destilada estéril, em placas de
Petri com culturas esporuladas de cada isolado, com idade de 15 dias,
ajustando-se para a concentracdo de 1°xcafidios/mL. Esta suspensdo foi
espalhada sobre uma lamina de microscopia, contendo o meio agua destilada-
agar (ADA), apoiada sobre uma barra de vidro em V, mantida dentro de uma
placa de Petri, contendo na parte inferior um papel de filtro embebido em agua
destilada estéril. Ap6s quatro horas, tempo previamente constatado como
suficiente para a germinacdo dos conidios, estes foram observados sob
microscoépio O6tico. Os conidios germinados e que se apresentavam isolados
foram selecionados em trés categorias de acordo com o tamanho: pequeno
(menores que 8(m), médio (entre 81 e 150m) e grande (maiores que 151

um). Os conidios de cada categoria foram transferidos para placas de Petri
contendo o meio CVA e incubados a°@5por 15 dias. Apds a adicdo de
solucédo de Tween 80 a 0,05% e raspagem das colonias em cada placa, foi
retirada uma aliquota de 0,5 mL da suspensao, a qual foi transferida para um
hemacitometro. Foi observada a porcentagem de cada categoria de tamanho
dos conidios, em cada tratamento, através da mensuracdo dos 100 primeiros

localizados.

2.2. Testes de especificidade

Foram realizados testes de especificidade de isolados de C.c.l. segundo
o meétodo centrifugo-filogenético proposto por WAPSHERE (1974), que
consiste na exposicao inicial de um pequeno grupo de plantas relacionadas

taxonomicamente a da planta alvo e gradualmente a plantas mais
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distantemente relacionadas e plantas cultivadas. Paralelamente utilizaram-se
também isolados do patdégeno obtidos de outros hospedeiros: horténsia,

trapoeraba, tomateiro e soja, 0s quais encontram-se disponiveis na colecdo de
culturas do DFP/ UFV.

2.2.1. Especificidade de isolados d€orynespora cassiicola a lantana,

outros géneros e familias

Foram realizadas inoculacbes com quatro isolado€.deassiicola
obtidos de lantana, horténsia, tomate e trapoeraba, em 24 espécies de plantas
selecionadas por serem relatadas como hospedeiras do fungo e/ou por estarem
incluidas no teste de patogenicidade recomendado para agentes de controle
biologico de L. camara pelas autoridades quarentenarias da Australia
(ELLISON, 1996). As plantas testadas foram as segui@@sca papayal.
(mamaéao), Clerodendron cunninghamiBenth, Commelina bengalensik.
(trapoeraba)Cucumis sativud.. (pepino), Duranta repend.., Glycine max
(L.) Merr.(soja),Gossypiunsp. (algodéaqg)Hevea brasiliensigA. Juss.) Muell.
(seringueira), Hydrangea macrophylla(Thunb.) Ser.(horténsia)l.antana
camaral. (biétipo australiano com flores vermelhaks),camaral. (bi6tipo
australiano com flores rosadak),camaral. (bibtipo australiano com flores
brancas) L. camaralL. (biétipo de Madagascar com flores amarelo-rosadas),

L. camaralL. (biétipo das llhas Galapagos com flores vermelhHasgamara
L. (bidtipo de Vicosa com flores vermelhad)antana glutinosaPoepp,
Lantana lilacina Desf., Lantana pediculatalL., Lantana montevidensis
(Spreng.) Briq., Lippia citriodora Kunth (erva-cidreira), Lycopersicum
esculentumMill (tomate), Manihot esculenteCrantz (mandioca)Nicotiana
tabacumL. (fumo), Phyla nodifloraGreene Sesamum indicun. (gergelim),
Starchytarpheta cayenensis. (gervao-azul), Verbena bonariensisL.
(cambara-de-capoeiradyjcia fabal.(caupi) eVitex trifolia L.

Foi feita uma suspenséao conidial de cada isolado em solugao de Tween
80 a 0,05%, com concentracdo ajustada a 1°xc@fidios/mL, a qual foi
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pulverizada sobre cada uma das plantas até o escorrimento. As plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro 2% 1°C, e apdés 48 horas foram

transferidas para casa-de-vegetacdo, onde o0s sintomas foram observados
diariamente até 8 dias apOs a inoculacdo. As reacdes foram consideradas
positivas (suscetivel) ou negativa (resistente) dependendo da presenca ou

auséncia de sintomas. O experimento foi realizado duas vezes.

2.2.2. Especificidade de isolados d€orynespora cassiicola em folhas

destacadas de biotipos deantana spp.

A patogenicidade de cinco isolados Qe cassiicolade diferentes
hospedeiros (lantana, tomate, horténsia, trapoeraba e soja) procedentes do
Brasil, a folhas destacadas de dezessete bidtiposndanaspp. da colecdo do
CABI Bioscience (Tabela 1), foi verificada. O experimento foi conduzido em
DIC, com trés repeticdes para cada tratamento e cada repeticédo foi constituida
de uma folha. Folhas sadias foram destacadas de plantas selecionadas e
colocadas em placas de Petri descartaveis contendo agua destilada. Cada folha
foi colocada sobre grade plastica permitindo-se apenas o0 contato direto do
peciolo com a agua. A inoculacdo foi feita gotejando-se com seringa
hipodérmica quatro gotas de uma suspensao fungica nas duas faces da folha,
com intervalo de duas horas entre uma aplicacdo e outra. A concentracao do
indculo foi de 1 x 10 esporos/mL suspensos em solucdo de Tween 80 a
0,05%. O controle consistiu de folhas sobre as quais apenas a solucéo de
Tween 80 foi depositada. As folhas foram mantidas por 48 horas em camara de
nevoeiro a 28 e apo6s por mais 12 dias em incubadora’€.28valiacGes
foram feitas aos 2, 3, 7 e 14 dias ap0s a inoculacéo, registrando-se a severidade
dos sintomas, com base em uma escala simplificada de notas de 0 a 2, sendo O-
sem sintomas, 1- menos de 50% da éarea foliar necrosada e 2- mais de 50% da

area foliar necrosada. O ensaio foi realizado duas vezes.
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Tabela 1- Bidtipos deantanaspp. da colecdo do CABI Bioscience utilizadas
no testdn vitro.

ESPECIE COR DA FLOR PROCEDENCIA

Lantana camara Amarela Garden Centre, Inglaterra (1a)
L. camara Rosa Queensland, Austrélia (Ar)

L. camara Branca Queensland, Australia (Ab)

L. camara Vermelhas Queensland, Australia (Ave)
L. camara Rosa Canela, RS, Brasil (Br)

L. camara Rosa Lefkas, Grécia (GLr)

L. camara Rosa Perilades, Grécia (GPr)

L. camara Laranja Korat Dam, Tailandia (TI)

L. camara Laranja Kala Oya, Sri Lanka (Sl)

L. camara Amarelo-rosada Diego Suarez, Madagascar (MDa)
L. camara Amarelo-rosada Perinet, Madagascar (MPa)
L. camara Rosa-claro HavaHr)

L. camara Laranja BelizgBl)

L. camara Vermelho-amarelada GuatemaldGv)

L. camara Rosa-escuro Africa do Sul (ASr)

L. lilacina Violeta Santa Cruz, Bolivia (Bv)

L. montividensis Violeta Queensland, Austrélia (Avi)

2.2.3. Especificidade de isolados deorynespora cassiicola em plantas de

bidtipos selecionados deantana spp.

A patogenicidade dos cinco isolados previamente utilizados, foi testada
em oito bidtipos dé.antanaspp. utilizando-se plantas selecionadas: Ab, Ave,
Mda, MPa,L. camara(flores rosa-escuro) da Africa do Sul,camara(flores
laranja) da Africa do Sul, Bv e Avi. O método utilizado na inoculacéo foi o de
pincelamento das folhas com suspensdo de esporos, numa concentracao
ajustada para 1 x i@sporos por mL, em solucdo de Tween 80 a 0,05 %. O
in6culo foi aplicado nas epidermes abaxiais e adaxiais de trés folhas, por
planta visualmente sadias. ApOs a inoculagcdo as plantas foram mantidas em
camara de nevoeiro com temperatura d@C2@ apds 48 horas transferidas
para casa-de-vegetacdo &#@5onde foram avaliadas nos mesmos intervalos

do ensaio anterior. Este ensaio foi realizado duas vezes.
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2.3. Condi¢Bes culturais 6timas para esporulacdo deorynespora

cassiicola isolado lantana

2.3.1. Meios de cultura para o crescimento micelial e esporulacdo de

Corynespora cassiicola isolado lantana

Foram avaliados os meios de cultura e condi¢cdes de incubacao testados
por PEREIRA (1997), para crescimento micelial e esporulacdo de fungos
fitopatogénicos associadod.acamara Os meios de cultura testados foram:
caldo de vegetais-agar (CVA), extrato He camarasacarose-agar (LSA),
batata-dextrose-agar (BDA), batata-cenoura-agar (BCA). Utilizaram-se placas
de Petri com 8,5 cm de diametro, cada qual contendo 20 mL do meio de
cultura correspondente. No centro de cada placa foi colocado um disco de
micélio com 5 mm de diametro, proveniente de bordas de colénia com 5 dias
de idade, crescido em meio CVA. As placas foram mantidas em incubadoras a
25°C, + 1°C, no escuro, sendo observadas diariamente. O diametro das
colénias foi medido, quando o fungo ocupou toda a superficie da placa em
uma das repeti¢des, constituida de cada placa.

A esporulacéo foi avaliada apds 15 dias pela adicdo de 10 mL solucao
de Tween 80 a 0,05% em cada placa e friccionou-se a superficie do meio com
alca de Drigalsky. O produto da raspagem foi filtrado em gaze. Uma aliquota
de 1 mL foi retirada e depositada em hemacitbmetro para avaliacdo da

concentracao da suspensao.

2.3.2.Crescimento micelial e esporulacao deorynespora cassiicola isolado

lantana com exposicao a luz negra

O efeito da luz negra (nuv) no crescimento micelial e esporulagéo de

C.c.l. foi avaliado em um ensaio utilizando o meio CVA. Os tratamentos, que
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tiveram quatro repeti¢cdes, foram os seguintes: CVA/escuro continuo e CVA/
fotoperiodo de 12 horas sob nuv.

Utilizaram-se placas de Petri com 8,5 cm de diametro, cada qual
contendo 20 mL do meio de cultura correspondente. No centro de cada placa
foi colocado um disco de micélio com 5 mm de didametro, proveniente de
bordas de colonia com 5 dias de idade, crescido em meio CVA. As placas
foram mantidas em incubadoras 8@5no escuro ou fotoperiodo de 12 horas
com nuv.

O crescimento do micélio e a esporulacdo foram avaliados aos 15 dias

COmo no item anterior.

2.3.3. Meios de cultura e temperaturas para esporulacao dgorynespora

cassiicola isolado lantana

A esporulagéo de C.c.l. foi avaliada em trés meios de culturas utilizados
na rotina do laboratério de Micologia do CABI Bioscience, Inglaterra e seis
diferentes temperaturas. Os meios de cultura utilizados foram: agua destilada-
agar (ADA), batata dextrose-agar diluido 5 vezes (1/5 BDA) e suGeagr
(V8), e as temperaturas testadas foram: 10, 15, 20, 25, 2&e@%ungo foi
cultivado inicialmente em placas de Petri contendo meio V8, e apds 5 dias
foram retirados discos de micélio com 5 mm de didmetro. Os discos foram
transferidos para placas de Petri descartaveis com 7 cm, nas quais foram
colocados 15 mL de cada meio de cultura, e as placas foram entdo deixadas em
incubadoras ajustadas para a cada uma das temperaturas mencionadas, no
escuro.

A avaliacao da esporulacéo foi realizada conforme o item 2.3.1.

O experimento foi montado em DIC, em esquema fatorial, com quatro

repeticOes para cada tratamento.
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2.3.4. Meios de cultura e regimes de luz para a esporulacédo de

Corynespora cassiicola isolado lantana

Foram comparados meios de cultura nas formas solida e liquida e dois
regimes de luz: luz continua e auséncia de luz. Os tratamentos foram os
seguintes: a- Czapek-Dox — Cdox (ONESIROSAN et al, 1975; ALMEIDA e
YAMASHITA, 1976) = 2g NaNG@, 1g K,HPOy; 0,59 MgSQ; 0,59 KCI;
0,01g FeSQ 30g sacarose em 1 litro de agua destilada; b- batata dextrose
(BD) e c- caldo de vegetais (CV), aos quais foi adicionado ou ndo 20 g de agar
por litro de meio de cultura. Nos tratamentos com meio soélido foram vertidos
20 mL de meio de cultura por placa de Petri de 8,5 cm de diametro. Nos
tratamentos com meio liquido foram colocados 30 mL de meio de cultura em
erlenmeyers com capacidade de 50 mL. Um disco de micélio fungico com 5
mm de diametro e 5 dias de idade foi colocado no centro de cada placa de Petri
e dentro de cada erlenmeyer. Foram preparadas 12 placas/ erlenmeyers de cada
tratamento sendo que metade foi mantida sob luz continua e a outra metade no
escuro. O experimento foi avaliado em duas épocas, sendo a metade apos 7
dias e a outra metade apds 15 dias depois do cultivo do fungo. Avaliou-se a
esporulacdo pela concentracdo de conidios na suspensdo medida conforme

descrito acima.

2.4. Concentracdo minima de indculo déCorynespora cassiicola

isolado lantana para ocorréncia da doenca

Procurou-se estabelecer a quantidade minima de inéculo de C.c.l.
suficiente para provocar os sintomas da doenca em dois bidtihosalmara
Ab e MPa. As concentracdes de inoculo testadas foram as seguintes: 0, 1 X
10% 1 x 1d, 1 x 16, 1 x 10 e 5 x 16. Inicialmente o fungo foi cultivado em
placas de Petri contendo o meio V8, em regime de escurdCGa®s 15 dias.

Os esporos foram coletados conforme item 2.3.1.
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Foram inoculadas trés folhas em duas plantas de cada bidtipo de lantana
para cada tratamento. A inoculacao foi feita pelo pincelamento da suspenséao
de conidios, com concentracdo correspondente a cada tratamento, nos dois
versos da folha. As plantas foram mantidas em camara de nevoeflc & 25
0,5°C, e apods 48 horas mantidas sob casa-de-vegetacd0.a826xperimento
foi avaliado registrando-se o numero de folhas lesionadas e a queda de folhas

as 48 horas e apods 7 dias ap0s a inoculacao.

2.5. Exigéncias de molhamento foliar deCorynespora cassiicola

isolado lantana

2.5.1. Duracédo do molhamento foliar para ocorréncia da doenca

Foi avaliado o periodo de molhamento foliar necessario para ocorrer
doenca no bidtipo MPa. Utilizaram-se, seis periodos de molhamento foliar: 0,
3, 6,12, 18 e 24 horas, em DIC, com trés repeticdes para cada tratamento. As
folhas de cada planta foram contadas e as plantas foram inoculadas com uma
suspensdo de 1,5 x ®lébnidios/ mL de C.c.l., com um atomizador, levadas a
camara de nevoeiro a5+ 1°C e sendo retiradas de acordo com o tratamento
relacionado. Ao serem retiradas, a parte aérea da planta foi submetida a
secagem com vento ndo aquecido, com auxilio de um secador de cabelos. As
plantas foram conduzidas a casa-de-vegetacdo, onde foram observadas e
avaliadas aos dois e sete dias apods a inoculagdo, com relacdo a porcentagem de

folhas lesionadas e porcentagem de queda foliar, respectivamente.
2.5.2. Atraso no molhamento foliar na ocorréncia da doenca
Foi avaliada a tolerancia de C.c.l. a atrasos de molhamento foliar

refletida na capacidade do inéculo aplicado causar doenca no biotipo MPa.
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Utilizaram-se seis periodos de atraso de molhamento foliar: 0, 3, 6, 12, 24 e 48
horas. O experimento foi conduzido em DIC com quatro repeticbes para cada
tratamento. As folhas de cada planta foram contadas e as plantas foram
inoculadas com atomizador utilizando uma suspensdo com 1%cariiflios/

mL de C.c.l. Apds inoculadas, as plantas foram levadas para a camara de
nevoeiro a 2%C + 1°C, por periodos diferentes de repouso, de acordo com o
tratamento relacionado. Depois de um periodo de 48 horas do inicio do
experimento, as plantas foram retiradas da camara de nevoeiro e conduzidas a
casa-de-vegetacdo onde foram observadas e avaliadas aos dois e sete dias apés
a inoculacdo. Anotaram-se a porcentagem de folhas lesionadas e porcentagem

de queda foliar para cada tratamento, respectivamente.

2.6. Impacto de uma segunda aplicacdo deorynespora cassiicola

isolado lantana no progresso da doenca

Foi verificado o impacto de uma segunda aplicacdo da suspenséao
conidial sobre plantas ja tratadas. Foram selecionadas nove plantas de lantana
do bidtipo Mpa, e estas foram divididas em trés grupos, sendo: a) controle-
nenhuma aplicacdo; b) uma aplicacdo da suspensdo de C.c.l.; c¢) duas
aplicacdes da suspensao de C.c.l. As plantas do grupo b e ¢ foram inoculadas
com atomizador, com uma suspenséo de C.c.l. a uma concentracédo de 1 x 10
conidios/mL, sem haver escorrimento do inéculo. As plantas foram mantidas
em camara de nevoeiro por 48 horas, €251°C. A incidéncia da doenga nas
plantas foi quantificada pela porcentagem de folhas lesionadas apés 48 horas
da primeira aplicagdo. As plantas foram mantidas em camara de crescimento
com temperatura (26) e irrigacdo controladas, a fim de se recuperarem da
melhor forma possivel ao estresse provocado pela primeira aplicacdo. Apos 15
dias, as plantas do grupo ¢ foram novamente pulverizadas com C.c.l. a uma
concentracdo de inéculo de 1 x°®lGnantidas em camara de nevoeiro,

conforme descrito acima e transferidas para camara de crescimento, onde
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permaneceram por mais 15 dias junto com as plantas dos grupos a e b. Apés
este periodo, as plantas foram avaliadas a fim de se verificar o impacto

causado pela segunda aplicacdo do patégeno.

2.7. Verificagdo da fitotoxidez de filtrado de conidios germinados de

Corynespora cassiicola isolado lantana

Testou-se a hipdtese de que o filtrado derivado de suspensao de
conidios de C.c.l. conteria alguma substancia fitotoxica. Para tal, o fungo foi
cultivado em meio CVA e os esporos coletados como descrito no item 2.3.1. A
suspensdo obtida foi filtrada com gaze e transferida para um erlenmeyer, o
qual foi mantido por quatro horas sob agitacdo a temperatura ambiente
aguardando-se assim a germinacdo dos conidios. Obtida a suspensdo de
conidios germinados, estimou-se entdo a concentragdo da mesma. Metade
desta suspenséo foi filtrada utilizando-se um conjunto de filtro Millipore
(0,45um, 25 mm de diametro), para obter o filtrado sem conidios. Foram
montados ao todo trés experimentos.

NoO primeiro ensaio procurou-se comparar o efeito da aplicacdo do
filtrado com outras aplicagdes. Inocularam-se por pincelamento trés folhas
sadias em trés plantas de lantana do biétipo MPa. Os tratamentos foram os
seguintes: a) agua destilada esterilizada; b) filtrado; c) suspenséo conidial de
C. cassiicolana concentragéo de 1 x®1€nidios por mL em agua destilada
esterilizada; d) suspensdo de micélio trituradoCdecassiicolaobtida da
adicdo de 15 mL de agua destilada esterilizada no micélio resultante da
primeira filtragem. Apés a inoculagcéo, as plantas foram mantidas em camara
de nevoeiro a 2& por 48 horas, quando foram avaliadas quanto a incidéncia
de sintomas foliares caracteristicos da enfermidade.

No segundo experimento comparou-se plantas inoculadas ou ndo com o
filtrado fungico, pela porcentagem de folhas com lesfes. Inocularam-se com

atomizador trés plantas de lantana do biotipo MPa para cada um dos
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tratamentos que consistiram em: a) agua destilada esterilizada; b) filtrado; c)
suspensdo conidial d@. cassiicolana concentracéo de 1 x°1€onidios por
mL em agua destilada esterilizada.

Finalmente, foi verificada a reacdo de dois hospedeiros a inoculacéo de
suspensdo de conidios e a aplicacdo de filtrado de dois isoladGs de
cassiicola Foram utilizadas plantas de lantana do bi6tipo MPa e de tomateiro
cultivar Santa Cruz Kada. Em ambas espécies vegetais as plantas foram
inoculadas com: a) suspensao de conidios de C.c.l.; b) suspensao de conidios
de C. cassiicolaisolado tomate; c) filtrado da suspensao de conidios de C.c.l;
d) filtrado da suspenséo de conidiosQlecassiicolaisolado tomate. Foram
utilizadas duas plantas para cada tratamento e foram inoculadas trés folhas/

foliolos em cada planta por pincelamento.

2.8. Producéo de inéculo d€orynespora cassiicola isolado lantana

2.8.1. Substratos solidos para producdo de indculo dE€orynespora

cassiicola isolado lantana

Para a producdo de conidios de C.c.l. em substratos solidos foram
testados: grédos de arroz, milho, trigo, grao-de-bico, caupi, soja e sorgo,
canjiquinha de milho, bagaco de cana picada a 0’%afesidratada e raiz de
mandioca picada a 0,5¢m desidratada.

A metodologia utilizada foi adaptada de POMELLA (1999). O ensaio
foi conduzido em tubos de ensaio, contendo 5 g de cada substrato acrescido de
2 mL de agua destilada, os quais foram tampados com um chumaco de algodao
e autoclavados. Adicionou-se assepticamente a cada tubo 2 mL de micélio com
sete dias de idade, crescido sob agitacdo em meio CV com a concentragao
dobrada e triturado em liquidificador. Os tubos foram incubados sob luz
continua a 2%C durante 15 dias.

A esporulagédo foi avaliada adicionando-se 10 mL de &gua destilada
esterilizada em cada tubo, seguida de friccdo com um palito de madeira e
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agitacdo. Foi retirada uma aliquota de 1 mL da suspenséo e a concentracdo de
conidios foi quantificada com auxilio de hemacitémetro.
O experimento foi montado DIC, com cinco repeticbes para cada

tratamento e cada repeticdo foi constituida por um tubo de ensaio.

2.8.2. Producdo de indculo d€orynespora cassiicola isolado lantana em

substratos solidos selecionados

De posse das informacdes geradas no experimento anterior e pela
facilidade e baixo custo de alguns dos substratos utilizados, quatro foram
selecionados para um novo experimento. Os substratos escolhidos foram:
graos de arroz, raiz de mandioca picada e desidratada, graos de milho e gréos
de sorgo.

O experimento foi conduzido em DIC, com quatro repeticbes para cada
tratamento. As parcelas experimentais constituiram-se de sacos de
polipropileno contendo 100 g de cada substrato acrescido de 80 mL de agua
destilada, os quais foram vedados e autoclavados. Adicionou-se
assepticamente a cada saco de polipropileno trés discos de micélio com 14 dias
de idade, crescido em meio CVA, e as parcelas foram mantidd€,ss2b luz
continua.

A esporulacéo foi avaliada apos 14 dias, de acordo com o item 2.3.1.,
adicionando-se 100 mL de solucdo de Tween 80 a 0,05% em cada saco,
seguido de revolvimento vigoroso com auxilio de um bastdo de vidro e

agitacao.

2.8.3. Fermentacdo difasica liquido-sélido na producdo de inéculo de

Corynespora cassiicola isolado lantana

Foi avaliada a técnica de bandejas utilizada por POMELLA (1999) para
a producdo massal de in6culo. Trés discos de micélio de de C.c.l. com 14 dias

de idade, produzido em meio CVA, foram depositados em erlenmeyers com
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capacidade de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido CV. A seguir, 0S
erlenmeyers foram levados ao agitador orbital a uma velocidade de 100 rpm.
Apés quinze dias, o micélio formado foi triturado em liquidificador por 20
segundos, obtendo-se uma suspensdo homogénea. Foram espalhados 30 mL
desta suspenséo sobre a superficie de caixas plasticas (gerbox) medindo 11 x
11 x 3,5 cm, desinfectados com alcool etilico 70%, forrados com papel
aluminio, contendo 100 mL do meio CVA e mantidos sob luz continuCa 25

A colheita dos esporos iniciou-se apos os trés do inicio do experimento e
consistiu na raspagem da superficie do meio de cultura, com auxilio de uma
espatula de borracha, apos a adicdo de 10 mL de agua destilada esterilizada.
Apds a retirada de uma aliquota os conidios foram quantificados em
hemacitdmetro. Os tratamentos consistiram no tempo de colheita dos conidios:
trés, quatro, sete, oito, dez, 11, e 15 dias apds o inicio do experimento, sendo

dispostos em DIC com quatro repeticbes para cada tratamento.
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3- RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo morfologica do fungo

3.1.1. Morfologia geral

Corynespora cassiicola (Berk. & Curt.) Wei, Mycological Papers34: 5
(1950). (Figura 1)

Lesbes em folhas vivaggigura 2), 0.5-10 mm de diametro, subcircular a
irregular, marrom-escuras circundadas por um halo preto abaxialmente e
centro marrom-claro circundado por halo marrom-escuro a preto adaxialmente.
Micélio interno intracelular, 1-2um de diametro, septado, ramificado, sub-
hialino. EstromaausenteConidi6foros isolados, eretos, retos a encurvados,
nao ramificados, cilindricos, 125-600 x 841/, 5-10 septos, marrom-claros a
marrom-escuros, lisos.Células conidiogénicas integradas, terminais,
holoblasticas com proliferagcdes enteroblasticas, cilindricas, 130- 525 x 8-10
pm, marrom-claras a marrom-escurakoci conidiogénicos distintos,
achatados, espessos e escu@midiossecos, isolados ou em cadeias de 2
conidios, holoblasticos, obclavados a fusiformes, retos a curvados, 54-234 x
12-21 um, 4-12 distoseptos, marrom-claros, hilo espesso, escuro e achatado,

lisos.

Em cultura crescimento relativamente rapido (8 cm diam apés 15 dias) com
coloénias compostas de micélio abundante, cinza, aéreo e cotonoso, esporulacéo
abundante.

Material examinadoVIC. 21991, Estancia Betania, PR, 30 Mar. 1998; VIC

22039, Guaraguacu, PR, 31 Mar. 1998.
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Figura 1-Corynespora cassiicojaonidiéforos (A) e conidios (B). Barra = 50
pm.

Figura 2- Lesdes em folhas e inflorescéncidalgana camaraausadas por

Corynespora cassiicola
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3.1.2. Comparacao entre isolados monospéricos Gerynespora cassiicola

Evidenciou-se inicialmente que os isolados €@e cassiicola
apresentavam uma grande variabilidade quanto ao tamanho de conidios, tanto
dentro como entre isolados, demonstrado pelo alto valor do desvio padrdo em
cada tratamento (Tabela 1). Dentro de cada isolado, culturas monocodiais
procedentes de conidios pequenos, nem sempre apresentaram conidios
menores € 0 mesmo ocorreu quando utilizados conidios médios ou grandes.
Em alguns isolados como os de horténsia, soja e tomate, as menores médias
foram obtidas justamente de culturas conidiais obtidas a partir de conidios
grandes. Ademais, o tamanho maximo de conidio observado foi obtido de
culturas oriundas de um conidio pequeno, como foi 0 caso do isolado lantana.
A variabilidade no tamanho dos conidios foi generalizada dentro da espécie
independente do isolado

Entre os isolados, apesar da grande variabilidade obtida por meio de
300 observagdes, pode-se inferir que o isolado com conidios maiores foi o de
tomate e os isolados com conidios menores foram os de horténsia e soja. O
tamanho médio dos conidios dos isolados horténsia, lantana e soja foi da
categoria mediana (entre 81 e 15f), enquanto para os isolados tomate e

trapoeraba foi de tamanho grande (maiores queudfl

Tabela 1- Comparacdo de diferentes isoladosCdeynespora cassiicola
derivados de culturas monocodiais com conidios pequenos (P),
médios (M) e grandes (G).

Estatistica Isolado Isolado Isolado Isolado Isolado

(um) Horténsia Lantana Soja Tomate  Trapoeraba

P M G P M G P M G P M G P M G

Maximo 260 422 310 525 290 350 403 415 285 575 475 760 335 395 420
Minimo 12 12 12 15 15 20 12 19 12 15 15 15 20 15 25
Média 91 84 79 100 114 128 91 99 71 176 173 162 159 165 160
Desvio 66 71 60 90 67 82 76 67 49 144 122 145 77 101 92
Padréo.
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3.2. Testes de especificidade

3.2.1. Especificidade de isolados d€orynespora cassiicola a lantana,

outros géneros e familias

As lesdes foliares e desfolha iniciaram-se 48 horas apds a inoculagéo
das plantas e C.c.l. causou queda de todas as folhas inoculadas em plantas
suscetiveis. As reacdes foram consideradas positivas, quando houve

aparecimento de sintomas ou negativas, na auséncia de sintomas (Tabela 2).

by

Tabela 2- Reacdes a inoculacdo cruzada com isolado€odgespora
cassiicola

Planta Selecionada Isolado Isolado Isolado Isolado
Lantana Horténsia Tomateiro Trapoeraba

Carica papaya * - - -
Clerodendron cunninghami - - - -
Commelina bengalensis - - - +
Cucumis sativus - - - -
Duranta repens - - - -
Glycine max - - - -
Gossypiunsp. - - - -
Hevea brasiliensis - - - -
Hydrangea macrophylla - + -
Lantana camargAve) - - + -
L. camara(Ar) - +

. camara(Ab) + - - -
. camara(MPa) +
. camara(Vigosa) - - - -
. camara(Galapagos) + - - -
. glutinosa + - - i,
. lilacina - - - -
. montividensis - - - -
L. pediculata - - - -
Lippia citriodora - - - -
Lycopersicum esculentum - - + -
Manihot esculenta - - - -
Nicotiana tabacum - - - -
Phyla nodiflora - - - -
Sesamum indicum - - - -
Starchytarpheta cayenensis - - - -
Verbena bonariensis - - - -
Vicia faba - - - -
Vitex trifolia - - + -

| i e i e N

* . = Sem sintomas, + = Sintomas caracteristicos da enfermidade
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3.2.2. Especificidade de isolados deCorynespora. cassiicola em folhas

destacadas de biotipos deantana spp.

Houve uma grande variacdo quanto a incidéncia e extensdo dos
sintomas provocados por isolados @e cassiicolaem plantas de lantana
(Tabela 3). Em alguns biétipos os sintomas se iniciaram-se em 48 horas e em
outros aos 7 dias apds a inoculacdo. Ap6s 14 dias, as folhas comecaram a ficar
necrosadas e observou-se a colonizagcdo por fungos sapréfitas. C.c.l. foi
patogénico a 10 entre os 17 bidtipod.datanaspp testados (la, Ab, GLr, TI,

Sl, MDa, MPa, Hr, Gv e Asr). Todavia, nestes dez bibtipos suscetiveis, a
extensao dos sintomas néao foi idéntica, sendo que apenas quatro deles (GLr,
Tl, MPa e Hr) apresentaram mais de 50% ou toda a area foliar necrosada. O
isolado obtido do tomateiro foi patogénico a um grande niamero de materiais,
12 dos 17 testados, incluindo Al. (montevidens)s Apenas um dos materiais

(Ab) suscetivel ao isolado lantana, foi resistente ao isolado do tomateiro. O
isolado de horténsia foi patogénico a quatro biétipok. dmmarae ao dd..
montividensis sendo que em Tl a extensdo da necrose foi maior que nos
demais. O isolado de trapoeraba foi patogénico a seis dentre os biétlpos de
camaratestados, sendo o Unico patogénico ao biétipo Ave. O isolado obtido
da soja foi patogénico a oito bibtipos Idecamarae foi 0 Unico que causou

sintomas enh. lilacina.

3.2.3.Especificidade de isolados d€orynespora cassiicola em plantas de

bidtipos selecionados deantana spp.

Alguns dos materiais vegetais que foram suscetiveis a determinados
isolados deC. cassiicolanos testesn vitro envolvendo folhas destacadas,
foram resistentes quando testados vivo (Tabela 4). Confirmou-se a

especificidade de C.c.l. a um numero limitado de biétipos de lantana.
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Tabela 3 Severidade da doenca, em folhas destacaddsamtana spp., aos 2, 3, 7 e 14 dias apo6s inoculacdo de isolados de
Corynespora cassiicola

Isolado Isolado Isolado Isolado Isolado
Lantana Tomateiro Horténsia Trapoeraba Soja

BIOTIPOS DE LANTANA 2x 3 7 14 3 7 14 2 3 7 14 2 3

N

. camara(flores amarelas)- Garden Centre, Inglaterra (la) 0** 1
. camara(flores rosadas)- Queensland, Australia (Ar)

. camara(flores brancas)- Queensland, Australia (Ab)

. camara(flores vermelhas)- Queensland, Australia (Ave)

. camara(flores rosadas)- Canela, RS, Brasil (Br)

. camara(flores rosadas)- Lefkas, Grécia (GLr)

. camara(flores rosadas)- Perilades, Grécia (GPr)

. camara(flores laranja)- Korat Dam, Tailandia (TI)

. camara(flores laranja)- Kala Oya, Sri Lanka (Sl)

. camara(amarelo-rosadas)- Diego Suarez, Madagascar (MDa)
. camara(amarelo-rosadas)- Perinet, Madagascar (MPa)

. camara(flores rosa-claro)- Havai (Hr)

. camara(flores laranja)- Belize (Bl)

. camara(flores vermelhas e amarelas)- Guatemala (Gv)

. camara(flores rosa-escuro)- Africa do Sul (ASr)

. lilacina (flores violeta)- Santa Cruz, Bolivia (Bv)

. montividensigflores violeta)- Queensland, Australia (Avi)

(el NeoNeoNeNe)

(=SS
OCO0OO0OO0OORNRRLPRNOROORO
OORRPRONNREPRRPNONOOROR
OORRPRONNREPRRPRNONOOROR
OCO0OO0OO0OO0OO0OROROOODOOOOO
OO0OO0OO0OO0OO0ORrROROOROOOOO
RPORRPRRPRRRPRPRRRPRLROOOOR
LhORPRPRPRPRRPRPRPRPPRPOOOOR
OO0 O0OO0O0OO0OORRPROODOOOOO
OO0OO0OO0OO0OO0OO0OORRPROOOOOOO
POOOORRFRORNOOOOOOO
RPOOOORRFRORNOOODOOOO
eNeNoNoNecNcNoNeclcNoNoNoNoNoNoNoNe)
lcNeNoNoNecNoNoNoloRoNoNoNoNoNe N N
OCO0OO0OO0OO0OO0ORRROOOORRREO
OCO0OO0OO0OO0OORRPRRPROOOORRERO|x
leNeNoNoNoNoNoNecloNoNecNoNoNoNoNoNe]
ORPPOOOORrROOOOOORrR OO
ORPRRPOOORRPRRPRRPROOOORRE
ORPRPOOORRPRRPRRPROOOORRE

[eNeoNoNoNoll i)

*Irmr—rrrrr-rrr--rrrr

Dias ap6s a inoculacao
**0= Sem sintomas; 1= Menos de 50% da area foliar necrosada; 2= Mais de 50% da area foliar necrosada.
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Tabela 4- Ocorréncia de doenca causada por isoladosrgeespora cassiicolam bidtipos dé.antanaspp.

. montividensigflores violeta)- Queensland, Australia (Avi) - - - - -

BIOTIPOS DE LANTANA Isolado Isolado Isolado Isolado Isolado
Lantana Tomateiro Horténsia Trapoeraba Soja

L. camara(flores brancas)- Queensland, Australia (Ab) +* - - - -
L. camara(flores vermelhas)- Queensland, Australia (Ar) - - - - -
L. camara(flores amarelo-rosadas)- Diego Suarez, Madagascar (MDa) + + - - -
L. camara(flores amarelo-rosadas)- Perinet, Madagascar (MPa) + - - - -
L. camara(flores rosa-escuro)- Africa do Sul (ASr) - - - - -
L. camara(flores laranja)- Africa do Sul (ASI) - + - - -
L. lilacina (flores violeta)- Santa Cruz, Bolivia (Bv) - - - - +
L

*

- = Sem sintomas, + = Sintomas caracteristicos da doenca
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3.3. Condigbes culturais 6timas para esporulacdo deorynespora

cassiicola isolado lantana

3.3.1. Meios de cultura para o crescimento micelial e esporulacdo de

Corynespora cassiicola isolado lantana

O meio de cultura em que ocorreu maior crescimento micelial foi LSA
(Tabela 5). Porém, a maior esporulacao foi verificada no meio CVA. No meio
BDA, que € utilizado tradicionalmente como meio padrdo em diversos

laboratorios, obteve-se a menor esporulacéo.

Tabela 5- Média de crescimento micelial e esporulacacCagnespora
cassiicolaisolado lantana cultivado em diferentes meios de cultura.

MEIO DE CRESCIMENTO ESPORULACAO MEDIA (esp.)
CULTURA MICELIAL (mm) (esp. x 16) log (esp. x p
CVA 7,6 b* 2,40 5,38 a*

LSA 8,5a 0,52 4,70 b

BDA 7.8b 0,20 4,25¢c

BCA 6,9 c 0,51 4,68 b

* Médias seguidas da mesma letra néo diferem pelo teste de Tukey (P=0,01).

3.3.2. Crescimento micelial e esporulacdo d€orynespora cassiicola

isolado lantana com exposicéo a luz negra

O patdgeno apresentou maior crescimento micelial quando cultivado
sob escuro continuo (Tabela 6). Entretanto, ndo se encontrou diferenca
significativa (P= 0,01) quanto a esporulacéo. Pelos resultados, sugere-se que a

luz nuv ndo estimula a esporulacéo de C.c.l.
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Tabela 6- Média de crescimento micelial e esporulacaAcCagnespora
cassiicolaisolado lantana cultivado meio CVA sob dois regimes de

luz
MEIO DE CRESCIMENTO ESPORULACAO MEDIA (esp.)
CULTURA MICELIAL (mm) esp. x 16 log (esp. x Ip
CVAe 7,6a* 2,40 5,38"*
CVAuv 7,1b 1,48 5,16

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,01).

3.3.3. Meios de cultura e temperaturas para esporulacdo deorynespora

cassiicola isolado lantana

Encontraram-se diferencas na esporulacdo, para os meios de cultura e
temperaturas testadas, assim como na interagao entre os dois fatores (Tabela
7), demonstrando a dependéncia entre ambos. Os maiores valores de
esporulacdo foram proporcionados pelo meial\Véntre 20 e Z€.

Foram obtidas equac¢des de regresséo para estimar a melhor temperatura
para a esporulacdo do fungo. Para o meio ADA, a equacao ajustada pela
andlise de regressdo foi: esp= -11,68 + 1,44t — 9,08jo coeficiente de
determinacao (8 foi igual a 0,81. Para o meio 1/5 BDA, foi encontrada esp=
-8,05 + 1,34t — 0,03t R*= 0,80. J& para 0 meio V8, que apresentou maior
esporulacdo no intervalo de temperatura 6tima, encontrou esp= -14, 27 + 1,84t
— 0,04, R?= 0,96. Baseando-se nesta Ultima equacdo, determinou-se que a

temperatura 6tima estimada para esporulacéo foi & 23

Tabela 7- Esporulacdo média (esp.)Gigwynespora cassiicolsolado lantana
[log (esp. x 18)] em diferentes temperaturas e meios de cultura.

MEIO DE TEMPERATURA ( °C)

CULTURA 10 15 20 25 28 35
ADA 0 a* 2,19b 4,59 b 4,74 c 4,55¢ 0
1/5 BDA 219a 5,28 a 537 a 5,56 b 561b 0
V8[ 0a 4,69ab 543 a 6,11 a 6,06 a 0

* Médias seguidas da mesma letra néo diferem pelo teste de Tukey (P=0,01).
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3.3.4. Meios de cultura e regimes de luz para a esporulacdo de

Corynespora cassiicola isolado lantana

N&o foi obtida esporulacdo em qualquer dos tratamentos envolvendo
meio de cultura liguido, em qualquer das duas épocas. Assim, foram
comparados apenas os tratamentos em que se utilizou meio de cultura solido
(Tabela 8). Apesar de o fungo ja apresentar esporulacdo aos 7 dias, 0s maiores
valores de esporulacdo ocorreram aos 15 dias de idade. A exposicédo a luz
continua estimulou o aumento da esporulacdo em praticamente todos o0s
tratamentos. Nas condicdes ideais de tempo e luz, a maior esporulagéo ocorreu

no meio CVA.

Tabela 8- EsporulacéBorynespora cassiicolésolado lantana em diferentes
meios de cultura e regimes de luz, em duas épocas de avaliacao.

MEIO DE ESPORULACAO (7 DIAS) ESPORULACAO (15 DIAS)

esp= log (esp. x 1) esp= log (esp. x 1)
CULTURA COM LUZ SEM LUZ COM LUZ SEM LUZ
CdoxA 5,16 A*a** 0,50Bb 1446 Ab 0,83Bb
BDA 425A a 530Aa 1591 Ab 7,66Ba
CVA 500Aa 3,16 Bab 1990Aa 6,00B a
* Médias seguidas pela mesma letra ndo pelo teste F (P= 0,05).

** Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,05).

3.4. Concentracdo minima de indculo déCorynespora cassiicola

isolado lantana para ocorréncia da doenca

As concentraces de inéculo 0, 1 X ¥ 1 x 10, ndo produziram
sintomas da doenca ou desfolha em quaisquer dos bi6tipos ou repeticdes.
Sumarizou-se os resultados obtidos para as concentracdes acima de 1x10
(Tabela 9). No bi6tipo Ab, ocorreram lesdes foliares e desfolha, em todas as

repetices, apenas na concentracdo de 5°xJ&0para o biétipo MPa, em
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quatro das seis repeticées ocorreram sintomas na concentracdo de & a 10

partir de 1 x 18 em todas as repeticdes ocorreram lesdes foliares e desfolha.

Tabela 9- Efeito da concentracdo de inoculo Glrynespora cassiicola
iIsolado lantana na ocorréncia de doenca e, ou desfolha em dois
bi6tipos deLantana camara.

Biotipo Concentracd Repeticédo Lesdo Lesdo Desfolha Desfolha

0 de indculo (48 horas) (7 dias) (48 horas) (7 dias)
1 - - - -
2 - - - -
1x10 3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6
1 + + + +
2 - - - -
Ab 1x10 3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 - - - -
1 + + + +
2 + + + +
5x 10 3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +
6 + + - +
1 + + + +
2 + + - -
1x10 3 - + - -
4 + + + +
5 + + + +
6 + + + +
1 + + + +
2 + + + +
MPa 1x16 3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +
6 + + + +
1 + + + +
2 + + + +
5x 10 3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +
6 + + + +

* - = Sem sintomas, + = Sintomas caracteristicos da enfermidade
Ab= Lantana camaraidétipo australiano, com flores brancas
MPa=L. camarabittipo de Perinet, Madagascar, com flores amarelo-rosadas
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3.5. Exigéncias de molhamento foliar d€orynespora cassiicola
isolado lantana

3.5.1. Duragao do molhamento foliar para ocorréncia da doenca

Mesmo no tratamento em que as plantas ndo foram colocadas em
camara de nevoeiro, houve repeticdes que apresentaram sintomas da doenca e
também desfolha (Figura 3). Porém, apenas a partir de seis horas comecaram a
ocorrer niveis da doenca superiores a 90% e haver desfolha de mais de 50%.
Plantas apresentando 100% de ocorréncia da doenca e acima de 70% de
desfolha foram observadas quando expostas a um minimo de seis horas de
molhamento foliar. A Unica condicdo em que se obteve um resultado
homogéneo com todas as repeticdes, apresentando sintomas em todas as folhas
e elevada desfolha, foi a de exposicdo das plantas submetidas a 24 horas de

molhamento foliar.

3.5.2 Atraso no molhamento foliar na ocorréncia da doenca

O maximo de incidéncia verificada foi de 60,9% e de desfolha 64,7%,
diferente do que vinha sendo observado em inocula¢cdes anteriores, quando
algumas plantas apresentaram 100% de severidade da doenca e acima de 70%
de desfolha. Algum fator ambiental indeterminado deve ter interferido nestes
resultados. Mesmo assim, em fungdo dos resultados (Figura 4), pode-se
deduzir que a severidade da doenca € inversamente proporcional ao periodo de
atraso de molhamento foliar. Até seis horas de atraso do molhamento foliar
ndo h& muita diferenca nos valores avaliados, entretanto acima deste periodo,
tanto a incidéncia quanto a desfolha vao diminuindo, a ponto de chegarem a

zero no tratamento onde houve 48 horas de atraso.
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Figura 3- Influéncia das horas de molhamento foliar na incidéncia das lesdes
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(A) e desfolha (B) de plantas decamarabiotipo Madagascar com
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Figura 4- Influéncia das horas de atraso do molhamento foliar na incidéncia
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Madagascar com flores amarelo-rosadas inoculadas com
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3.6. Impacto de uma segunda aplicacdo deorynespora cassiicola

isolado lantana no progresso da doenca

Observou-se um nitido impacto resultante de uma segunda aplicacéo
com C.c.l. (Tabela 10). No intervalo entre a primeira e segunda aplicacao,
todas as plantas tiveram pequena rebrota, porém as plantas do grupo a
(controle) tiveram maior desenvolvimento. Apds a segunda aplicacdo uma das
plantas do grupo c (duas aplicacdes) morreu, e as demais tiveram uma rebrota
mais lenta que aquelas dos outros grupos. As plantas controle tiveram
crescimento vigoroso e ocorreu florescimento das plantas em todas as
repeticbes, o que nao ocorreu nos demais grupos, durante o periodo de

observacéo.

Tabela 10- Impacto de duas aplicacbesCarynespora cassiicolasolado
lantana na ocorréncia da doenca (incidéncia).

GRUPOS DE PLANTAS INCIDENCIA MEDIA(%)
Primeira aplicacao Segunda aplicacao

a- Controle 0 -

b- Uma aplicacéo 79,3 -

c- Duas aplicacbes 76,7 100

3.7. Verificagcdo da fitotoxidez de filtrado de conidios germinados de

Corynespora cassiicola isolado lantana

Tanto o filtrado derivado de conidios, quanto a suspenséo de miceélio do
fungo podem levar ao surgimento de sintomas. Houve ocorréncia da doenca
em todas as repeticdes dos tratamentos cujas plantas foram inoculadas com o

fungo. Enquanto nos tratamentos em que a suspensao de conidios ou de
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micélio foi aplicada, a severidade da doenca e a desfolha foram maiores do
gue naqueles onde se aplicou apenas o filtrado.

No segundo ensaio comprovou-se que apesar do filtrado produzir lesdes
caracteristicas da doenca, isto ocorre em menor intensidade (Figura 5). A
média da incidéncia de lesbes foliares dos tratamentos em que se utilizou o
filtrado foi de 14,5%, enquanto que naqueles onde se inoculou a suspenséao de
conidios, ela foi de 69,2%. N&o houve qualquer sintoma na testemunha.

No terceiro ensaio comprovou-se a especificidade do fungo e do filtrado
as plantas de onde cada isoladd&deassiicolase originou (Tabela 11). Todas
as plantas de lantana inoculadas com o filtrado de conidios de C.c.l.
apresentaram lesdes tipicas da doenca, enquanto que quaisquer folhas das
plantas testadas exibiram sintomas, quando inoculadas com o filtrado do
isolado de tomateiro. Apesar da suspenséao de conid@sadssiicolasolado
de tomateiro ter causado sintomas da doengca no tomateiro, 0 mesmo nao

ocorreu quando o filtrado deste isolado foi aplicado.

100 -
s 8 T
2 60 -
%
S 40
[
- 20 - -|- |
0
1 2 3
Tratamento

Figura 5- Ocorréncia de lesdes tipicas (incidéncia) do atagGergaespora
cassiicola isolado lantana, em plantas tratadas com: &agua (1),
filtrado da suspenséo conidial (2) e suspenséao de conidios (3).
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Tabela 11- Incidéncia de doenca em lantana e tomateiro inoculados com
conidios ou filtrado de isolados @®rynespora cassiicola

HOSPEDEIRO Conidios Filtrado Conidios Filtrado
Lantana Lantana Tomate Tomate

Lantana +* + - -

Tomateiro - - + -

* . = Sem sintomas, + = Sintomas caracteristicos da enfermidade.

3.8. Producéo de in6culo d€orynespora cassiicola isolado lantana

3.8.1. Substratos solidos para producdo de indculo dE€orynespora

cassiicola isolado lantana

Apesar de demandar mais trabalho e tempo, a utilizacdo da metodologia
de producédo de in6culo em substratos solidos, permitiu a obtencdo de maior
guantidade de esporos que nas testadas anteriormente. Os conidios produzidos
em sua maioria foram de pequeno tamanho, abaixo denb0Cinco dos
substratos testados apresentaram esporulacdo superior aos demais: graos de
arroz, raiz de mandioca desidratada, grédos de sorgo, graos de trigo e graos de
milho (Tabela 12). O substrato constituido por grdos de arroz, foi o que
proporcionou maior facilidade de recuperacdo de conidios, ja que 0s graos

permaneceram inteiros apos a friccdo com bastdo de vidro.

3.8.2. Producdo de indculo d€orynespora cassiicola isolado lantana em

substratos solidos selecionados

Este método de producdo de inoculo foi superior ao anterior (3.8.1.)
guanto a recuperacdo dos conidios do fungo, devido a maior facilidade de
friccdo e agitacdo dos substratos. Os substratos permaneceram mais coesos,
nao se misturando aos conidios. Aparentemente o tratamento com graos de

arroz mostrou-se mais produtivo, mas esta diferenca ndo foi detectada pelo
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teste estatistico (Tabela 13). Os tratamentos graos de arroz, raiz de mandioca e
grdos de sorgo tiveram as médias igualadas, sendo diferentes apenas do
tratamento constituido por grdos de milho, que foi considerado inferior aos

demais, pelo teste de Tukey (P=0,01).

Tabela 12- Esporulagdo dEorynesporacassiicola isolado lantana em
substratos sdlidos.

SUBSTRATO ESPORULACAO MEDIA (esp.)
esp. x 16 log (esp. x 90
Gréos de arroz 2,36 6,35 a*
Raiz de mandioca 2,15 6,32 a
Gréaos de sorgo 1,79 6,24 a
Gréaos de trigo 1,34 6,12ab
Gréaos de milho 1,23 6,08ab
Canjiquinha de milho 0,76 586bc
Gréaos de caupi 0,47 5,66 c
Gréaos de grao-de-bico 0,45 561cd
Gréaos de soja 0,34 550d
Bagaco de cana 0,28 536d

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P= 0,01).

Tabela 13- Esporulagdo dE€orynespora cassiicola isolado lantana em
substratos sélidos selecionados.

SUBSTRATO ESPORULACAO MEDIA (esp.)
esp. x 16 log (esp. x 90

Gréaos de arroz 2,76 6,42 a*

Raiz de mandioca 1,58 6,20 a

Gréaos de sorgo 1,29 6,09 a

Graos de milho 0,22 525b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P= 0,01).
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3.8.3. Fermentacdo difasica liquido-sélido na producdo de inéculo de

Corynespora cassiicola isolado lantana

Os resultados obtidos ao se empregar esta metodologia foram bastante
inconsistentes, pois a esporulacado encontrada na primeira coleta foi maior que
nas demais. Com excecdo da coleta inicial, todas as demais tiveram uma ou
mais repeticdes com esporulacdo nula. A média da esporulacdo na primeira
coleta foi de 3,12 x TOconidios/mL e na (ltima coleta de 1,87 x*10
conidios/mL, resultados considerados relativamente baixos quando
comparados aos obtidos utilizando outras metodologias, citadas anteriormente.
Pelos resultados, o processo de fermentacdo difasica liquido-sélido, nas
condicbes em que foi conduzido o experimento, foi pouco eficiente para

produzir in6culo de C.c.l.
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4- DISCUSSAO

N&o foi dificil verificar a identidade déorynespora cassiicolasolado
em plantas de lantana, pela primeira vez no Brasil. Embora MEENU e
KAMAL (1998) tenham relatado que nenhuma espéci€a®nesporahavia
sido relatada eniantana spp., BARRETO et al(1995) registraram um
deposito do fung®. cassiicolaproveniente da india no Herbario do Instituto
Internacional de Micologia (IMI 288610). A morfologia do fungo é&m
camaraencontrada no Brasil € similar aquela relatada na literatura (ELLIS,
1971; ELLIS e HOLLIDAY, 1971) confirmando tratar-se @e cassiicola
Trés outras espécies deorynesporaforam descritas em hospedeiros da
familia Verbenaceae (MEENU e KAMAL, 1998), sdo el@orynespora
siwalika (Subram.) M. B. EllisCorynespora viticu$&suo eCorynespora nana
Meenu e Kamal. Essas espécies diferem entre si& dassiicolapela cor,
forma e tamanho de conidioforos e conidios.

Os isolados de diversos hospedeiros apesar de mostrarem diferencas
culturais, apresentaram grande variabilidade no tamanho de conidios,
demonstrando que este critério morfologico ndo seria adequado para a
diferenciacdo de isolados do fungo provenientes de diferentes hospedeiros.
AWOREDU (1969) fazendo um estudo comparativo entre trés isolad®s de
cassiicola sendo dois de seringueira e um de mamoeiro, observou diferencas
nas dimensdes das estruturas reprodutivas. Entretanto, estas diferencas néo
foram suficientes para que os isolados fossem considerados como taxa
diferentes. ONESIROSAN et al. (1974), ao pesquisar isolados provenientes de
20 espécies de plantas de diversas partes do mundo, observaram que estes
foram indistintos nas caracteristicas de tamanho de conidio, forma e
crescimento da cultura, apesar da grande variabilidade do tamanho de conidios
dentro de cada isolado. Variacbes morfologicas e na esporulacdo de isolados
de C. cassicolagprocedentes de seringueira no Sri Lanka levaram a SILVA et
al. (1995) e SILVA et al. (1998) a compararem diferentes isolados do patdégeno

procedentes de diversos hospedeiros e localidades utilizando diferentes
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técnicas baseadas em PCR. Os autores concluiram que ndo haviam diferencas
genéticas detectaveis utilizando-se amplificacdo da regido rDNA-ITS e
posterior digestdo com enzimas de restricdo. Porém, conseguiram agrupar os
isolados quanto a regido de procedéncia com base na andlise de RAPD/PCR.

O teste de especificidade demonstrou que, a excecdo do isolado
proveniente do tomateiro, isolados deste fungo parecem ser restritos a uma
espécie, e, para C.c.l., a alguns biétipos do hospedeiro. Os resultados obtidos
no teste de especificidade utilizando folhas destacadas colocam em duvida a
adequacdo da metodologia utilizada, pois esta parece ter induzido uma
ampliagdo artificial do leque de hospedeiros dos isolados testados. A
especificidade de isolados @e cassiicolapor determinados hospedeiros tem
sido relatada por diversos autores. DUARTE et al. (1983) observaram que
testes de inoculagéo cruzada entre isolados de mamoeiro e cacaueiro nos
hospedeiros mamoeiro, caupi, seringueira e cacaueiro deram resultados
diferentes. O isolado proveniente do mamoeiro infectou mamoeiro, caupi e
seringueira e o de cacaueiro infectou apenas cacaueiro, sugerindo a existéncia
de duas “racas” do patdégeno. SILVA et al. (1998) observaram especializacao
por hospedeiro em isolados de. cassiicola provenientes de diversos
hospedeiros oriundos da Austrédlia e Sri Lanka. SPENCER e WALTERS
(1969) sugeriram a existéncia de duas racaS.dmssiicolapela resposta de
Vigna sinensigTorner) Savi eGlycine max(L.) Merr., pela infeccado de 14
isolados monoconidiais do fungo de diferentes origens, além das diferencas
morfoldgicas e culturais encontradas. ONESIROSAN et al. (1974) consideram
que emboreC. cassiicolatenha um extenso leque de hospedeiros, as racas
hospedeiro-especificas parecem ser numerosas e muito variadas no nivel de
sua especialidade. No entanto, foi observado que ha uma aplicacdo inadequada
da categoria raca pela maioria dos autores. Os resultados do presente trabalho
em que se usou uma abordagem diferente, aplicando-se o teste centrifugo-
filogenético, sugerem a classificacdo do isolado lantana tmmae specialis
dentro da espéci€. cassiicola Parece também que os isolados de horténcia e
trapoeraba merecem o mesmo tratamento, embora para estes testes adicionais
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sejam necessarios. Ha base para se suspeitar q@ eassiicolaexistem
formae specialispopulacdes inespecificas e também racas.

Para C.c.| foi verificado que o melhor meio de cultura para crescimento
micelial foi o LSA e para um incremento na esporulacao os melhores meios de
cultura foram o CVA ou VB, sob regime de luz continua por 15 dias e a uma
temperatura 6tima de 3. Mesmo sobre ADA houve esporulagdo do fungo,
provavelmente em funcdo das reservas disponiveis no proprio disco de
micélio. Com relacdo ao meio CVA, este tem sido um substituto adequado
para 0 meio VB (SANTOS-SEIXAS et al., 2000), proporcionando
crescimento micelial e esporulacédo igual ou superior para diversos fungos,
inclusive paraC. cassiicola Assim, para as condi¢cdes brasileiras torna-se
economicamente mais viavel utilizar o meio de cultura CVA, ja quelo &8
um produto importado e mais oneroso. Alguns autores tem observado
comportamentos diversos d& cassiicolaem funcdo do meio de cultura,
regime de temperatura e luminosidade a que sdo submetidos (ALMEIDA e
YAMASHITA,1976; DUARTE et al., 1983). Os primeiros autores nao
observaram diferencas entre plantas inoculadas com esporos formados sob luz
continua daqueles formados no escuro, concluindo entdo que a infectividade
dos esporos nao € influenciada pelo meio de cultura nos quais foram
produzidos, sob quaisquer condi¢cdes luminosas testadas. Com relacdo a
temperatura ideal para o desenvolvimento do fungo ha uma concordancia
quanto a faixa, entre 20 a’80 Dos 14 isolados dg. cassiicolatestados por
SPENCER e WALTERS (1969), o maximo de crescimento fungico ocorreu a
28°C em meio BDA. Esta mesma temperatura foi considerada ideal para
ONESIROSAN et al. (1974) para promover o crescimento dos isolados por
eles testados.

Pelos resultados relacionados ao periodo de molhamento foliar
necessario para ocorréncia da enfermidade, sdo necessarias seis horas para que
se obtenha o maximo em eficiéncia no processo de infeccdo, e o patdgeno

suporta seis horas de atraso no molhamento foliar. O periodo de molhamento
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foliar exigido para ocorrer a infeccdo do patdégeno é uma variavel bastante
importante, sendo fator limitante para o sucesso de programas de controle
biolégico de plantas daninhas utilizando micoherbicidas, ja que muitos
candidatos necessitam de periodos de umidade muitas vezes acima de 24 horas
(CHARUDATTAN, 1991; CARTWRIGHT e TEMPLETON, 1992). A
limitacdo relacionada ao atraso de molhamento foliar pode ser diminuida pela
escolha do momento de aplicagdo do micoherbicida no campo ou pela
formulacdo com materiais que auxiliam a retencdo de agua na superficie foliar
(CHARUDATTAN, 1991; BOYETTE et al., 1991; GREEN et al., 1998). No
caso de C.c.l. parte-se de um patamar muito promissor, pois sua exigéncia de
periodo de molhamento foliar ndo é elevada.

O impacto causado por uma segunda aplicacao de C.c.l. na producéo da
doenca, sugere a necessidade de mais aplicagbes do agente para o controle da
planta daninha. Esta é uma das caracteristicas de patdgenos utilizados como
micoherbicidas, que requerem aplicacdes sucessivas a fim de aumentar a taxa
de infeccdo e em consequéncia a taxa de progresso da doenca (WATSON,
1991; TEBEEST, 1992; FIGUEIREDO, 1995).

O periodo latente do patdgeno observado sob condi¢cdes experimentais
foi de seis horas, e algumas folhas apresentavam maceracao de tecidos antes
da sintomatologia comumente exibida nas avaliacdes realizadas apos 48 horas
da inoculagdo. Isto sugeriu a participagao de alguma toxina secretada por
conidios do fungo, ja que na grande maioria dos experimentos apenas esta
estrutura de infeccdo havia sido usada como indculo. Alguns autores relataram
a presenca de uma toxina secretada pelo micéli dassiicolacultivado em
meio de cultura liquido (ONESIROSAN et al., 1975; SARMA e NAYUDU,
1975). O primeiro grupo considerou que a toxina seria um composto hidrofilo
enquanto o segundo considerou que era hidrofébico e soluvel em solventes
como benzeno e acetato de etila. BRETON et al. (1997) estudando isolados de
C. cassiicolade seringueira conseguiram extrair uma toxina de conidios
germinados na agua e concluiram que a toxina secretada pelo fungo pode ser
conduzida célula a célula e causar os mesmos sintomas foliares que inoculagéo
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direta com conidios. No presente trabalho, a producdo de sintomas
caracteristicos da doenca como consequéncia da inoculagcdo com o filtrado,
demonstrou a presenca de uma toxina secretada pelos conidios, com a mesma
especificidade pelas plantas que a exibida pelo isolado. Abre-se entdo uma
perspectiva para investigacdo, com a possibilidade de isolamento,
caracterizacdo e a sintese da substancia ativa para uso como herbicida
especifico.

O fungo nao esporolou em meio liquido e foi obtida uma baixa
esporulagcdo quando utilizada fermentacdo bifasica empregando uma
modificacdo do método das bandejas. Para alguns autores, apesar de meios
liguidos serem os preferidos na producdo massal de bioherbicidas comerciais,
a maioria dos candidatos, principalmente os hifomicetos, ndo produzem
esporos neste tipo de meio de cultura (VEZINA, 1965; PFIRTER et al., 1999).
C.c.l. esporulou bem em meio solido e os melhores substratos foram graos de
arroz, raiz de mandioca e grdos de sorgo, todos eles de facil aquisicdo e
relativamente baratos. Mesmo a esporulacdo em bagaco de cana foi bastante
satisfatéria, possibilitando a sua utilizacdo em situacBes onde este material for
de facil obtencéo. Isto atende o proposto por CHURCHILL (1982): “a meta da
producdo em massa de microorganismos a um baixo custo econdémico pode ser
obtida pelo uso de produtos agricolas brutos que séo realmente disponiveis em
guantidades ilimitadas.” De acordo com ALVES e PEREIRA (1998), a
producdo de fungos sobre substratos solidos € a forma mais comum em uso,
por ndo necessitar de tecnologia sofisticada como a exigida pela fermentacao
liguida, podendo ser usada para a producdo artesanal e semi-industrial de
patogenos. O arroz tem sido testado e utilizado como substrato em
fermentacdo solida para producdo de in6culo em diversas pesquisas
envolvendo controle biolégico de insetos e plantas daninhas (GREEN et al.,
1998; ALVES e PEREIRA, 1998; POMELLA, 1999). Este cereal parece ser o
substrato com maior viabilidade de utilizacdo, por ser de mais facil manuseio e

obtencao que os demais substratos avaliados.
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5- RESUMO E CONCLUSOES

O fungo Corynespora cassiicolaainda nao descrito erhantana
camara no Brasil, foi encontrado no estado do Parana, causando manchas
foliares e desfolha na invasofzorynespora cassiicolé patogénico a mais de
70 hospedeiros em diversos paises, por isto é tido como um fungo inespecifico.
Porém, segundo alguns estudos, determinados isolados da espécie possuem
especificidade a seus hospedeiros. Procurou-se caracterizar, determinar as
condicbes ideais para o crescimento e esporulacdo deste isolado, estudar a
interacdo com lantana e desenvolver-se método eficiente para a producdo de
in6culo, buscando-se o controle bioldgico da planta daninha. A maioria das
etapas necessarias para o desenvolvimento de um micoherbicida foram
cumpridas.

Isolados do fungo de diferentes hospedeiros (horténsia, lantana, soja,
tomate e trapoeraba) apresentaram variagcdes quanto as caracteristicas culturais
e tamanho de conidios. Mesmo partindo de culturas monoconidiais com
classes de tamanho de conidio pré-estabelecido, a variacdo dos tamanhos de
conidios produzidos posteriormente, a partir de cada isolado foi muito grande.
Concluiu-se que o tamanho de conidios ndo é uma caracteristica adequada para
distinguir isolados diferentes.

Foram realizados trés testes de especificidade: inoculagdes cruzadas
entre quatro isolados de. cassiicolaem 24 espécies de plantas, testes “in
vitro” e “in vivo” com isolados do fungo em bibtipos selecionados de lantana.
Os testes demonstraram a especificidade de Clc.tamara Dos 17 bibtipos
testados delLantana spp., 0 isolado foi patogénico a dez, porém, com
variabilidade na severidade da doenca. Pelas caracteristicas da interacéo
sugere-se classificar o isolado lantana céonmae specialislentro da espécie
C. cassiicola

Foram realizados ensaios para avaliar meios de cultura, temperatura e
luminosidade para melhor crescimento micelial e esporulagcdo de C.c.l. O

melhor meio de cultura para promover o crescimento micelial foi o LSA,
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constituido de folhas de lantana, sacarose e agar. As melhores combinacfes de
meio de cultura e luminosidade para incrementar a esporulacédo foram os meios
CVA (caldo de vegetais-agar) ou M8mantidos sob luz continua por um
periodo de 15 dias. Para as condi¢cdes brasileiras, o meio de cultura mais
indicado para utilizacéo foi o CVA, por ser um substituto adequado @oA/8

faixa de temperatura ideal para a esporulacdo do fungo foi entre 2C.e 28
sendo a temperatura 6tima estimada efe 23

A concentragdo minima de conidios na suspensdo a ser usado como
inbculo para provocar doenca foi de 1 x°1€onidios/ ml, porém a
concentracéo a partir de®igarantiu melhores resultados.

Quando expostas a um minimo de seis horas de molhamento foliar,
plantas de lantana inoculadas com C.c.l. apresentaram 100% de ocorréncia da
doenca e acima de 70% de desfolha. Até seis horas de atraso no molhamento
foliar, apds a inoculagéo, a infeccdo néo foi prejudicada.

Verificou-se que além de conidios do fungo também suspensdo de
micélio fungico e filtrado derivado de conidios germinados podem provocar 0s
sintomas da doenca. Aplicacdes com o filtrado deram indicios da presenca de
uma toxina excretada pelos conidios germinados do fungo. Plantas inoculadas
por uma segunda vez apresentaram maior severidade nos sintomas e
dificuldade no desenvolvimento, ocasionalmente podendo chegar a morte. Nao
houve esporulacdo em meio liquido e a fermentacao bifasica ndo foi adequada
para a producdo de conidios de C.c.l. Este isolado, porém, esporulou bem em
substratos solidos. Os substratos sobre os quais o fungo esporulou melhor
foram graos de arroz, raiz de mandioca e graos de sorgo. O arroz parece ser o
substrato mais adequado por ter induzido a esporulacdo mais abundante, ser de
mais facil manuseio que os demais avaliados.

Este conjunto de informac¢bes evidencia dDe cassiicolaf. sp.
lantanaetem grande potencial para o desenvolvimento de um micoherbicida

para o controle de. camara
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