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1. RESUMO

A cultura do ché na regido do Vale do Ribeira esta localizada ao Sul do
Estado de S&o Paulo, onde se concentra uma grande area de Floresta Mata Atlantica do Brasil.
A ‘Queima dos fios’ causada pelo fungo Rhizoctonia binucleada (Ceratobasidium spp.; sin.
Pellicularia koleroga) € a principal doenca que ataca a cultura. A espécie deste fungo ainda
ndo é totalmente conhecida, bem como as informac6es sobre sua biologia. Deste modo, o
objetivo do presente trabalho foi elucidar aspectos da biologia do fungo, realizando a
caracterizacdo citomorfoldgica, cultural, patogénica e molecular de Rhizoctonia binucleada
associada a queima dos fios do cha no Vale do Ribeira - SP. Em uma &rea de cultivo do cha,
rodeado por um fragmento de Floresta Mata Atlantica, realizou-se a coleta de ramos e folhas
atacadas pela queima do fio e o isolamento em laboratério, obtendo cinco isolados com
caracteristicas especificas de Rhizoctonia spp. Verificou-se que todos os isolados
apresentaram dois nucleos por célula, sendo considerados binucleados. A inducdo da fase
teleomorfica foi realizada, mas ndo houve sucesso na formagdo completa das estruturas

sexuadas de Ceratobasidium spp., porém, houve escassa formacao de himénio e metabasidios



por alguns isolados, nos meios de cultura Batata dextrose &gar, Agua agar, Corn meal agar e
Czapeck dox agar, sob maior ocorréncia na condicdo de fotoperiodo 12h luz/12h escuro a
24°C. Todos os isolados do chd ndo apresentaram interacdo de anastomose de hifas com os
isolados padrdes de Rhizoctonia binucleada GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q, ndo pertencendo a
estes grupos. A compatibilidade somética entre os isolados do cha apresentaram a formacéo de
trés grupos de compatibilidade somatica: GCS-1, GCS-2 e GCS-3 entre os cinco isolados,
apresentando similaridade entre as reacGes microscopicas e macroscopicas. As caracteristicas
morfoldgicas das coldnias também permitiram a formacg&o de trés grupos morfolégicos: GM-1,
GM-2 e GM-3, representados pelos mesmos isolados dos GCS. A faixa de temperatura 6tima
de crescimento micelial do fungo e para o desenvolvimento da doenga foram em torno de
25°C. O teste de patogenicidade confirmou-se o postulado de Kock. As andlises filogenéticas
da regidao ITS 5.8 rDNA demonstraram que os isolados do ch& agruparam-se com outros
isolados de Ceratobasidium spp. do cha depositados no GenBank, apresentando variabilidade

entre si, sendo diferentes de todas as outras espécies conhecidas do género até o momento.
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2. SUMMARY

The tea culture in the Vale do Ribeira is located in south of Sao Paulo State which
concentrates the large area of Brazil Atlantic Forest. The ‘Thread blight ' caused by the fungus
binucleate Rhizoctonia (Ceratobasidium spp.; Sin. Pellicularia koleroga) is the main disease
that attacks the culture. The species of this fungus is not yet fully known, as well as
information about its biology. Thus, the aim of this study was to elucidate the fungus biology,
by the characterization of cytomorphological, cultural, molecular and pathogenic binucleate
Rhizoctonia associated with the tea thread blight in the Ribeira Valley - SP, Brazil. In a area of
growing tea, surrounded by a fragment of Atlantic Forest was collect branches and leaves
attacked by thread blight and forwarded by laboratory isolation, obtaining five isolates with
specific characteristics of Rhizoctonia spp. It was verified that all isolates showed two nuclei
per cell being considered binucleate. The teleomorph induction was performed, but there was
no success in the complete formation of sexed Ceratobasidium sp structures. However, there
was scarce formation of hymenium and metabasidias by some isolates in culture medium

Potato dextrose agar, Water agar, Corn meal agar and Czapeck dox agar, under increased



occurrence in photoperiod condition 12h light /12h dark at 24 ° C. All isolates of tea showed
no interaction of hyphal anastomosis with the standard isolates of binucleate Rhizoctonia GA-
A, GA-Bo, GA and GA-P-Q not belonging to these anastomosis groups. The somatic
compatibility among isolates of tea showed the formation of three somatic compatibility
groups: GCS-1, GCS-2 and GCS-1 among the five isolates showing similarity between the
microscopic and macroscopic reactions. The morphological characteristics of the colonies also
allowed the formation of three morphological groups: GM-1, GM-2 e GM-3, represented by
the same isolates of GCS. The optimum temperature of mycelial growth and development of
disease have been around 25 °C. The pathogenicity test has confirmed by the postulate Kock.
The Phylogenetic analysis of the rDNA ITS region 5.8 showed genetic variability among
isolates of tea and clustered with other isolates Ceratobasidium spp. Tea deposited in
GenBank.

Keywords: Binucleate Rhizoctonia, Somatic vegetative compatibility, Pathogenicity.



3. INTRODUCAO

Os chés produzidos a partir de folhas de Camellia sinensis L.
constituem a bebida mais consumida no mundo e sdo produzidas anualmente cerca de trés
bilhdes de toneladas de cha, sendo 78% preto, 20% verde e 2% semifermentado (RUAN et al.,
2007 apud LIMA et al., 2009, KHAN; MUKHTAR, 2007 apud LIMA et al., 2009).

O cultivo do cha originou-se na China, provavelmente trazido das
cordilheiras do Himalaia, e espalhou-se para o Japdo, Asia Central e Russia. Os navegadores
portugueses exerceram papel primordial na difuséo do cha pela Europa (PEREZ, 2007).

No Brasil, a cultura do cha foi introduzida no Rio de Janeiro por D.
Jodo VI e espalhou-se para Minas Gerais, S&o Paulo e Parand (OSAWA, 1990 apud LIMA et
al., 2009). Atualmente, a principal regido produtora do cha no Brasil € o Vale do Ribeira, no
Estado de S&o Paulo, principalmente os municipios de Registro, Pariquera-Acu e Cajati, sendo
a colonizagdo japonesa a grande responsavel pela expansdo dessa cultura na regido (LIMA et
al., 2009).



Cerca de 99% do ché& exportado pelo Brasil, em 2006, foi produzido no
Estado de S&o Paulo (PEREZ, 2007 apud LIMA et al., 2009). A cultura do cha tem grande
importancia socioecondmica para a regido do Vale do Ribeira, onde se concentram 85% da
area cultivada no pais (FURTADO, 2005). Entretanto, a area de producdo de cha na regido
vem diminuindo a cada ano. Segundo dados da CATI/IEA, nos ultimos 20 anos a area e
producdo de chd no Vale do Ribeira cairam cerca de 30%, e gradativamente os produtos de
menor qualidade vém perdendo mercado e levando ao abandono dos chazais (PEREZ;
FREITAS, 2003).

Vérios aspectos agrondmicos da cultura do cha estdo fortemente
ligados a producéo e qualidade do produto final, sendo influenciada por varios fatores do
ambiente, como a altitude, tipo de solo, temperatura, umidade do ar, nutricdo da planta e o
ataque de pragas e doencas (GUOHUA et al., 1995; KONISHI et al., 1985; FERRARA et al.,
2001; VENKATESAN; GANAPATHY, 2004; LIMA et al., 2009).

Vérias doencas atacam a cultura do cha, e sua identificacdo, manejo e
controle sdo essenciais, pois algumas ocorrem diretamente nas folhas novas e nos brotos,
podendo afetar tanto a produtividade, como a qualidade, sendo a deterioragdo da qualidade
diretamente proporcional a severidade da doenca, causando decréscimos na quantidade de
fendis, catequinas, nitrogénio total, amino&cidos e clorofila (GULATI et al., 1999).

A principal doenga que ocorre na cultura do cha é conhecida como o
mal dos fios ou queima dos fios e desperta bastante preocupacdo dos teicultores. Os principais
danos sdo verificados nas folhas e ramos novos, que constituem matéria-prima para a
indUstria, podendo provocar perdas de até 20% na producdo (FURTADO, 2005).

Atualmente, as espécies causadoras da queima-do-fio em diversas
plantas arboreas estdo agrupadas no género Ceratobasidium (ROBERTS, 1999). Fungos do
género Ceratobasidium sdo Basidiomicetos que tem como fase anamorfica espécies
binucleadas de Rhizoctonia (SNEH et al., 1991; GARCIA et al., 2006).

A queima do fio associado com fungos do complexo de espécies
Ceratobasidium spp. é considerada uma doenca de planta emergente para as espécies
cultivadas no Brasil (CERESINI et al., 2012).

A etiologia do patdgeno agente causador da doenca queima do fio no

cha é ainda desconhecida. Recentes anélises filogenéticas de uma populacdo de isolados do



ch& indicaram ser uma nova espécie de Ceratobasidium spp., diferente de todas as espécies
conhecidas no mundo (CERESINI et al., 2012). Contudo, ainda ndo ha descricdes das
caracteristicas morfoldgicas e culturais do fungo publicadas.

Os conceitos mais discutidos de espécies sdo: a) especie morfoldgica,
onde 0s organismos séo agrupados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas; b) espécie
bioldgica, que se baseia principalmente na capacidade dos individuos se cruzarem
naturalmente; e c) espécie filogenética, que se define de acordo com as relacGes de
ancestralidade entre os organismos (MAYDEN, 1997 apud BASSETO, 2006). Em fungos, o
conceito filogenético tem se mostrado eficaz e por isso vem sendo mais usado no processo de
identificacdo de espécies (TAYLOR et al., 2000 apud BASSETO, 2006).

Embora a andlise filogenética seja mais eficaz e rapida, informacoes
das caracteristicas morfoldgicas, culturais e patogénicas do patégeno, s&o muito importantes
para o melhor entendimento da sua biologia e o desenvolvimento da doenca. Devido a
escassez de informacdes sobre 0 agente causal da doenca queima do fio no cha, o presente
trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo citomorfologica, cultural, patogénica e
molecular de isolados de Rhizoctonia binucleada, associada ao cha no Vale do Ribeira - SP.

Acredita-se que a informacdo gerada por esta pesquisa possibilitara

importante contribui¢do para o conhecimento da biologia do fungo agente causal da doenga.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A queima do fio e seus hospedeiros

O nome queima do fio foi primeiramente aplicado para a doenca no
cha no Norte da india e vem sendo utilizado como designacio para outras doencas de varias
espécies de arvores e arbustos nas quais manifestam pela formacdo do filamento branco a
marrom do fungo nas folhas, galhos e ramos pequenos (WOLF; BACH, 1927).

Os sintomas caracteristicos da queima do fio em vérias plantas
cultivadas e a formagdo de corddes miceliais finos em ramos e galhos, as folhas tornam-se
escuras, secam e ficam penduradas no ramo pelo micélio do fungo (WOLF; BACH, 1927,
LOURD; ALVES, 1997; FURTADO, 1997). Em algumas culturas como citros e maca ha a
producdo de esclerddios nos ramos e galhos (WOLF; BACH, 1927; LOURD; ALVES, 1987).

A lista de hospedeiros da queima do fio no mundo € extensa. Desde 0
ano de 1900, o fungo tem sido observado em plantas ornamentais e frutiferas da familia das

Annonaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Rosaceae, Teaceae e em diversas outras Familias de



plantas em vérios paises da América, América do sul, Africa e Asia (WOLF; BACH, 1927;
ROSSET] et al.,1982).

No Brasil a doenca ja foi descrita afetando diversas familias de plantas
e culturas de importancia econémica como o ché (Camellia sinensis), caqui (Diospyrus kaki),
graviola (Anona muricata), cupuagu (Theobrotna graridflorunr), pimenta do reino (Pipper
nigrum), cacau (Theobroma cacao), citros (Citrus sp.), café (Coffea ardbica), manga
(Mangifera indica), abacate (Persea atriericann), seringueira (Hevea brasiliensis), nim
(Azadirachta indica), Mogno Africano (Khaya ivorensis), coco (Cocos nucifera), banana
(Musa sp.) e outras plantas ornamentais arbustivas como Ficus sp, Mussaenda alicia,
Codiaeum sp. e Ixora coccinea (GONCALVES, 1963; ROSSETI et al.,1982; LOURD;
ALVES, 1987; FURTADO, 1997; BENCHIMOL et al., 2001; PEREIRA et al., 2003;
BENCHIMOL; BASTOS, 2004).

A lista de frutiferas atacadas pela queima do fio, estabelecida a partir
das observacdes feitas no municipio de Manaus, regido floresta amazonica e dos relatos
anteriores, chega a mais de 27 espécies pertencentes a 12 familias boténicas diferentes
(LOURD; ALVES, 1987; BENCHIMOL et al., 2001; BENCHIMOL; BASTOS, 2004).

A queima do fio € de comum ocorréncia nos trépicos e de rara
ocorréncia nos paises de clima temperados (WOLF; BACH, 1927). E interessante notar que a
ocorréncia da doenca queima do fio em varias plantas hospedeiras geralmente esta situada em
locais rodeados por florestas densas (WOLF; BACH, 1927; LOURD; ALVES, 1987;
FURTADO, 1997; BENCHIMOL et al., 2001). Na Florida, os pomares eram rodeados por
pantanos densamente arborizados e por causa da floresta circundante, tornava-se impossivel a
evaporacdo do ar carregado de umidade (WOLF; BACH, 1927).

No Brasil a queima do fio é frequente em regides de alta precipitacdo e
temperaturas elevadas como nas florestas tropicais da Amazbnia e da Mata Atlantica,
ambiente propicio para a ocorréncia da doenca (FURTADO, 1997; LOURD; ALVES, 1987,
SOUSA et al., 2009).
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4.2. Etiologia da queima do fio

A identidade dos agentes causais da queima do fio em varias plantas
hospedeiras ainda ndo é totalmente conhecida. Segundo Wolf e Bach (1927), esse fungo foi
primeiramente descrito em 1875/1876 por Cooke, de cole¢des de café enviados da india. Ele
considerou como um Hyphomycete e designou-o como Pellicularia Koleroga. Em 1910, Von
Hohnel redescreveu o fungo do tipo Cooke e atribuiu a ele 0 nome de Corticium koleroga. Em
1911, Fawcett comparou o fungo da queima do café em Porto Rico com espécimes enviados
da india e considerou-os idénticos.

Continuando as observagdes de Wolf e Bach (1927), o fungo da
queima do fio nas Pomaceas como maca, pera e marmelo no Sul dos Estados Unidos foi
identificado em 1907 por Stevens, como um Hypochnus ochroleucus. Noack, em 1898 foi o
primeiro a observar no Brasil o fungo em plantas de Pomaceas e também o identificou como
H. ochroleucus. Em 1918, Burt observando as caracteristicas morfologicas e culturais de
espécimes do café e de plantas pomaceas considerou-os como sinénimos de Corticium
Kolorega e Corticium stevensii e Hypochnus ochroleucus.

Em 1935, quase duas décadas depois, Rogers reorganizou quatro
taxons, alguns destes incluiam uma complexa mistura de género e espécies reconhecidas por
um amplo ancestral do género Corticium ou Hypochnum, propondo o Género Ceratobasidium
(GARCIA et al., 2006).

De acordo com a literatura brasileira, os agentes causais da queima do
fio em diversas plantas da Regido Amazdnica e de Mata Atlantica s&o classificados como
Pellicularia Koleroga, Corticium Koleroga, Corticium stevensi, Corticium sp.,
Ceratobasidium stenvesii e Ceratobasidium anceps (KIMATI et al., 2005), contudo ainda ha
escassez de informacOes sobre as caracteristicas morfoldgicas, culturais e moleculares dos
agentes causais da doenca nas diversas plantas hospedeiras no Brasil.

Na cultura do cha o agente causal da queima dos fios ja foi
denominado como Corticium koleroga (sin. Pellicularia Koleroga) e revisada posteriormente
como Ceratobasidium anceps (FURTADO, 1997; FURTADO, 2005).

Recentes estudos moleculares realizados em duas populagdes de

Ceratobasidium associadas a queima do fio no cha e a queima do fio no caqui no Estado de
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S8o Paulo, detectaram que estas foram filogeneticamente distintas das diversas espécies de
Ceratobasidium depositadas no GenBank®/NCBI, tanto de C. anceps, C. noxium (sin.
Pellicularia koleroga) quanto de C. cornigerum, a espécie filogeneticamente mais proxima
(CERESINI et al., 2012).

Embora compartilhando um mesmo ancestral, constatou-se também a
distincdo filogenética entre as populagdes de isolados de Ceratobasidium spp. que atacam o
ché e o caqui, representando duas distintas linhagens historicamente divergentes e que tiveram
historico de diversificacdo (CERESINI et al., 2012).

4.3. Classifica¢édo de Rhizoctonia binucleada (teleomorfo Ceratobasidium spp.)

De acordo com Hawksworth et al (1995), o Género Ceratobasidium é
classificado dentro do Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem
Ceratobasidiales, Familia Ceratobasidiaceae. Para a identificacdo de espécies de
Basidiomycetes, sdo caracteristicas importantes na classificacdo a forma, nimero e medidas de
basidios, esterigmas e basidiésporos, bem como a morfologia do himénio (SNEH et al., 1991;
WOLF; BACH, 1927; GARCIA et al., 2006). A fase anamdrfica ou assexual de
Ceratobasidium e correspondente a espécies de Rhizoctonia binucleada e s&o classificadas no
Reino Fungi, Divisdo Fungos Mitosporicos, Classe forma Agonomycetes/Micelio sterillia
(HAWKSWORTH et al., 1995). Os fungos do Género Rhizoctonia séo caracterizados pela ndo
esporulacdo, micélio com ramificacdo em angulo reto 90°C, com septacdo imediatamente e
ap0s o ramo, constricdo na base da ramificacdo e septo doliporo (ANDERSON, 1982;
ADAMS, 1988).

Os Fungos do Género Rhizoctonia sdo classificados por espécies
multinucleadas que possui como espécie tipo Rhizoctonia solani, fase anamorfica de
Thanatephorus cucumeris, a espécie mais estudada no mundo; e em espécies binucleadas
correspondentes ao teleomorfo Ceratobasidium spp. (SNEH et al., 1991; GARCIA et al.,
2006).

O fungo Rhizoctonia binucleada € relatado como fitopatdgeno de

varias plantas, mas frequentemente é relacionado ao controle biolégico de Rhizoctonia solani
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em feijdo e soja e outros fitopatdgenos como Botrytis em geranio (CARDOSO; ECHANDI,
1987; HONEYCUTT; BENSON, 2001; OLSON; BENSON, 2007; BASSETO et al., 2008).

Em geral, as técnicas basicas para classificacdo de espécies do Género
Rhizoctonia spp. e teleomorfos correspondentes, sdo as caracteristicas citoldgicas da hifa,
morfologia do teleomorfo e o grupamento de anastomose (GA) (SNEH et al., 1991; GARCIA
et al., 2006). Para se completar o processo de identificacdo, recomenda-se caracterizar
atributos culturais considerados particulares aos grupos de anastomose (GA), tais como a
necessidade de tiamina para o crescimento micelial, nimero de nicleos por célula, coloracdo e
morfologia da colbnia, taxa de crescimento micelial, temperatura 6tima de crescimento, tipo
de esclerodios produzidos, gama de hospedeiros e patogenicidade, técnicas moleculares como
perfil isoenzimatico, padrdes de RFLP e similiridade de bases da regido ITS do rDNA (SNEH
et al., 1991; CARLING; SUMNER, 1992; NAKATANI, 2006).

4.3.1. Formacao da fase teleomorfa de Rhizoctonia binucleada

Os teleomorfos frequentemente proporcionam um meio de
diferenciacdo conclusiva entre os isolados que sdo semelhantes no estado anamorfo
(WARCUP; TALBOT, 1966), apresentando caracteristicas importantes para a descri¢do de
novas espécies.

Os fatores ambientais especificos que influenciam a formacdo do
teleomorfo para muitas espécies de Rhizoctonia spp. ainda ndo sdo claramente entendidos e as
condicOes requeridas para a esporulacdo diferem entre espécies e entre isolados. (SNEH et al.,
1991). Geralmente, condicfes de alta umidade, aeracdo, temperaturas variando de 20-30°C,
alterndncia de luminosidade, tipo de substrato e idade do inoculo sdo fatores importantes para
a esporulacdo de Rhizoctonia spp. (SNEH et al., 1991).

Os métodos aplicados para a inducdo da esporulagdo de Rhizoctonia
binucleada sdo semelhantes as utilizadas com sucesso para Rhizoctonia solani Kiih,
teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, (UCHIDA et al., 1986). Os teleomorfos
podem ser formados no solo, na planta ‘in vivo’ e em meio de cultura ‘in vitro’ (UCHIDA et

al., 1986; SNEH et al., 1991; SANFUENTES et al., 2007).
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Entre as especies de Rhizoctonia binucleada, o procedimento de
indugéo da cultura em solo tem sido comumente aplicado para a esporulagdo, mas uma grande
proporc¢ao dos isolados ndo frutifica com esse método (WARCUP; TALBOT, 1966; BURPEE
et al., 1980; OGOSHI et al., 1979). Ocasionalmente alguns isolados frutificaram escassamente
em meio de cultura &gua agar (OGOSHI et al., 1979). A transferéncia de colbnias de
Rhizoctonia binucleada de um meio agar rico em nutrientes para outro meio agar pobre em
nutrientes resultou na frutificacdo de poucos isolados e ndo induziu a formacéo basidial em
outros isolados (MURRAY; BURPEE, 1984; ADAMS; BUTLER, 1983).

Efeitos da luz foram estudados para a formagdo da fase teleomorfica
de Rhizoctonia solani, mas os trabalhos sdo ainda poucos (UCHIDA et al., 1986). Ja foi
observado que a luz de baixa intensidade ou difusa é estimulatorio (FLENTJE et al, 1963;.
MURRAY, 1982), bem como, a luz com intensidade relativamente elevada também induz a
formacdo dos esporos em T. cucumeris (STRETTON et al., 1964), por outro lado Whitney
(1964) afirmaram que a luz era inibitoria para a producéo de basidios.

Ao longo dos anos, devido a grande dificuldade da formagéo da fase
teleomorfica de Rhizoctonia binucleada na natureza e em laboratorio, o critério de
classificacdo de Ceratobasidium spp. tem sido mais realizado na sua forma anamdrfica (SNEH
etal., 1991; HIETALA et al., 2003; GARCIA et al., 2006).

4.3.2. Grupos de anastomose e interagdes somaticas vegetativas

A caracterizacdo da reacdo de anastomose € realizada pelo pareamento
entre hifas de diferentes isolados, fruto de uma atragdo matua que resulta em anastomose ou
ndo de hifas (ANDERSON, 1982; CARLING, 1996).

Segundo Garcia et al. (2006), existem 14 grupos de anastomose (GA)
para R. solani, GA-1 a GA-13 e GA-BI e nove grupos intraespecificos de anastomose (GIA).
Para as espécies de Rhizoctonia binucleada existem 23 GA, de GA-A a GA-U e trés GIA
dentro do grupo GA-B (GA-Ba, GA-Bb, e GA-Bo) (GARCIA et al., 2006).
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Atualmente, os grupos de anastomose de Rhizoctonia binucleada que a
fase teleomorfica de Ceratobasidium spp. é conhecida sdo os grupos GA-A; GA-Ba, GA-Bb,
GA-Bo, GA-C, GA-D, GA-P e GA-Q (SNEH et al., 1991; GARCIA et al., 2006).

O conceito sobre grupo de anastomose dentro do complexo
Rhizoctonia spp. € de extrema importancia para fitopatologistas e melhoristas de plantas, sob o
ponto de vista etiologico (SOUZA et al., 2009).

A identificacdo de GA ou de GIA dentro de Rhizoctonia spp. trouxe
grandes contribuicdes para o estudo da resisténcia genética de plantas, estudos
epidemiolégicos e ecoldgicos de varias doencas (OGOSHI, 1987). Diferentes GIA podem
variar consideravelmente em seu cruzamento, sua forma de dispersdo e patogenicidade
(VILGALYS; CUBETA, 1994). Apo6s o estabelecimento de GA ou de GIA de Rhizoctonia
spp. o alvo para o melhoramento e para o controle eficaz, tornou-se mais claro e direcionado,
uma vez que o patdgeno causador de determinada doenca numa planta pertence a um GA ou
GIA especifico (NAKATANI, 2006).

A caracterizacdo do GA e do GIA baseado na morfologia, patologia,
anastomose e caracteristicas moleculares representa um grande avango na descricdo da
variacdo genetica dentro de Thanatephorus spp., Ceratobasidium spp. e Waitea spp.
(VILGALYS; CUBETA, 1994).

As interacBes vegetativas microscopicas e macroscopicas que ocorrem
entre isolados de Rhizoctonia solani tém sido extensamente estudadas (MACNISH et al.,
1993; MACNISH et al., 1997). As reacGes microscopicas vegetativas (anastomoses) séo de
fato as reacOes de incompatibilidade vegetativa entre isolados e tem sido usado para dividir
Rhizoctonia spp. dentro dos GA (SNEH et al., 1991; MACNISH et al., 1997).

Segundo Macnish et al. (1993), as relacbes genéticas sdo
caracterizadas em quatro classes de reacGes microscopicas vegetativas, que podem ser
diferenciadas em funcdo do grau de interacdo entre hifas de isolados distintos, sendo
representadas por reacdes C0O, C1, C2 e C3. Reac0es do tipo CO resultam em auséncia de fuséo
e reacOes do tipo C1 ocorre somente o contato das hifas, ndo ocorrendo fusdo perfeita. Nesta
reacdo ocorre a fusdo da parede celular, mas ndo da membrana celular, observando uma linha
de separacdo no ponto de contato. Reagdes do tipo C2, também chamadas de ‘reagdo de

morte’ ou ‘anastomose imperfeita’, representa a incompatibilidade somatica entre individuos
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distintos geneticamente. Nesta reacdo ocorre a morte das células de cada hifa envolvida na
fusdo, as células mortas apresentam-se plasmolisadas quando comparadas as células
adjacentes. Ja as reacOes do tipo C3 ocorrem a fusdo das hifas, também denominadas de
‘anastomose perfeita’, indicando identidade genética entre isolados, podendo representar
relacionamento clonal. Reagdes C3 sdo caracterizadas por fusdo de parede e membrana
celular, sendo que o ponto de fusdo ndo fica claramente visivel, ndo ocorrendo morte de
celulas.

As interacdes descritas acima sdo reacdes somaticas vegetativas que
sdo avaliados no nivel de microscopico Optico, mas também as interagdes podem ser
observaveis no nivel macroscopico, na qual ocorrem entre pares de isolados de Rhizoctonia
solani. (MACNISH et al., 1997; CAMPOS; CERESINI, 2006).

Whitney; Parmeter (1963) observaram pela primeira vez reagdes
macroscopicas 'tipo tufos' em um contexto sexual entre pares de homocarios (individuos
haploides) de R. solani AG-1. Eles descreveram reagdes em meio de cultura em que pares de
isolados: (a) crescem e se misturam sem a reagdo de formac¢do de ‘barreiras’ na linha de
contato, (b) entram em contato, mas ndo se misturam e ha reacdo de formagdo de uma
“barreira”, ou (c), formam um tufo de micélio na linha de contato.

Segundo Macnish et al. (1997), as reagbes macroscopicas vegetativas
ndo tém sido apenas utilizadas no contexto sexual ou de acasalamento. Syminis et al (1987)
ndo usou o0s termos das reacdes no contexto de acasalamento, mas sugeriu cOmo um processo
vegetativo que pode permitir a transferéncia de virus e plasmideos entre isolados de R. solani.

De acordo com Macnish et al. (1997), as reagles vegetativas
macroscépicas ‘tipo tufos’ tém sido usados em ambos 0s contextos vegetativos (somatica) e
acasalamento (sexual), mas confusdes tem ocorrido devido ao uso destes dois contextos.

Segundo Ceresini et al. (2002), comumente a incompatibilidade
somética e marcadores moleculares sdo usados como dois critérios independentes para
inferéncia inicial sobre os sistemas de cruzamento e a estrutura predominante em populagdes
de R solani. Uma progénie gerada via reproducdo sexual homotélica (autofertil) sera
geneticamente idéntica (ou quase idéntica) aos isolados parentais, e todas as partes do genoma
terdo a mesma historia evolucionaria, devido a auséncia de recombinacdo (WHITNEY;
PARMETER, 1963 apud CAMPOS; CERESINI, 2006). Em contraste, a progénie gerada
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atraves de reproducdo sexual heterotalica (autoestéril) sera geneticamente diferente dos
isolados parentais, como resultado da recombinacdo de nudcleos geneticamente diferentes e
assim, regides diferentes do genoma da progénie terdo historias evolucionarias diferentes
(WHITNEY; PARMETER, 1963 apud CAMPOS; CERESINI, 2006).

Vérios trabalhos foram realizados sobre a incompatibilidade somatica
vegetativa e a variagdo genética intraespecifica por meio de analises moleculares de isolados
de GA de R solani (CUBETA; VIGALYS, 1997; CERESINI et al.; 2002; CAMPOS;
CERESINI, 2006), mas poucos trabalhos foram desenvolvidos com isolados de Rhizoctonia
binucleada (HIETALA et al., 2003).

A compatibilidade vegetativa macroscopica e microscopica por outro
lado, em alguns casos pode ser usadas para identificar ou comparar a similaridade das reacdes
a nivel microscopio e vice-versa, mas nem sempre estas reacdes sdo similares (MACNISH et
al., 1997; CAMPOS; CERESINI, 2006). As interacbes microscopicas parecem ser mais
adequadas na discriminacgdo entre isolados compativeis ou ndo, comparado com a analise das
interacdes macroscopicas (CAMPOS; CERESINI, 2006).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta, isolamento e preservacado do material biologico

Foi realizada a coleta de 6rgdos infectados, com sintomas da doenca
queima dos fios em uma area de chazais do grupo AMAY A Agropecuaria LTDA., cultivados
ao redor de um remanescente de floresta Mata Atlantica, no municipio de Registro na regido
do Vale do Ribeira - SP (Figural). Utilizou-se um GPS Garmin para marcagdo dos pontos
amostrados, ponto n° 7 - localizacdo da area: Lat. 24°31'52.51"S; Long. 47°47'48.44"W.
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Figura 1. A-Area de coleta no Municipio de Registro, na regido do Vale do Ribeira-SP, Brasil; B-Local
amostrado na plantacédo de cha ao redor do fragmento de Mata Atlantica. Pontos amarelos GPS.

O isolamento foi realizado no Laboratério de Fungos do Solo Nilton
Luiz de Souza do Departamento de Producdo Vegetal - Setor de Defesa Fitossanitaria da
Faculdade de Ciéncias Agrondémicas - UNESP, Botucatu-SP.

Foram realizados métodos de isolamento direto e indireto, utilizando
meio de cultura BDA (Batata dextrose agar Acumedia®) e AA a 2% (Agua agar CQA®)
(ALFENAS; MAFIA, 2007). O isolamento direto constituiu da retirada de pequenos
fragmentos de hifas aderidos as folhas infectadas e plagueadas diretamente nas placas de petri
contendo os meios de cultura. O isolamento indireto constituiu do processo de desinfeccéo de
pequenos fragmentos de tecidos doentes da planta em &lcool 70% por 30s, hipoclorito de sodio
a 2% por 1 min. e lavadas em &gua destilada autoclavada, para a retirada do excesso de
desinfetantes. As placas de petri foram incubadas estufa tipo BOD no escuro a 25°C e apés 3 a
4 dias, as coldnias crescidas nos meios com caracteristicas de Rhizoctonia spp. foram
repicadas para meio BDA, e posteriormente preservadas em tubo inclinado com éleo mineral e
em tubos de penicilina com agua esteril (método de Castelani) (GONCALVES et al., 2007).

Os isolados obtidos foram incluidos na Micoteca do Departamento de
Producdo Vegetal - Setor de Defesa Fitossanitaria - FCA - UNESP, Botucatu-SP e também na
Micoteca "Mario Barreto Figueiredo™ do Instituto Biologico - 1B de S&o Paulo.

Quatro isolados padrGes de anastomose de Rhizoctonia binucleada
(GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q), da colecdo da Micoteca do Departamento de Producéo
Vegetal - Setor de Defesa Fitossanitaria - FCA - UNESP, Botucatu-SP, foram utilizados no

estudo para efeito de comparacéo. Os isolados GAs foram reativados transferindo fragmentos
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de hifas, preservadas em tubo de ensaio com 6leo mineral para placas de Petri contendo o
meio de cultura BDA e incubados em estufa tipo BOD a 25°C no escuro até o crescimento das
colonias.

Segundo Garcia et al. (2006), os isolados padrdes GA de Rhizoctonia
binucleada: GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q, possuem sua fase telemorfica correspondente ao
Ceratobasidium cornigerum, espécie filogeneticamente mais proxima de isolados de
Ceratobasidiumdo cha. (CERESINI et al., 2012).

5.2. Determinacéo das caracteristicas citomorfologicas de Rhizoctonia spp.

5.2.1. Numero de nucleos por célula

Os procedimentos para visualizacdo dos nucleos foi realizado segundo
Ceresini et al. (1996) para avaliagdo do grupamento de anastomose, mas com uma pequena
mudanca. Discos de micélio obtidos da periferia de coldnias crescidas em placas de Petri
contendo meio BDA a 25°C no escuro por 48 horas em estufa do tipo BOD, foram removidos
e colocados individualmente na extremidade de laminas de vidro esterelizada contendo uma
fina camada de meio AA a 2% e colocadas dentro de vasilhas de plasticas, fechadas com saco
plastico transparente. O conjunto foi incubado nas mesmas condicOes anteriormente e apds o
crescimento inicial das hifas na lamina de vidro, realizou-se a coloracdo dos nlcleos com uma
gota de solucdo corante azul de algod&o (20 g de fenol cristalizado, 20 ml de &cido lactico, 40
ml glicerina, 20 ml de &gua destilada e 0,05 g de azul de algoddo) e foram cobertas com
laminulas de vidro. No microscépio Optico sob lente de 40x, foi contado o nimero de nicleos

de 20 células jovens de cada isolado e GAs padrdo. Os nucleos sdo coloridos de cor azul.

5.2.2. Inducdo da fase teleomorfica

Para o teste de inducdo da fase teleomorfica dos isolados do cha, foi

utilizado somente o isolado padréo do grupo de anastomose GA-P.
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Foi realizado o teste ‘in vitro’ da induc¢do do teleomorfo em cinco
diferentes meios de cultura; BDA (Batata dextrose agar), AA a 2% (Agua agar), CMA (Corn
meal agar Sigma®), CPD (Agar Czapek’s dox Vetec®) e MA a 2% (Malte agar Acumedia®),
sob duas condi¢Ges de luminosidade: luz continua e fotoperiodo 12h luz/12h escuro e
incubados a 24°C em estufa tipo BOD por 12 dias (UCHIDA et al., 1986). Para isso 0s
isolados do cha e o padrdo AG-P, foram semeados em placas de Petri contendo meio BDA por
72 horas a 25°C no escuro. Posteriormente cada isolado foi repicado para os cincos meio
culturas e incubados nas condicBes descritas acima. Apos 12 dias foi realizada a observacéao
das estruturas sexuadas de Ceratobasidium spp.: himénio, metabasidios, esterigmas e
basidiosporos, com o auxilio do microscépio Optico. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, cada repeticdao foi constituida por uma placa
de Petri.

5.3. Avaliagdo do grupo de anastomose (GA)

Os isolados do cha e os GAs foram semeados em placas de Petri
contendo meio BDA por 48 horas a 25°C no escuro. Apds este periodo, um disco de micélio
da margem da col6nia de cada isolado foi transferido assepticamente e posicionado a 2 cm um
do outro sobre a lamina de vidro esterelizada contendo um fina camada de meio de AA a 2%
(CERESINI et al., 1996). Em uma extremidade foi posicionado o isolado do cha a ser
identificado e na outra extremidade um disco do isolado padrdo do GA.

As laminas foram colocadas dentro de vasilha de plastica, fechadas
com saco plastico transparente e incubadas a 25° C no escuro em estufa BOD. Apos 48 a 72
horas, quando as hifas de ambos os isolados se tocaram, foram observadas as interacdes das
hifas, com o auxilio do microscépio éptico, utilizando uma gota de solugdo corante de azul de
algoddo, sobrepondo-se uma laminula de vidro. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeticGes, cada repeticdo foi avaliado cinco pontos ou mais de interacéo

e caracterizada conforme Macnish et al. (1993) (Tabela 1).



Tabela 1. Natureza genética das relagfes segundo Macnish et al (1993).
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Reacao Natureza genética das relagdes entre isolados GA
CO0 = ndo interacdo Néo Diferentes
C1 = apenas contato da . Mesmo ou
) Distante .

hifa diferente
C2 = fusdo imperfeita ou . -

y Individuos distintos Mesmo
reacdo de morte
C3 = fuséo perfeita Individuos idénticos (provaveis clones) Mesmo

5.4. Compatibilidade somatica vegetativa entre isolados do cha

5.4.1. Reagdo de compatibilidade vegetativa microscopica

A metodologia e avaliacdo da reacdo de anastomose microscépica

entre os isolados do chd foi a mesma utilizada para a determinagdo do grupamento de

anastomose (Figura 2).

Figura 2. A-Pareamento dos isolados na lamina de vidro. B-Vasilha coberta com plastico transparente.
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5.4.2. Reacgdo de compatibilidade vegetativa macroscopica

Os isolados do ché foram semeados em placas de Petri contendo meio
BDA por 72 horas a 25°C no escuro. Apoés este periodo, um disco de micélio da margem da
coldnia de cada isolado foi transferido assepticamente e posicionado em lados opostos em
placa de Petri contendo meio BDA suplementado com 1% de carvao ativado (MACNISH et
al., 1997). Posteriormente os conjuntos foram incubados estufa BOD por sete dias, a 25°C no
escuro. A avaliagdo da compatibilidade vegetativa macroscépica foi realizada conforme os
termos utilizados por Macnish et al. (1997) e Campos; Ceresini (2006).

As reacdes foram classificadas como: a) compatibilidade somaética
(nenhuma reacdo € observada na linha de contato entre pares de isolados); b)
incompatibilidade somaética (reacdo é caracterizada por ‘tufos’ de hifas densas na linha de
contato entre pares de isolados); c) reacdo de incompatibilidade fraca (0 que ndo € estritamente
uma categoria em si, mas sim um lugar para colocar as reacdes que claramente ndo
corresponde a reacdo de compatibilidade ou incompatibilidade somatica. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes, cada repeticdo foi

constituida por uma placa de Petri.

5.5. Determinacdo das caracteristicas culturais

5.5.1. Caracteristicas morfoldgicas das colonias

Os isolados do ché e os isolados GAs de Rhizoctonia binucleada foram
semeados em placas de Petri contendo meio BDA por 72 horas a 25°C no escuro. Apds este
periodo, um disco de micelio da margem da coldnia de cada isolado foi transferido para placas
contendo o meio BDA e incubados em estufa tipo BOD a 25°C por 10 dias. Posteriormente foi
realizada a avaliacdo visual de cor, aspecto da colbnia, tipo de crescimento e presenca de tufos
e/lou esclerddios. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro

repeticdes, cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri.
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5.5.2. Temperatura 6tima de crescimento

O estabelecimento de curvas de crescimento micelial radial em funcéo
da temperatura foi realizado para determinacdo da temperatura 6tima de crescimento. Os
isolados do cha e os isolados padrdes GAs foram cultivados em placas de Petri de 90 mm de
didmetro contendo meio BDA, em estufa tipo BOD a 10,15,20,25 e 30°C no escuro. O inoculo
foi constituido de um disco de micélio de 7 mm de diametro obtidos das margens de culturas
crescidas em meio BDA. As avaliacdes foram efetuadas determinando-se crescimento micelial
radial dos isolados (cm/dia) em cada temperatura, até o primeiro isolado ocupar toda a placa
de Petri. As médias do crescimento micelial radial foram comparadas pelo teste de Tukey a
nivel de 5%, utilizando o programa estatistico Sisvar 5.3 DEX/UFLA. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes, cada repeticdo foi

constituida por uma placa de Petri.

5.6. Teste de patogenicidade

As mudas de cha foram obtidas de um mini viveiro proprio da
AMAY A Agropecuéria LTDA., e transportadas para casa de vegetacdo no Depto. de Protecéo
de Plantas da FCA. Estas foram transplantadas para vasos plasticos de 10 L com propor¢éo
1:1:1 de solo : areia : matéria organica : adubacdo quimica (0,95 g termofosfato BZ; 0,859
superfosfato simples; 0,195¢g cloreto de potassio/ 1 L de substrato) e foram levadas para uma
estufa com sistema de irrigacdo por microaspersdo e mantidas sob dois regimes de irrigacdes
diarios (manhd e tarde). As plantas de chd com mais de quatro ramos novos, foram utilizadas
para o teste.

Para a inoculagdo, foram utilizados col6nias dos isolados do chéa
cultivados em meio BDA com sete dias de incubacdo a 25°C no escuro. Um disco de micélio
de cada isolado foi depositado nas axilas das folhas novas de um ramo com até dois pares de

folhas (Figura 3). Utilizou-se um disco de BDA sem o fungo, como testemunha.
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Figura 3. Inoculagdo com discos de micélio nas axilas dos ramos novos de cha.

Em cada planta foi montada uma camera Umida com saco plastico
transparente durante 24 h (Figura 4). Apds 72 h retornou o regime de irrigacdo durante todo o
periodo do experimento e realizou-se 0 monitoramento diario da temperatura com o auxilio de

um termdmetro.
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Figura 4. Camera imida ap6s 24h da inoculagéo.

A patogenicidade foi avaliada com base no nimero médio de folhas
doentes (NMFD) e pelo numero de plantas doentes (NPD) pelo teste de Tukey a nivel de 5%,
Sisvar 5.3 DEX/UFLA. As avaliacOes foram efetuadas a cada cinco dias, assim que iniciou o
aparecimento dos primeiros sintomas. No final das avaliag6es realizou-se o reisolamento do
patogeno, para completar o postulado de Koch. O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com quatro repeticBes, cada repeti¢do foi constituida por uma planta de cha.

5.7. Caracterizacdo molecular

A extracdo de DNA dos isolados do cha coletados foi realizada
conforme o método desenvolvido por Murray; Thompson (1980) modificado. Em cada tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, foram macerados 3 discos de micélio com 1000 uL de tampao de
extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA; 2 % CTAB; 0,2 % B-
mercaptoetanol). Em seguida, os tubos foram incubados a 65°C, por 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL de cloroformio: alcool isoamilico (24:1, v/v) aos

tubos e estes foram misturados manualmente, por agitacdo, durante 10 minutos e centrifugados
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a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi removida para novos tubos com isopropanol.
A mistura foi centrifugada por 15 minutos a 12.000 rpm e o “pellet” obtido foi lavado com
500 pL de etanol 70% e submetido a uma nova centrifugagao a 10.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em
100 pL de dgua com Diethilpirocarbonato (DEPC).

A reacdo de PCR foi feita utilizando os pares de primers ITS 1 (5
TCC GTA GGT GAACCT GCG G 3) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3),
que amplificam a regido ITS-5,8S rDNA do fungo. Para a PCR, empregaram-se 3 ul de DNA
total extraido (30ng), tampdo 1X da enzima GoTag DNA polimerase (Promega®), 2mM
MgClI2, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM de cada primer na concentragdo e 1,25 U de GoTagq DNA
polimerase (Promega®), ajustando o volume da reacdo para 50 pl com agua tratada com
DEPC. O regime de programa utilizado no termociclador foi: 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°
C por 35 segundos, 52°C por 1 min, 72° C por 1 min, finalizando-se o processo com 72° C por
15 min. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose corado
com Brometo de etidio e observados sob luz UV.

Para o sequenciamento dos fragmentos amplificados, o produto de
PCR foi purificado com o Kit SV Gel and PCR Clean UP system (Promega®). O DNA dos
isolados obtidos foi sequenciado no Centro de Genoma Humano da USP (Universidade de Sao
Paulo). As sequéncias obtidas foram editadas através do software BioEdit Sequence
Alignment Editor (1997-2005). Apo6s edicdo, estas foram utilizadas para procurar sequéncias
similares usando o software Blastn do NCBI. As sequéncias obtidas foram alinhadas e
processadas com o programa Mega 5.05 para que fosse construida a arvore filogenética dos
isolados de Ceratobasidium spp., utilizando o método “Jukes-Cantor” (JUKES; CANTOR,
1969) para a construcdo da matriz de distancias, pelo método de Neighbor- Joining. Foi

realizado um “bootstrap” com 10.000 replicagdes.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Isolados e caracteristicas citomorfologicas de Rhizoctonia sp.

Das 22 amostras realizadas no campo, apenas cinco isolados foram
obtidos com caracteristicas de Rhizoctonia. Para a identificacdo das caracteristicas das hifas
dos isolados do chéa obtidos e dos isolados GAs reativados, foram feitas ldaminas da cultura do
fungo e coradas com uma gota da solucdo corante azul de algoddo para a visualizagdo no
microscopio oOptico. Todos os isolados apresentaram hifas com ramificacdo em angulo de
90°C e septacdo logo apos a ramificagcdo com constricdo na base da ramificagdo (Figura 5). Os
cinco isolados do cha foram denominados neste estudo como RCA, RCB, RCC, RCD e RC2.
Os isolados receberam nimero de registro pela Micoteca "Mario Barreto Figueiredo” do 1B-
SP: MMBF 38/13 - RCA; MMBF 39/13 - RCB; MMBF 40/13 - RCC; MMBF 41/13 - RCD e
MMBF 129/12 - RC2.
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6.1.1. Condicao nuclear

Os cinco isolados de Rhizoctonia sp. do cha e os isolados de
Rhizoctonia binucleada padrées GAs (GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q), foram considerados

binucleados, apresentando dois nucleos por célula (Figura 5).

Figura 5. A-Aspectos da ramificacdo das hifas; B-condic¢éo binucleada de hifas de Rhizoctonia.

6.1.2. Inducéo da fase teleomdrfica

Na inducdo do estagio teleomorfo de Rhizoctonia binucleada sp.
associada ao cha e do isolado padréo GA-P, ndo foi observada a formacgdo basidial de
Ceratobasidium em nenhum dos meios de cultura e condi¢des de luminosidades. Porém, para
alguns isolados, meios de cultura e condi¢bes de luminosidade, houve escassa formacéo de
estruturas como: himénio e metabasidio (Figura 6). N&o se realizou a medicdo destas

estruturas devido a baixa formacao destas nos meios de cultura.
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Figura 6. Estruturas sexuadas de isolados de Ceratobasidium spp. do chd e GA-P. H=himénio; M=
metabasidio; Isolado;meio de cultura;luminosidade.

Observou-se a formagdo de himénio e metabasidio nos meios BDA e
CMA, sob luz continua, pelos isolados RCB e RCA (Tabela 2). Sob fotoperiodo 12h luz/12
escuro, observou-se a formagdo destas estruturas nos meios AA, CMA e CPD, pelos isolados
RCB, RCD e GA-P (Tabela 3).

Tabela 2. Formacao de estruturas de Ceratobasidium spp. em diferentes meios de cultura, sob luz continua,
a 24°C por 12 dias.

Meios de cultura
BDA AA MA CMA CPD
RCA - - - H/M -
RCB H/M - - - -
RCC - - - - -
RCD - - - - -
RC2 - - - - -
GA-P - - - - -

Isolados

H=himénio; M=metabasidio; [-]=ausente
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Tabela 3. Formacao de estruturas de Ceratobasidium spp. em diferentes meios de cultura, sob fotoperiodo
12h luz/12h escuro, a 24°C por 12 dias.

Meios de cultura

BDA AA MA CMA CPD
RCA - - - - -
RCB - - - - H
RCC - - - - -
RCD = H/M - - -
RC2 - - - - -
GA-P - H/M - H/M H/M

Isolados

H=himénio; M=metabasidio; [-]=ausente

Segundo UCHIDA et al (1986), a esporulacdo de isolados de
Ceratobasidium spp. ocorrem em meio CMA e AA, mas sendo ausente nos meios BDA e
CPD.

Analisando os fatores de condicdo de luminosidade, os estudos
realizados por Uchida et al (1986), demonstrou a esporulacdo de culturas de Ceratobasidium
spp. incubadas no escuro e que a luz ndo € requerida, mas a esporulagdo é aumentada em
culturas crescidas sob luz continua, indicando que a luz é altamente estimulatéria. Entretanto,
para os isolados de Ceratobasidium spp. do ché testados houve maior formacao de himénio e
metabasidio na condicao de fotoperiodo 12h luz/12h escuro do que a condi¢do de luz continua
(Tabela 2 e 3).

O estudo realizado por Uchida et al (1986), indicou que existe uma
grande variacdo na capacidade de reproducédo entre isolados de Ceratobasidium spp. e que
fatores como comprimento de onda, intensidade da luz, aeracéo e temperatura Sao necessarios
para determinar as condicdes inibitorias e estimulatérias desse fendmeno.

Segundo Warcup e Talbot (1966), as condi¢des de cultura utilizadas
em experimentos de inducdo do teleomorfo sdo, na maioria das vezes, conducentes a
expressao da variacdo da esporulagdo obtida e, por conseguinte, pode ser dificil em alguns
casos determinar a espécie.

Este estudo apesar do insucesso na formacdo da fase teleomorfa de

Rhizoctonia binucleada, evidenciou a possibilidade de indugdo das estruturas sexuadas de
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Ceratobasidium spp. do chd em meio de cultura, toda via, o estudo dos fatores: luminosidade,
temperatura e dias de incubacdo devem ser considerados, bem como os outros métodos de
indugdo do teleomorfo, como cultura em solo, na planta ‘in vivo’ ou em folhas de cha

destacadas.

6.2. Determinacao do grupo de anastomose (GA)

A reacdo dos isolados de Rhizoctonia binucleada do chid com os
isolados padrbes dos GAs testados foi caracterizada como CO, de acordo com os critérios de
Macnish et al (1993), ndo ocorrendo anastomose de hifas (Figura 7). Essas analises indicam
que os isolados do cha testados ndo pertencem aos GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q, ou seja, ndo

possuem relacdo genética, sendo diferentes.

Figura 7. A e B- Reagéo CO (n&o fusdo) de isolados do cha x GAs de Rhizoctonia binucleada.

Ceresini et al. (2012) também diferencia por analises filogenéticas, as
espécies de Ceratobasidium spp. do cha com a especie de C. cornigerum, o que reforca a ndo
interacdo de hifas entre os isolados do cha deste estudo com os isolados padrdes de GAs nos
quais correspondem a C. cornigerum (GARCIA et al., 2006).

Esses resultados s&o os primeiros registros de determinagdo de grupos

de anastomose de Rhizoctonia binucleada associada a doenca queima do fio no cha no Brasil.
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Entretanto, ainda € preciso avaliar a reacdo de anastomose com os outros GAs de Rhizoctonia
binucleada para levantar informacgdes sobre alguma possivel anastomose ou ndo de hifas,
podendo assim, classificar em algum GA ou propor a criagdo de um novo GA de Rhizoctonia

binucleada.

6.3. Compatibilidade somatica vegetativa entre isolados do cha

A avaliacdo vegetativa microscopica e macroscépica foi realizada para
inferir se h& ocorréncia de grupos de compatibilidade somética (GCS) entre os isolados de
Rhizoctonia binucleada do chd e também avaliar a relagdo das reagcdes vegetativas
microscopica com a reacao vegetativa macroscopica.

Os resultados de compatibilidade somética microscopica e
macroscopica apresentaram a formacéo de trés GCS entre o0s cinco isolados do cha. O GCS-1
foi composto pelos isolados RCA e RCB, 0 GCS-2 pelos isolados RCC e RCD e o GCS-3

composto apenas pelo isolado RC2, sendo compativel com ele mesmo (Tabela 4).

Tabela 4. Reagdes vegetativas microscopicas e macroscopicas entre isolados de Rhizoctonia binucleada.

Isolados RCA RCB RCC RCD RC2
RCA C3/[+] C3/[+] Cl/[] CL/[] C1/C2/[X]
RCB C3/[+] C3/[+] Cl/[] Cl/[] Cl/[]
RCC C1/[] C1/[] C3/[+] C3/[+] C1/[]
RCD C1/[] C1/[] C3/[+] C3/[+] C1/[]
RC2 C1/[] C1/[] C1l/[-] C1l/[-] C3/[+]

* ReacOes microscépicas - C1=contato da hifa; C2= fusdo imperfeita; C3=fuso perfeita;
*Reag0des macroscopicas - [+]=compatibilidade vegetativa; [-]=incompatibilidade vegetativa;
[x]=incompatibilidade fraca.

Na reacdo vegetativa microscopica observaram-se interaces do tipo
C3, Cle C2 (Figura 8).
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Figura 8. Reagdes microscopicas vegetativas entre isolados de Rhizoctonia binucleada.
Reacdes C1l=contato da hifa; C2=fusdo imperfeita (reacdo de morte); C3=fusdo perfeita.

Interacdes do tipo C3 ocorreram entre os isolados do mesmo GCS-1,
GCS-2 e GCS-3, havendo fusdo perfeita de hifas. De acordo com os critérios de Macnish et al.
(1993), reacdes C3 indicam que a natureza genética das relagbes entre os isolados sdo bem
préximas, sendo provavelmente individuos idénticos ou clones, os quais podem pertencerem
ao mesmo GA.

As reacOes do tipo C1 ocorreram entre isolados de GCS diferentes,
havendo apenas o contato da hifa, com fuséo de parede celular, mas ndo fusdo da membrana.
Segundo Macnish et al. (1993), as rea¢fes C1 indicam que as relacbes genéticas entre 0s
isolados sdo distantes, ocorrendo diferencas entre os individuos, 0s quais podem pertencerem
ao mesmo GA ou diferente.

No pareamento entre os isolados RCA x RC2 foi observado reac¢des do
tipo C1, no qual foi predominante, e do tipo C2 apenas em dois pontos de interacdo de hifas,
ocorrendo fusdo e morte das hifas em contato. As reacdes C2 indicam as relagdes genéticas

entre individuos distintos, podendo pertencer ao mesmo grupo de anastomose.
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Nas reacbes macroscopicas vegetativas observaram-se reacdes de
compatibilidade somatica entre os isolados do GCS-1, GCS-2 e GCS-3, onde nenhuma reagdo
ocorreu na linha de contato das hifas no meio de cultura. Reacdes de incompatibilidade
somatica foram observadas entre os isolados de GCS diferentes, ocorrendo a formacéo de

‘barreira’ de ‘tufos’ densos de hifas, de cor branca na linha de contato (Figura 9).



Figura 9. ReacBes macroscopicas vegetativas entre isoladas de Rhizoctonia binucleada.
[+]=compatibilidade vegetativa; [-]=incompatibilidade vegetativa; [x]=incompatibilidade fraca.
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O GCS-3 representado pelo isolado RC2, foi somaticamente
incompativel com os isolados RCA, RCB e RCD, ocorrendo a formacgdo de tufos de hifas
densos em toda linha de contato. Porém, a reacdo do isolado RC2 x RCC apresentou reacao
fraca de incompatibilidade, ocorrendo a formacgao pequenas barreiras de tufos de hifas poucos
densos, na linha de contato. De acordo com Campos; Ceresini (2006), as reacoes
incompativeis fracas sdo caracterizadas por pequenas areas salientes na linha de interacdo
micelial, que variam de intensidade. Fatores tais como, a relacdo genética dos isolados, a idade
do micélio e a distancia de pareamento podem ser responsaveis pela variacdo na intensidade
das interacbes macroscopicas entre hifas (MACNISH et al., 1997; CAMPOS; CERESINI,
2006). Entretanto a significancia biologica dessas reagbes macroscopicas fracas de
incompatibilidade ainda é desconhecida (CERESINI et al., 2002).

A relacdo das reacBes microscopicas vegetativas com as reacgdes
macroscopicas vegetativas demonstrou similaridade. Rea¢des do tipo C3 foram observadas no
pareamento dos isolados dos trés GCS, ocorrendo fusdo perfeita de hifas o que corresponde a
compatibilidade somatica observada na reagdo macroscopica, onde nenhuma reacdo foi
observada na linha de contato dos isolados.

Segundo Hietala et al (2003) a reacdo C3 também foi observada em
estudos com Ceratobasidium bicorne. Essas interacdes tém sido claramente observadas em
trabalhos de compatibilidade somatica vegetativa de R. solani, em que reacbes C3 sdo
frequentemente correlacionadas com as reagdes macroscopicas de compatibilidade vegetativa
(MACNISH et al., 1997; CAMPOS; CERESINI, 2006).

Analisando a relacdo da incompatibilidade somatica, esses trabalhos
tambem descrevem que a reacdo C2 é correlacionada com as reacfes macroscopicas de
incompatibilidade vegetativa. Entretanto, neste estudo a reacdo do tipo C1 foi predominante,
tendo similaridade com as reagdes macroscopicas vegetativas, ocorrendo a formacdo de
barreira de ‘tufos’ de micélio na linha de contato dos isolados.

Estes resultados indicam que as reacdes C1l também podem ser
representadas nas reacfes onde ha a formacéo de tufos densos de micélio na linha de contato
dos isolados. A incompatibilidade somética vegetativa observada entre os isolados de
Rhizoctonia binucleada do cha foi alta, considerando o nimero de isolados e que estes foram

coletados de uma area continua ao redor de um fragmento de Floresta Mata Atléantica.
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Segundo Macnish et al (1997), devido ao pequeno nimero de isolados
testados, essa conclusdo deve ser tratada com cautela, até que faga estudos com maior nimero
de amostras. Contudo, as analises moleculares de CERESINI, et al. (2012) em isolados de
Ceratobasidium spp. do cha, demonstraram uma grande variabilidade genética entre os
isolados da populacdo, o que permite reforcar neste estudo as diferencas genéticas entre os

isolados do ché, caracterizados pela reacdo de incompatibilidade somatica vegetativa.

6.4. Determinacao das caracteristicas culturais

6.4.1. Caracteristicas morfoldgicas das colonias

Os isolados de Rhizoctonia binucleada do cha foram agrupados em trés
grupos morfologicos (GM) de acordo com suas caracteristicas fenotipicas. O GM-1 foi
representado pelos isolados RCA e RCB, 0 GM-2 pelos isolados RCC e RCD e 0 GM-3 pelo
isolado RC2 (Tabela 5).

Os isolados do chd também foram fenotipicamente diferentes dos
isolados padrdes de GAs de Rhizoctonia binucleada GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q (Tabela 5).



Tabela 5. Caracteristicas morfol6gicas das col6nias de Rhizoctonia binucleada do chd e GAs padrdes.

Cor da ] ] . Presenca de
Isolados . Tipo de crescimento Aspecto da colonia
colénia tufos
branco a : .
RCA rasteiro micélio vigoroso cor marrom
marrom
branco a ] o
RCB rasteiro micelio vigoroso cor marrom
marrom
RCC branco rasteiro micélio vigoroso cor branca
RCD branco rasteiro micélio vigoroso cor branca
branco a : .
RC2 rasteiro micélio vigoroso cor branca
marrom
AG-A branco rasteiros micélio fino auséncia
rasteiros e com halos o .
AG-BO branco . micélio fino auséncia
conceéntricos
AG-P creme rasteiro micélio fino e rugoso auséncia
: micélio fino e pouco
AG-Q branco rasteiro cor branca

rugoso
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Os isolados do GM-1 apresentaram micélio de coloracdo variando em

intensidade de tons de branco a marrom claro, crescimento micelial vigoroso e rasteiro, com

presenca de tufos de micélio de cor marrom. Os isolados do GM-2 apresentaram micélio de

coloracao branca, crescimento micelial vigoroso e rasteiro, com presenca de tufos de micélio

de cor branca. O isolado do GM-3 apresentou micelio de coloracdo branca, com pequena

mancha de cor marrom claro, crescimento micelial vigoroso e rasteiro, com tufos de micélio

de cor branca (Figura 10).
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Figura 10. Caracteristicas morfoldgicas das coldnias de Rhizoctonia binucleada associada ao cha.

O isolado padrdo GA-A apresentou micélio de coloracdo branca, com
um crescimento micelial fino e rasteiro, com auséncia de tufos de micélio (Figura 11). O
isolado padrdo GA-Bo apresentou micélio de coloragcdo branca, com um crescimento micelial
fino, rasteiro e com formacéo de halos concéntricos, com auséncia de tufos de micélio (Figura
11). O isolado padrdo GA-P apresentou micelio de coloragdo creme, com um crescimento
micelial fino, rugoso e rasteiro, com auséncia de tufos de micélio (Figura 11). O isolado
padrdo GA-Q apresentou micélio de coloracdo branca, com um crescimento micelial fino,

pouco rugoso e rasteiro, com presenca de tufos de micélio de cor branca (Figura 11).
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Figura 11. Caracteristicas morfolédgicas das col6nias de Rhizoctonia binucleada padrdes de GAs.

6.4.2. Temperatura 6tima de crescimento

No estudo de curvas de crescimento micelial, observou-se que todos os
isolados de Rhizoctonia binucleada. do cha apresentaram curvas de crescimento semelhantes,
com temperatura 6tima de 25°C, variando em média de 3,31 a 3,86 cm por dia (Tabela 6 e
Figura 12).

A média de crescimento micelial dos isolados do cha em comparacdo
os isolados padrdes dos GA, apresentou diferencas significativas nas temperaturas de 10, 15 e
30°C (Tabela 6). Nas temperaturas de 20 e 25°C, os isolados padroes GA-Bo e GA-P nao
apresentou diferenca significativa em comparacdo aos isolados do cha (Tabela 6).

No estudo de curvas de crescimento micelial dos isolados padrdes dos

GA, a temperatura 6tima de crescimento dos isolados também foi de 25°C (Figura 13).
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Tabela 6. Crescimento micelial em diferentes temperaturas de isolados de Rhizoctonia binucleada.

Temperatura
Isolados *Meédia de crescimento micelial (cm/dia) Otima de
crescimento
10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
RCA 0,98a 2,28bc 3,01bc 3,64bc 1,15a 25°C
RCB 0,99a 2,24b 3,03bc 3,53bc 1,18a 25°C
RCC 1,05a 2,06a 2,96bc 3,42bc 1,16a 25°C
RCD 1,05a 2,05a 2,97bc 3,86bcd 1,16a 25°C
RC2 1,18b 2,19ab 2,69b 3,31ab 1,31a 25°C
Padrdes
GA-A 1,72d 2,63d 3,94d 517e 4,39 25°C
GA-BO 1,72d 2,80d 3,08bc 4,60de 3,77d 25°C
GA-P 1,60c 2,75d 3,24c 4,23cd 3,10c 25°C
GA-Q 1,70cd 2,43c 1,50a 2,44a 1,85b 25°C
CV (%) 3,38 3,13 6,48 9,61 6,91
DMS 0,10 0,17 0,45 0,86 0,34

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% pelo teste de tukey.
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Figura 12. Curva de crescimento micelial de Rhizoctonia binucleada do cha em funcao da temperatura.
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Figura 13. Curva de crescimento micelial de isolados padrdes de Rhizoctonia binucleada GAs.

Na temperatura de 30°C, o crescimento micelial dos isolados do cha,
diminui significamente em relacdo a temperatura de 25°C, variando em média de 1,15 a 1,31
cm por dia (Tabela 6 e Figura 12), e foi observado a formacdo de um halo marrom escuro,
com diferengas no tamanho e intensidade nos isolados RCA, RCB em comparacéo ao isolados
RCC, RCD e RC2 (Figura 14).
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Figura 14. Caracteristicas das colonias de Rhizoctonia binucleada na temperatura de 30°C.

A formacéo do halo e a diferenca significativa no crescimento micelial
a 30°C permite reforcar as diferencas culturais e genéticas dos isolados de Rhizoctonia
binucleada do cha em comparacéo aos isolados padrdes de GAs.

A exsudacdo de substancias por fungos em meio de cultura especificos
é frequentemente estudada na producdo de enzimas extracelulares como ceulase, lipase,
proteinase, pectinase e outros, estabelecendo relacdes com os mecanismos de patogénicidade e
diferencgas genéticas entre especies e isolados (GRIFFIN, 1994).

Estudos realizados por Aliferis e Jabaji (2010) com esclerddios de
Rhizoctonia solani, demonstrou a exsudacdo de gotas de cor marrom com propriedades

bioativas possuindo multiplas fungdes na fisiologia de fungos. Durante sua fase de dorméncia,
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os esclerddios s@o expostos a predadores e parasitas que os utilizam como fonte de alimento, e
a presenca de metabolitos bioativos contribui para a sua atividade antifungica e fitotoxica
(ALIFERIS; JABAJI, 2010). Contudo, a exsudacdo de substancias pelos isolados de
Ceratobasidium spp. do chd e outras espécies do Género Rhizoctonia sdo desconhecidas
(SNEH et al., 1991; ALIFERIS; JABAJI, 2010).

6.5. Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado durante entres os meses de
abril e junho de 2012. Desde a inoculacdo até o final da ultima avaliacdo, compreendeu um
periodo de 37 dias, e a média diaria da temperatura dentro da estufa foi de 24,8°C, com
minima de 19°C e mé&xima de 30°C. Durante esse periodo foi possivel observar o inicio da
colonizacdo dos isolados, o inicio dos sintomas da queima das folhas e a formagdo do fio
(cordd@o micelial), sintoma caracteristico da doenca queima do fio.

Ocorreu aos 14 dias apés a inoculacdo (DAI) o inicio da colonizagéo
nas folhas de cha. Esta etapa caracterizou-se pela formacdo de um abundante crescimento
micelial no ponto de inoculacdo (axilas do ramo), avangando como uma fina pelicula micelial

na face abaxial da primeira folha infectada (Figura 15).

Figura 15. Caracteristicas da coloniza¢ao de folhas de cha por Rhizoctonia binucleada.
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ApoOs quatro dias pode observar os primeiros sintomas de queima
foliar (Figura 16).

Figura 16. Inicio dos sintomas de queima foliar. 18 DAI.

A formagdo do fio ocorreu nove dias ap6s 0s primeiros sintomas,
ocorrendo aos 27 DAI (Figura 17). A partir do ponto de infeccdo, o crescimento do corddo

micelial pode ser tanto ascendente quanto descendente em direcéo as folhas.
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Figura 17. Cordéao micelial do fungo, caracteristico da doenca queima do fio. 27 dias apés a inoculagao.

Apés 10 dias da formagcdo do fio, finalizou-se o teste de

patogenicidade, completando-se o postulado de Kock (Figura 18).

Figura 18. Reisolamento dos isolados do cha
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A avaliacdo da patogenicidade do isolados foi realizada apds o
aparecimento dos primeiros sintomas de queima foliar (18DAI), compreendendo cinco
avaliacGes durante o periodo do experimento.

Os resultados do NMFD e NPD ndo foram significativos a nivel de 5%
pelo teste de Tukey. Acredita-se que o teste de patogencidade ndo apresentou diferenca
significativa entre os isolados, devido a diferencas morfoldgicas nas plantas utilizadas, sendo
plantas ndo clones, oriundas de estaquias de variedades diferentes ndo identificadas.

Porém, avaliando o comportamento dos isolados, observaram-se

diferencas nos niveis de infeccéo e patogenicidade destes (Figura 19 e 20).

Figura 19. Diferentes niveis de infec¢cdo de Rhizoctonia binucleada do cha comparados a testemunha sem a
doenca.
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Figura 20. Diferenca entre isolados quanto a patogenicidade de Rhizoctonia binucleada no cha.

Por exemplo, os isolados RCB e RCC apresentou maior NMFD/planta,
causando queima foliar em média de duas folhas/planta em relagcdo aos demais isolados, que
variaramde 1 a 1,5 NMFD (Figura 21).

Nos resultados do NPD, todos os isolados causaram doencas em pelo
menos uma planta de cada tratamento. Porém os isolados RCD e RC2 causaram doencas em
todas as plantas do tratamento e em um menor periodo de tempo, em relacdo aos outros

isolados (Figura 22).
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Figura 21. Nimero médio de folhas doentes (NMFD) causadas por Rhizoctonia binucleada no cha.
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Figura 22. Nimero de plantas doentes (NPD) causadas por Rhizoctonia binucleada no cha.
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E interessante notar que a média e a variacio de temperatura durante o
experimento foi fator importante, demonstrando que a temperatura favoravel para o
desenvolvimento da doenca é em torno de 25°C, correspondendo a temperatura Otima de
crescimento micelial de Rhizoctonia binucleada do cha.

No entanto, as informacGes da literatura consideram que temperaturas
elevadas acima de 30°C sdo mais propicias para a doenca (FURTADO, 2005), o que contradiz
com os resultados obtidos de crescimento micelial dos isolados do cha na temperatura de
30°C, no qual diminuiu significativamente.

Essas observacfes sdo muito importantes, pois segundo informacdes
dos teicultores no municipio de Registro-SP no Vale do Ribeira, a doenga é mais problematica
nos meses de dezembro até final de janeiro, onde nesse periodo ha ocorréncia de chuvas
intermitentes e temperaturas médias variando de 25 a 28°C, de acordo com informacGes do
CEPAGRI (Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura, 2012).

6.6. Caracterizacdo molecular

As espécies C. albasitensise C. raminicola foram definidas como out-
groups para enraizamento da arvore filogenética.

Os resultados da analise molecular da regido ITS 5.8 demonstraram
uma relagdo filogenética diferente dos isolados RCA, RCB, RCC, RCD e RC2 de Rhizoctonia
binucleada (Ceratobasidium spp.) do cha, constituindo um ramo independente em relagéo as
demais espécies analisadas, incluindo C. cornigerum, C. anceps, C. angustiporum, C.
papillatum, C. cereale e C. bicorne (Figura 23).
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Figura 23. Arvore filogenética dos isolados de Rhizoctonia binucleada do cha (RCA, RCB, RCC, RCD e
RC2).

Esses resultados corroboram com a analise de Ceresisni et al (2012),
no quais utilizou-se as sequéncias das regides espacadoras internas transcritas, incluindo a
regido de codificacdo de rDNA 5.8S (ITS-5.8S rDNA), para determinar a colocagéo
filogenética da populacdo de isolados de Ceratobasidium spp. de ché e caqui, em relacdo as
demais especies de Ceratobasidium spp. As analises filogenéticas realizadas por Ceresini et al
(2012) mostraram que isolados do cha e do caqui sdo distintos entre si e de todas as outras
espécies de Ceratobasidium spp. que causa a doenca queima do fio branco, e que podem

representar duas espécies novas dentro de Ceratobasidium spp.
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Os isolados do cha deste estudo se agruparam com outros isolados de
Ceratobasidium spp. do cha depositados no GenBank por Ceresini et al (2012), também
coletados no Municipio de Registro - SP. (Figura 23).

Os isolados RCC, RCD e RC2 se agruparam com o isolado Cs.162 e
os isolados RCA e RCB se agruparam com os isolados Cs722 e Cs94, juntamente com o
isolado EU810053 de graviola, que possui seu local de origem o Municipio de Manaus-AM
(CERESISNI et al., 2012).

Observou-se também a diferenca genética entre os isolados RCA e
RCB com os isolados RCC, RCD e RC2 (Figura 23), separando-0s em dois clados diferentes.
Ceresini et al. (2012) tambem analisou a variagdo intraespecifica para as duas populacéo de
Ceratobasidium spp. do cha e do caqui, demonstrando alta variabilidade genética na regido do
rDNA 5.8S.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo citomorfoldgica, cultural, patogénica e molecular dos
isolados de Rhizoctonia binucleada associada a doenca queima do fio no cha, permitiu levantar
informagdes importantes sobre a biologia do fungo, bem como reforgar as evidéncias de que
este fitopatdégeno pode ser uma nova espécie diferente das demais espécies de Rhizoctonia
binucleada (Ceratobasidium spp) conhecidas até o0 momento.

A tentativa da formacdo do teleomorfo indicou ha possibilidade de
formacdo de estruturas sexuais primarias (himénio e basidio) de Ceratobasidium spp. do cha
‘in vitro’ e acredita-se que as informacOes geradas neste estudo, desperte interesse na
realizacdo de novos trabalhos de inducdo do teleomorfo, na tentativa de se conhecer a forma
basidial deste fungo, visto que as caracteristicas citomorfologicas da fase teleomdrfica sdo
necessarias para que se confirme as evidéncias de uma nova espécie de Rhizoctonia binucleada
(Ceratobasidium sp) associada a queima do fio no cha.

O grupamento de anastomose mostrou que os isolados de Rhizoctonia

binucleada do cha, ndo ocorrem anastomose de hifas com os isolados padrées dos GAs
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testados (Figura 7), ou seja, ndo possuem interacdo biologica, sdo diferentes. Estes GAs
correspondem ao teleomorfo C. cornigerum (SNEH et al., 1991; GARCIA et al., 2006), a
espécie mais proxima dos isolados do cha de acordo com as analises filogenéticas do presente
trabalho e com as analises de Ceresisni et al (2012).

Os isolados do cha e os isolados dos GAs também se mostraram
diferentes nas caracteristicas culturais, tanto na morfologia da colénia (Tabela 5), quanto na
curva de crescimento micelial em fungdo da temperatura (Tabela 6), sendo que neste altimo,
na temperatura de 30°C os isolados de Rhizoctonia binucleada do cha, apresentaram a
formacdo de um halo de cor marrom no meio de cultura, indicando também diferencas nas
caracteristicas fisiologicas deste fungo em relagéo aos isolados padrdes dos GAs, no qual ndo
apresentou a formacédo de halo no meio de cultura (Figura 14).

O teste de compatibilidade somética vegetativa entre os isolados de
Rhizoctonia binucleada do cha demonstrou que estes formaram trés GCS, tanto na reacdo
microscopica vegetativa quanto na reacdo macroscépica vegetativa, representados pelos GCS-
1: RCA e RCB, GCS-2: RCC e RCD e GCS: RC2 (Tabela 4). As caracteristicas culturais da
morfologia das col6nias também formaram trés GMs: GM-1: RCA e RCB, GM-2: RCC e
RCD e GM-3: RC2, representado pelos mesmos isolados dos GCS, o que reforca as diferencas
genéticas entre os mesmos (Tabela 5). Pode observar também diferenca no tamanho e
intensidade dos halos de coloracdo marrom formados pelos isolados do cha na temperatura de
30°C (Figura 14). Entretanto, a analise molecular separou os isolados do cha em apenas dois
grupos, no quais os isolados RCC, RCD e RC2 se agruparam no mesmo ramo (Figura 23).

Acredita-se que a analise de outras regides dos genes do DNA do
fungo, como o fator de elongacdo 1-alpha (EF-1a) e RNA polimerase 2 (RPB2) poderiam
melhorar a diferenciagdo genética entre esses isolados, permitindo uma melhor separacdo dos
mesmos (NAKATANI, 2006).

Contudo, as andlises em conjunto realizadas no presente estudo nao
deixa dividas da existéncia de variabilidade genética entre os isolados, o que corrobora com
os resultados de Ceresini et al (2012), que demonstrou alta variabilidade dentro da populagéo
de isolados de Ceratobasidium do cha através da regido ITS 5.8 rDNA.

A reacdo microscépica vegetativa e a reacdo macroscopica vegetativa

mostraram similaridades entre as interagdes microscopicas e macroscopicas de Rhizoctonia
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binucleada do cha, onde reacdes do tipo C3 de compatibilidade somética microscopica
correlacionaram com reacGes de compatibilidade somatica macroscOpica, onde ndo se
observou barreiras no contato das hifas no meio de cultura, se misturando. Outra correlacao
importante foi a relagdo das reagdes microscépicas de incompatibilidade do tipo C1, com as
reacdes macroscopicas de incompatibilidade, apresentado uma barreira de ‘tufos’ de hifa em
toda linha de contato dos isolados no meio de cultura. Rea¢des do tipo C1, até o presente
trabalho, ndo tinham sido relacionadas com as reagdes macroscopicas de incompatibilidade.

A reacdo do tipo C1 também desperta curiosidades na determinagdo de
novos GAs ou GIAs dentro da populacdo de isolados de Rhizoctonia binucleada associada a
queima do fio no ch, tendo em vista que esse tipo de interacdo indicam que estes isolados
podem pertencer ao mesmo GA ou diferente (MACNISH et al., 1993).

O teste de patogenicidade permitiu confirmar a etiologia dos isolados
do presente trabalho como os causadores da queima do fio do cha, bem como caracterizar as
principais etapas do desenvolvimento da doenca, como a queima das folhas e a formagéo do
fio, sintoma caracteristico da doenca. As condicBes do ambiente, como a variacdo de
temperatura entre 19 a 30°C e umidade do ar também foram importantes para o sucesso do
teste.

Os resultados apresentados no presente trabalho permitiu gerar
informacdes importantes sobre a biologia do fungo Rhizoctonia binucleada associada a doenca
queima do fio do cha (Camellia sinensis L.) no Vale do Ribeira-SP, refor¢ando as evidéncias

que este fitopatdgeno seja uma nova espécie de Ceratobasidium spp.
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8. CONCLUSOES

o Todos os isolados do cha apresentaram dois ndcleos por célula,
sendo classificados como Rhizoctonia binucleada.

o Houve a formacdo de himénio e metabasidio na tentativa de
formacéo da fase teleomdrfica de Rhizoctonia binucleada do cha.

o Os isolados de Rhizoctonia binucleada do cha ndo pertencem aos
GA-A, GA-Bo, GA-P e GA-Q de Rhizoctonia binucleada.

o Existe incompatibilidade somatica vegetativa entre os isolados
de Rhizoctonia binucleada do cha, demonstrando variabilidade genética dos mesmos.

o A temperatura Otima de crescimento micelial de Rhizoctonia
binucleada e a média de temperatura favoravel para o desenvolvimento da doenca queima do
fio no cha foi em torno de 25°C.

o Os isolados de Rhizoctonia binucleada do cha sdo geneticamente

diferentes em relacdo as demais espécies de Ceratobasidium spp. conhecidas até 0 momento.
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