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1. RESUMO

O género Ceratocystis engloba diversas espécies amplamente distribuidas pelo mundo. No
Brasil ocorrem relatos da existéncia de trés espécies: Ceratocystis cacaofunesta, C. paradoxa
e C. fimbriata, sendo esta ultima a de maior relevancia e causadora de doengas em muitas
plantas lenhosas e em algumas herbaceas de grande importancia econdmica. Diante desta
situagdo e da alta incidéncia deste patdgeno na cultura do eucalipto, o presente trabalho teve
como objetivos: (i) caracterizar aspectos patogénicos, culturais, morfoldgicos, enzimaticos e
genéticos de isolados de Ceratocystis sp. coletados de diferentes hospedeiros; (ii) estudar a
reacao de diferentes genotipos de eucalipto a inoculagdo de isolados de Ceratocystis sp., com
objetivo de se encontrar uma fonte de resisténcia & murcha-de-ceratocistis; (iii) verificar a
sensibilidade a diferentes fungicidas “in vitro” e “in vivo” deste fungo. Nos testes de
patogenicidade todos os isolados de Ceratocystis trabalhados foram patogénicos aos seus
hospedeiros originais. Foi observada ainda a ocorréncia de patogenicidade cruzada. Esta
patogenicidade foi comprovada por meio de andlises realizadas em microscopio eletronico de

varredura, onde foi constado que o isolado de eucalipto, cacau, manga, teca e atemoia foram



capazes de colonizar, se desenvolver e se reproduzir nos vasos de xilema de plantas de
eucalipto. Nos experimentos de caracterizacdo morfologica, os isolados foram agrupados
segundo comprimento médio do rostro do peritécio, podendo esta caracteristica ser usada
como ferramenta para diferenciar isolados de Ceratocystis de cacau dos outros isolados de
eucalipto, manga, teca e atemoia. Ainda nestes experimentos, foi notada a producdo de
conidios doliformes em alguns isolados de eucalitpto. A diferenciagdo dos isolados de
Ceratocystis de cacau dos outros isolados estudados também foi verificada pela velocidade de
crescimento. Foram detectadas a produ¢do de amilase, lacase, lignina peroxidade e protease
em quase todos os isolados testados. A producdo das enzimas protease e lignina peroxidase
foram altamente varidveis entre os isolados testados. As amostras de Ceratocystis coletadas de
cacau mostraram producao intensa da enzima lacase, quando comparadas aos resultados
obtidos dos outros isolados testados. Nao foram observadas producdo de celulase, lipase e
pectato-liase dos isolados. Com base nas seqiiéncias de DNA obtidas da regido ITS-5.8S
rDNA dos isolados de Ceratocystis estudados, foi possivel concluir que os isolados de
eucalipto, atemdia e de teca pertencem a espécie C. fimbriata, € que os isolados de cacau
foram identificados como C. cacaofunesta. Nas analises de filogenia, os isolados foram
agrupados segundo a regido de coleta e alguns isolados de eucalipto mostraram alta
similaridade com isolados de manga. Em relagdo aos testes de resisténcia de eucalipto a
Ceratocystis, dos 20 materiais de eucalipto testados, somente 5 mostraram resisténcia a todos
isolados de C. fimbriata testados. Nos testes realizados “in vitro” e “in vivo”, os isolados de

Ceratocystis mostraram-se mais sensiveis ao fungicida a base de tiofanato-metilico.

Palavras-chave: Ceratocystis, eucalipto, cacau, manga, teca, atemoia.
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2. SUMMARY

The genus Ceratocystis includes several species widely distributed all over the world. In
Brazil, there are reports of threes species: Ceratocystis cacaofunesta, C. paradoxa and C.
fimbriata, the latter being most relevant and causer of diseases in a large number of woody
plants and in some herbaceous plants of great economic importance. Based on this situation
and on the high incidence of this pathogen in eucalyptus culture, this study aimed to: (i)
characterize pathogenic, cultural, morphological, enzymatic and genetic aspects of
Ceratocystis sp. isolates collected from different hosts; (ii) study the reaction of different
eucalyptus genotypes to the inoculation of Ceratocystis sp. isolates, in order to find a source of
resistance to ceratocystis wilt; (iii) verify the sensitivity of this fungus to different fungicides
“in vitro” and “in vivo”. In the pathogenicity tests, all studied Ceratocystis isolates were
pathogenic to their original hosts. Cross pathogenicity was also observed. This pathogenicity
was proved by means of analyses under scanning electron microscope, which indicated that
eucalyptus, cacao, mango, teak and atemoya isolates were able to colonize, grow and
reproduce in the xylem of eucalyptus plants. In the experiments for morphological
characterization, the isolates were grouped according to the mean length of the rostrum of the
perithecium, and this trait may be used as a tool to differentiate Ceratocystis and cacao isolates
from other eucalyptus, mango, teak and atemoya isolates. In these same experiments, the
production of doliform conidia was noted in some eucalyptus isolates. The differentiation of
Ceratocystis and cacao isolates from the other studied isolates was also possible based on the

growth rate. Production of amylase, laccase, lignin peroxidase and protease was detected in



almost all tested isolates. The production of the enzymes protease and lignin peroxidase was
highly variable among the tested isolates. Ceratocystis samples collected from cacao showed
intense production of the enzyme laccase, compared to the results obtained for the other tested
isolates. Production of cellulase, lipase and pectate-lyase by the isolates was not observed. The
DNA sequences obtained from the ITS-5.8S rDNA region of the studied Ceratocystis isolates
led to the conclusion that the eucalyptus, atemoya and teak isolates belong to the species C.
fimbriata, while cacao isolates were identified as C. cacaofunesta. In the phylogenetic
analyses, the isolates were grouped according to the collection site and some eucalyptus
isolates showed high similarity to mango isolates. As to the tests of eucalyptus resistance to
Ceratocystis, of the 20 tested eucalyptus materials, only 5 showed resistance to all tested C.
fimbriata isolates. In the tests carried out “in vitro” and “in vivo”, Ceratocystis isolates were

more sensitive to thiophanate-methyl fungicide.

Keywords: Ceratocystis, eucalyptus, cacao, mango, teak, atemoya.



3. INTRODUCAO

O género Ceratocystis contempla diversas espécies fungicas
distribuidas em varios lugares do mundo. No Brasil ha relatos de poucas espécies pertencentes
a este género de fungo, dentre elas C. cacaofunesta, C. paradoxa e o mais importante C.
fimbriata.

Ceratocystis fimbriata ¢ causador de doencas em muitas espécies de
plantas lenhosas e em algumas herbaceas de importdncia econdmica como, por exemplo,
acacia negra (Acacia mearnsii), batata-doce (I[pomoea batatas), cacau (Theobroma cacao),
café (Coffea arabica), citrus (Citrus spp.), eucalipto (Eucalyptus spp.), figo (Ficus carica.),
gmelina (Gmelina arborea), manga (Mangifera indica) e seringueira (Hevea brasiliensis).

Em plantas lenhosas, C. fimbriata ¢ um tipico patégeno de xilema
(BAKER; HARRINGTON, 2004), cujo sintoma caracteristico ¢ constatavel nas secgoes
transversais de 6rgaos lenhosos, na forma de estrias radiais escuras (FERREIRA; MILANI,
2002), do tipo cunha, em geral da periferia para a medula.

Normalmente uma planta infectada com este patdogeno tem como



primeiros sintomas a perda de coloragdo verde-escura da folhagem, seguida de murcha das
folhas e conseqilientemente seca da planta. Existem dois tipos de seca no campo: um inicia-se
pelos ramos finos da copa e progride em direcdo ao tronco, matando a arvore lentamente.
Outro tipo inicia-se pelas raizes e a planta morre repentinamente, muitas vezes sem mostrar
qualquer sintoma. O fungo so penetra na parte aérea da planta através de ferimentos, condi¢ao
esta nao necessaria quando a infecgdo comega pelas raizes (RIBEIRO, 1997).

Culturas de C. fimbriata exalam odor de fruta madura. Estas substancias
volateis tém importante papel na epidemiologia da doenga, pois atraem o inseto vetor. O fungo
¢ incapaz de penetrar diretamente através da epiderme do ramo sadio que oferece uma forte
barreira mecanica, necessitando de vetor ou ferimentos. Uma vez no interior da planta, seu
desenvolvimento inicial da-se na regido do cambio, entre a casca e o lenho. Com o tempo,
avanga para o interior do cerne da planta (ROSSETO et al., 1980)

Nas areas de ocorréncia da doenga recomenda-se o corte e queima dos
galhos das copas infectadas, salientando-se que este controle so tera sucesso quando o sistema
radicular da planta estiver sadio. O uso de porta-enxertos resistentes ¢ um método de controle
usado em mangueira, porém no caso de eucalipto ainda ndo ha relatos de fontes consistentes
de resisténcia a este fungo. Em plantas de cacau ja ha indicios de plantas resistentes.

Diante deste problema e da importdncia que este patdogeno vem
tomando dentro da cultura do eucalipto, o presente trabalho teve como objetivos: (i)
caracterizar aspectos patogénicos, culturais, morfolégicos, enzimaticos e genéticos de isolados
deste fungo coletados de diferentes hospedeiros; (ii) estudar a reagdao de diferentes genotipos
de eucalipto a inoculagdo de isolados de Ceratocystis sp., com objetivo de se encontrar uma
fonte de resisténcia a murcha-de-ceratocysits; (iii) verificar a sensibilidade a diferentes

fungicidas “in vitro” e “in vivo” deste fungo.



4. OBJETIVOS

4.1. Gerais

a. Identificar e caracterizar os isolados de Ceratocystis coletados;
b. Verificar a reacdo de diferentes genotipos de eucalipto quando inoculados com
Ceratocystis sp.;

c. Verificar a sensibilidade deste fungo a diferentes fungicidas “in vitro” e “in vivo”.

4. 2. Especificos

a. Realizar estudos de caracterizagdo patogénica, morfoldgica, cultural, enzimatica dos
isolados de Ceratocystis sp. obtidos de eucalipto, teca, cacau, manga e atemoia.

b. Acompanhar do crescimento de isolados de a colonizacdo dos vasos de xilema de
eucalipto por Ceratocystis sp. por meio de técnicas de microscopia eletronica de

varredura.



c. Estudar a variabilidade genética deste fungo com base no sequenciamento da regido
ITS-5.8S rDNA.

d. Com base nas reagdes dos clones inoculados identificar uma possivel fonte de
resisténcia a este patdogeno;

e. Verificar a sensibilidade deste fungo a diferentes fungicidas para uso de uma ferramenta

extra na prote¢ao de plantas de eucalipto.



5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 Importancia da doenca

O género Ceratocystis contempla diversas espécies distribuidas em varios
lugares do mundo, como Ceratocystis adiposa, C. albifundus, C. bhutanensis, C.
cacaofunesta, C. caryae, C. coerulescens, C. douglasii, C. eucalypti, C. fagacearum, C.
fimbriata, C. platani, C. fimbriatomima, C. fujiensis, C. laricicola, C. major, C. moniliformis,
C. moniliformopsis, C. omanenisis, C. paradoxa, C. pinicola, C. pirilliformis, C. polonica, C.
polychroma, C. populicola, C. radicicola, C. resinifera, C. rufipenni, C. savannae, C.
smalleyi, C. tribiliformis, C. tsitsikammensis, C. variospora e C. virescens.

No Brasil, ocorrem relatos da existéncia de trés espécies: C. paradoxa,
atacando principalmente monocotiledoneas, C. cacaofunesta acarretando grandes problemas
em plantacdes de cacau (Theobroma cacao) (BEZERRA, 1997), e C. fimbriata, causadora de
doenca em muitas plantas lenhosas e em algumas herbaceas de grande importancia econdmica

como manga (Mangifera indica) e eucalipto (Eucalyptus spp.) (FERREIRA et al., 1999).
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Ainda pode-se citar a ocorréncia deste fungo em acécia negra (4Acacia mearnsii) (RIBEIRO et
al., 1988; SANTOS; FERREIRA, 2003), batata doce (lpomoea batatas) (BARNES et al.,
2001), café (Coffea arabica) (MARIN et al., 2003), citrus (Citrus spp.) (BORJA et al., 1995) ,
figo (Ficus carica) (VALARINI; TOKESHI, 1980), gmelina (Gmelina arborea) (RIBEIRO,
1982) e seringueira (Hevea brasiliensis) (SILVEIRA et al., 1994). Recentemente foram
realizados relatos em teca (Tectona grandis) (FIRMINO et al., 2010a) e atemoia (hibrido de
Annona cherimola com A. squamosa) (FIRMINO et al., 2010b).

No Brasil até meados de 1990, C. fimbriata era considerado problema
somente em plantagdes de manga (Mangifera indica). Diversas regidoes produtoras sofreram
prejuizos vultosos em conseqiiéncia da morte de milhares de plantas em pomares comerciais.
No municipio de Jodo Pessoa, no Estado da Paraiba, a seca-da-mangueira foi responsavel pela
morte de mais de 800 plantas entre 2001 e 2005 (BATISTA et al, 2008). Variedades de manga
do tipo coquinho, Bourbon e Haden sdo altamente suscetiveis a este fungo, sendo impraticavel
seu plantio em areas de ocorréncia desta doenca (RIBEIRO et al., 1984; ROSSETO, et al.,
1996). Deste modo, o plantio destas variedades foi reduzido e quase ndo sao mais encontradas
no mercado.

A murcha-de-Ceratocystis em eucalipto, causada por C. fimbriata, foi
constatada primeiramente no sudeste da Bahia em 1997 (FERREIRA et al., 1999).
Atualmente, ja foram registradas ocorréncias no Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Sdo Paulo e, recentemente, Maranhao e Para (ALFENAS et al., 2009; FERREIRA,
2009). Estudos sobre perdas no campo ocasionados pelo fungo C. fimbriata, no sul da Bahia,
mostraram uma reducao de 58% no incremento volumétrico de clones hibridos de eucalipto
(E. grandis x E. urophylla) e de 13,7% no rendimento depurado de celulose (FERREIRA et
al., 2007). Essa doenga vem causando sérias preocupagdes, uma vez que nos primeiros meses
de observagdo da doenga as perdas ndo excediam a 20-25% mas que com o passar do tempo
alguns talhdes monoclonais ja apresentavam mortalidade de plantas superior a 40%. Como
agravante, a doenca comecou a ser constada em hastes de brotacdes em banco clonal
destinadas ao enraizamento de estacas e em mudas ja enraizadas na fase de aclimatagdo, no
viveiro, a céu aberto. Essas ultimas constatagdes significaram haver considerdvel risco de se
introduzir a doenga em areas ainda sem o patdgeno, via mudas propagadas vegetativamente

(FERREIRA et al., 2006). Trés espécies de Ceratocystis, diferentes de C. fimbriata, ja foram
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relatadas em eucalipto: C. eucalypti (KILE et al., 1996), C. moniliformopsis (YUAN;
MOHAMMED, 2002) e C. pirilliformis (BARNES et al., 2003), todos ocorrendo na Australia.

Em cacau, a murcha-de-Ceratocystis tem causado danos econdmicos na
cacauicultura do Brasil desde 1978 (BASTOS; EVANS, 1978; SANCHES, 2006) e em paises
vizinhos. No Equador, onde foi descrita pela primeira vez em 1918 (ENRIQUEZ; SORIA,
1984; DELGADO; SUAREZ, 2003; SANCHES, 2006) causou a morte de um grande nimero
de arvores de cacau na década de cinqiienta, incluindo gendtipos do chamado ‘complexo
nacional do Equador’, um cacau fino de alto valor para este pais. Na Venezuela, foi
identificada pela primeira vez em 1951 ainda registrando-se neste pais, a morte de 20 a 50%
das arvores de cacau (GOITTA; ROSALES 2001; SANCHES, 2006). Na Colémbia, causou
grandes estragos, atacando 50% das plantacdes de cacau do municipio de Sofia e no Valle Del
Cauca, nao existem plantagdes sadias (GUERRERO, 1975, SANCHES, 2006). Esta doenca
também foi registrada causando problemas no México, em Porto Rico, na Guiana, Peru,
Republica Dominicana e Guatemala (BAKER; HARRINGTON, 2004; SANCHES, 2006). Na
regido cacaueira do Estado da Bahia a enfermidade j& se encontra amplamente disseminada e
as mortes ja somam o equivalente a 24% das plantas, principalmente aquelas derivadas do
clone ICS-1, como a variedade Theobahia (SILVA; LUZ, 2000; RAM et al., 2004;
SANCHES, 2006), que sao utilizadas como fonte de resisténcia a vassoura-de-bruxa.

Ceratocystis € um tipico patégeno de xilema, cujo sintoma mais
caracteristico ¢ constatavel nas sec¢des transversais de orgdos lenhosos, na forma de estrias
radiais escuras ou uma descoloragdo do tipo cunha, que seguem da medula para o exterior do
lenho, (FERREIRA; MILANI, 2002; FERREIRA et al., 2006)

Normalmente, uma planta infectada com este fungo, apresenta como
primeiros sintomas a perda de coloracdo verde-escura da folhagem, seguida de murcha das
folhas e conseqiiente seca e morte da planta. Um estresse hidrico em plantas doentes pode
ocorrer como resultado do crescimento de hifas do patdgeno e/ou produgao de esporo, nestes
casos a presenca dessas estruturas no interior dos vasos acaba por obstruir as perfuragdes
existentes nos elementos traqueais (PASCHOLATI et al, 2008). Este estresse também pode ser
atribuido ao incremento da viscosidade da seiva, decorrente da agdo enzimatica sobre os
componentes dos tecidos do xilema, como exemplo tem-se os glicopeptideos produzidos por

C. ulmi (ISAAC, 1992 apud PASCHOLATI et al, 2008).
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A reacdo da planta hospedeira a invasdo do fungo também pode gerar
sintomas reflexos de murcha e seca. Isso ocorre devido a mecanismos de defesa que
bloqueiam segmentos dos proprios vasos do xilema. Um desses mecanismos ¢ formagdo de
tiloses, que sdo uma extensdo do protoplasma das células do parénquima para o interior dos
vasos do xilema. Um exemplo disso sdo as tiloses detectadas nos vasos de Ulmus atacados por
C. ulmi MACDONALDS; MACNABB, 1974). Tumura (2011), ao realizar cortes semi-finos
dos vasos de plantas de eucaliptos sadios e infectados com Ceratocystis, notou a presenca de
tiloses somente nas plantas infectadas.

Culturas de C. fimbriata e tecidos atacados por este fungo exalam odor de
fruta madura. Estas substancias volateis t€m importante papel na epidemiologia da doenga,
pois atraem o inseto vetor. O fungo ¢ incapaz de penetrar diretamente através da epiderme do
ramo sadio que oferece uma forte barreira mecanica, necessitando de vetor ou ferimentos.
Uma vez no interior da planta, seu desenvolvimento inicial d4-se na regido do cadmbio. O
carater tipico da seca da mangueira vem a ser o colapso dos tecidos parenquimatosos, nao
sendo, portanto, do tipo vascular. O fungo pode penetrar diretamente pelas raizes,

aparentemente sem necessidade de qualquer ferimento ou vetor (ROSSETO et al., 1980).

5.2.0 género Ceratocystis

A distribuicao geografica e diversidade genética de fungos pertencentes ao
género Ceratocystis ¢ muito grande, embora a maioria desta diversidade seja encontrada nas
Américas (HARRINGTON, 2000; BARNES, et al., 2001; BAKER et al., 2003; BAKER;
HARRINGTON, 2004; STEIMEL, et al., 2004). Segundo Webster e Butler (1967) agrupar as
espécies encontradas neste género ¢ muito dificil visto que a grande similaridade morfologica
e a ocorréncia de interfertilidade dificulta a distincdo da maioria das espécies. Porém, com
base nas seqiiéncias de DNA obtidas da regiao ITS-5.8S rDNA do DNA ribossomico nuclear e
de outras andlises genéticas esta sendo provado que as espécies deste género podem ser
agrupadas em varios subgrupos ou clados (HARRINGTON, 2000; BAKER; HARRINGTON,
2004).

Segundo Harrington et al (2011), podem se encontrar quatro clados

distintos: o da América Latina, o da América do Norte, o da Asia e o da Africa. Dentro do
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clado da América Latina, Baker et al (2003) estudaram diferentes isolados de cacau, Herrania
sp., batata-doce, Platanus sp., café, manga, Annona sp., eucalipto e Gmelina sp. e verificaram,
com base nas analises de seqiiéncias da regido ITS, que todos os isolados de Platanus sp.,
cacau e batata-doce formaram linhagens fortemente suportadas pela similaridade das
seqiiéncias (FERREIRA, 2009). Deste modo foi demonstrada especializagdo em nivel de
hospedeiro dentro desse clado, por meio de inoculagdes cruzadas de isolados de diversos
locais. Dessa maneira, Baker et al. (2003) levantaram a hipotese de que populagdes locais de
C. fimbriata sdo hospedeiro-especializados.

Engelbrecht e Harrington (2005), ao realizarem testes de interesterelidade
entre isolados de grupos de compatibilidade opostos, constataram que dois grupos interestéreis
corresponderam, respectivamente, a linhagens de batata-doce e Platanus sp.. A linhagem do
patogeno de cacau apresentou dois grupos interestéreis correspondendo a duas sublinhagens
genéticas. Além disso, foram estudadas caracteristicas morfologicas das linhagens hospedeiro-
especializadas, e com base nos resultados obtidos por esses autores, os isolados, que antes
eram designados C. fimbriata, que atacavam cacau e Platanus sp, foram renomeados como C.
cacaofunesta e C. platani, respectivamente (FERREIRA, 2009). O patégeno de batata-doce
foi mantido como C. fimbriata, como foi originalmente descrito.

Com base nesses estudos foi sugerido que a evolugdo e a divergéncia das
espécies de Ceratocystis podem ter sido conduzidas pela especializacdo por hospedeiro, ja que
apenas pequenas diferencas morfologicas entre as espécies foram observadas (FERREIRA,
2009). Em contraste, andlises filogenéticas da regido ITS de isolados brasileiros de C.
fimbriata de G. arborea, manga, eucalipto, figo e inhame mostram-se polifiléticos (BAKER et
al, 2003;. THORPE et al, 2005). Isolados brasileiros deste fungo t€ém mostrado variagao na
agressividade e baixa especializa¢do no hospedeiro, exceto os isolados de G. arborea que sao
mais agressivos para mudas dessa espécie, e alguns isolados de eucalipto sdo particularmente
mais agressivos aos hibridos de eucalipto (BAKER et al, 2003;. THORPE, 2004; ZAUZA et
al, 2004;. THORPE et al, 2005).

A maioria das espécies de Ceratocystis sao idiomorfos, ou seja, contém
dois sistemas mating types (MAT-1 e MAT-2). Assim, ¢ observada a presenca de individuos
auto-estéreis (MAT-1) ou auto-férteis (MAT-2) em um padrdo de segregacdo 1:1. Individuos

do tipo MAT-1 sdo sempre auto-estéreis € s6 podem cruzar com cepas MAT-2, enquanto as
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progénies do tipo MAT -2 sdo geralmente auto-férteis, podendo cruzar com individuos tanto
MAT-2 como MAT-1. A auto-fecundagdo em isolados MAT-2 de espécies Ceratocystis
ocorre através de uma supressdo do gene de ‘“‘acasalamento”, resultando na expressdo de
cruzamento do tipo MAT-1 (HARRINGTON; McNEW, 1997). Individuos MAT-1 de C.
pinicola t€m um crescimento mais lento do que individuos MAT-2 deste mesmo fungo. Ha
hipoteses que sugerem individuos MAT-2 no cruzamento com um individuo MAT-1 pode ter
um gene eliminado ou suprimido durante o acasalamento, e essa alteragdo pode resultar no
crescimento mais lento da auto-estéril (MAT-1) (HARRINGTON; McNEW, 1997). Isolados
do tipo MAT-2 sdao mais dificeis de identificar, embora geralmente sejam apenas capazes de
formar peritécios e ascosporos quando combinado com isolados MAT-1 (HARRINGTON et
al., 2002).

Engelbrecht e Harrington (2005) estudaram a “interfertilidade” de isolados
de cacau, batata-doce e Platanus sp.. Os autores constataram que houve cruzamento entre
alguns isolados provindos de hospedeiros diferentes. Alguns isolados de batata-doce cruzaram
com os de Platanus sp.. Em relacdo aos isolados de cacau, houve interagcao entre os isolados
do Brasil com os do Equador e dos isolados da Colombia com os da Costa Rica. Alguns
isolados de batata-doce e Platanus sp. interagiram com os de cacau, gerando algumas vezes
individuos com esporos inférteis. A capacidade de isolados de trés hospedeiros diferentes
serem capazes de cruzarem e produzirem hibridos sugere, segundo os autores, que estas
espécies estdo intimamente relacionadas e provavelmente divergiram recentemente.

A determinagdo de caracteristicas reprodutivas entre isolados de
Ceratocystis apoia a hipotese de que isolados de espécies diferentes, ou coletados em lugares
distintos, podem estar estreitamente relacionados. Harrington et al (2002) estudaram a
“interfertilidade”, baseados nas caracteristicas de “mating types”, de diferentes isolados de C.
laricicola e C. polonica, coletados no Japao, Russia e Europa. Com base nestas caracteristicas,
estes autores sugeriram que as duas espécies de fungos estdo intimamente relacionadas e
somente se diferenciam pela sua especializagdo fisioldgica pelo hospedeiro e pelos seus
vetores.

O fungo Ceratocystis pertence a divisdo Ascomycota e tem como fase
anamorfica o género Chalara e Thielaviopsis. Em meio BDA (batata, dextrose, agar), o

micélio ¢ inicialmente esbranqui¢ado, passando para acinzentado e negro. Em certas areas do
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micélio, aparecem enovelados escuros, imersos no meio de cultura que sdo os peritécios.
Estes, quando maduros, sd3o globosos, negros, providos de um longo rostro, na extremidade do
qual se encontram gotas amareladas de ascosporos. Estas estruturas sdo visiveis a olho nu.
Normalmente, quando ha um aumento de temperatura e umidade, essa massa que envolve os
ascos absorve umidade e aumenta de tamanho exercendo uma pressao de dentro para fora do
peritécio, sendo o rostro o Unico lugar para o material sair e ser exposto ao ambiente
(GUERRERO, 1975; CHONG, 1961). Nas hifas superficiais, formam-se endoconidios,
(doliformes e/ou cilindricos) produzidos nos endoconidiéforos. Chong (1961) afirma que os
endoconidios em dado momento do seu desenvolvimento, cada segmento limitados por septos,
se diferenciam adquirindo parede propria e o crescimento empurra os outros. Os endoconidios
entdo saem em cadeias ou sozinhos quando o conidi6foro se rompe. Observam-se também
neste fungo, a formacdo de clamiddsporos, também chamado de aleuroconidios, que sdo
estruturas de resisténcia. Todas estas estruturas citadas podem ser encontradas no campo e em
seu hospedeiros (RIBEIRO, 1997). Na figura 1, ¢ possivel visualizar as estruturas tipicas do

género Ceratocystis.

N VW

A D F

Figura 1: Ceratocystis isolado de teca. A. Peritécio; B. Hifas ostiolares com ascésposros; C. ascosposros; D.
Endoconidiéforo cilindrico; E. Endoconidio cilindrico e aleuroconidio; F. Aleuroconidioféro e

aleuroconidio.

Apesar da dificuldade de se distinguir morfologicamente as espécies de

Ceratocystis, existem algumas pequenas caracteristicas que podem auxiliar na identificacdo de
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uma espécie. Engelbrecht e Harrington (2005) apontam que isolados de batata-doce, cacau e
Platanus sp. eram indistinguiveis morfologicamente, exceto pela presenca ou auséncia de
conidio do tipo doliforme e pequenas diferengas no tamanho das bases e pescogo do peritécio.

Segundo Barnes et al. (2003) C. pirilliforme pode ser distinguido com
facilidade das outras espécies de Ceratocystis, pois seu asco tem forma piriforme. No entanto,
os tamanhos dos ascos, ascosporos e conidios de C. pirilliformis, estdao dentro dos intervalos
observados para C. fimbriata e C. albofundus (WINGFIELD et al., 1996). C. albofundus tem
asco de cor clara, ostiolo divergente e auséncia de clamidésporos (WINGFIELD et al., 1996).
C. eucalypti tem ascosporo alongado com bainha, enquanto C. pirilliformis tem ascOsporos
com bainha em formato de “chapéu”.

Outras espécies de Ceratocystis também tém ascosporos em forma de
“chapéu”, como C. moreau, C. acericola, C. fimbriata, C. albofundus, C. moniliformis e C.
moniliformopsis, sendo que estas duas ultimas espécies, no entanto, diferem das outras
espécies por possuirem espinhos curtos e conicos na base do asco (YUAN; MOHAMMED,
2002). C. cacaofunesta se distingue de C. fimbriata por sua patogenicidade em cacau e rara
producdo de conidios doliformes (ausente em C. fimbriata) e pelo tamanho da abertura das
fidlides, que sdo bem maiores que as observadas em C. fimbriata. A espécie C. cacaofunesta
pode ser distinguida de C. albofundus por seu peritécio escuro, ja que C. albofundus apresenta
peritécio amarelado ou castanho (WINGFIELD et al., 1996). C. platani pode ser distinguido
de C. fimbriata e C. cacaofunesta por sua patogenicidade em Platanus spp. e pela produgdo
freqiiente de conidios doliformes, além de apresentar parte da abertura da fidlide mais larga
(ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2005).

Trabalhos envolvendo o sequenciamento de DNA das regides espagadoras
ITS e outras analises genéticas vém auxiliando na determinagdo de espécies de Ceratocystis
(HARRINGTON, 2000; BAKER; HARRINGTON, 2004). Analises moleculares da regido
ITS e estudos com aloenzimas tém apontado uma grande variacdo entre isolados C. fimbriata
do clado da América do Norte. Este resultado tem corroborado os de patogenicidade, apontado
que existe neste clado a presenga de quatro linhagens, sendo que cada linhagem ¢ hospedeiro-
especifica (JOHNSON et al., 2005). Em estudos realizados com isolados de Ceratocystis
coletados no Brasil, Harrington et al (2011), concluiram que as seqiiéncias de DNA da regiao

espacadora ITS variaram muito, ndo sendo possivel a defini¢dao de linhagens deste fungo com
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base nestas seqiiéncias. Estes resultados, assim como outros (BAKER, et al., 2003; JOHNSON
et al., 2005; THORPE et al., 2005), indicam que seqiiéncias de ITS-rDNA tém valor limitado
na filogenia de isolados de C. fimbriata dentro do clado da América Latina.

Ferreira et al. (2010), ao realizarem estudos de diversidade genética,
basedos em marcadores de microssatélites, com isolados de Ceratocystis de eucalipto, manga,
ficus, Gmelina, batata-doce, cacau e Platanus sp., apontam uma baixa diversidade genética
entre estes isolados. A dispersdao limitada dos ascosporos e aleurioconidios por insetos,
juntamente com uma preponderancia de autofecundagdo, sdo fatores que podem resultar
populagdes de C. fimbriata com baixa diversidade genética (ROUX et al, 2001;.
ENGELBRECHT et al., 2004). Morin et al. (2004), estudaram a variabilidade genética e a
estrutura da populacdo de C. resinifera no Canada, constatando baixa diversidade genética
dentro de uma determinada area estudada, porém as diferencas genéticas foram especialmente
marcantes quando as populagdes do leste do Canada foram comparadas com as populacdes do
oeste do Canada, sugerindo que ha uma barreira geografica. Segundo os autores, esta barreira
pode ser a conseqiliéncia de uma baixa migragao de insetos vetores de C. resinifera decorrente
da presenca reduzida de hospedeiras nas grandes planicies canadenses. Atualmente, parte do
gene tipo MATI1-2 vem sendo usado para andlises filogenéticas por apresentarem menor
variacdo e por agruparem os isolados estudados conforme o hospedeiro de origem

(HARRINGTON et al., 2011).

5.3. Disseminacio e transmissdo de Ceratocystis

Espécies de Ceratocystis estdo fortemente associadas com insetos
(HARRINGTON, 2009), apesar de ainda ndo se conhecer os vetores especificos de C.
fimbriata ma América Latina. Arvores infectadas com o fungo Ceratocystis sio
freqlientemente atacadas por scolytideos, conhecidos como besouros da ambrosia,
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae e Platypodinae). Estes besouros, ao perfurarem e
adentrarem o tronco da arvore, eliminam, atravez do orificio aberto, as fezes ¢ restos de
madeira com aleurioconidio do fungo que podem ser levados pelo vento ou pela dgua

(BAKER et al, 2003;. ENGELBRECHT et al, 2007;. OCASIO-MORALES et al, 2007). Além
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de dispersao através aleurioconidios, massas pegajosas dos ascosporos podem ser dispersos
por insetos, como moscas ¢ besouros (HARRINGTON, 2009)

Os insetos podem carregar estruturas do fungo dentro de estruturas
especializadas denominadas micangias cuticulares ou externamente em orificios simples ou
aderidos aoexoesqueleto. Fungos transportados dentro das micangias tendem a ser mutualistas
dos besouros, ja os carregados no exterior do inseto sdo mais propensos a ser patégenos de
espécies arboreas (MALLOCH; BLACKWELL, 1993).

Hypocryphalus mangiferae ¢ considerado o inseto vetor primario do
agente da seca da mangueira. Pertence a familia Scolytidae, sendo a Unica broca entre todas as
espécies ocorrentes que ¢ especifica da mangueira. Nas arvores sadias, € comum observar o
inseto ou suas galerias entre a casca e o lenho, em pequenos ramos decadentes. Em plantas
doentes, predomina nos galhos finos. Ja Xyleborus ferugineus ¢ considerado como o principal
vetor da seca-do-cacaueiro causado pelo fungo C. cacaofunesta (FLECHTMANN et al.,
1995).

Os besouros fledfagos, ao colonizarem seus hospedeiros, escavam no
floema e inoculam o fungo manchador de azul da madeira (“blue-staining”). Esta combinagao
jé& foi relatada para Dendroctonus frontalis ¢ o fungo Ceratocystis minor, que tem a
capacidade de interromper o movimento de dgua dentro da arvore, o que auxilia o besouro a
matar mais rapidamente seu hospedeiro. Para Scolytus multistriatus, principal vetor da doenca
do olmo holandés (“dutch elm disease”), cujo fungo Ceratocystis ulmi produz enzimas que
rompem as paredes dos vasos do floema do olmo (Ulmus), liberando compostos quimicos que
impedem a translocagdo de agua dentro da arvore. Ips avulsus tem seu desenvolvimento
favorecido na presenca do fungo Ceratocystis ips (SILVA, 2006).

Na associagdo de insetos com Ceratocystis podemos também citar: C.
laricicola com I. cembrae e C. polonica com Ips polonica, que atacam as espécies Larix sp. €
Picea sp., respectivamente, em toda a Europa, Asia e Japio (HARRINGTON et al., 2002).

Estudos conduzidos em Minnesota para testar a hipdtese de que algumas
espécies de besouros que ocorriam nesta localidade estavam relacionadas com C. fagacearum
foram conduzidos por Ambourn et al (2005). Os autores constataram a presenca de C.
fagacearum em Colopterus truncatus, sendo que o isolamento do fungo variava conforme o

local, o més e o sexo do inseto. Os meses de maio, junho, agosto e setembro apresentaram
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maiores proporc¢oes de individuos com propagulos C. fagacearum. A propor¢ao de individuos
contaminados com C. fagacearum em areas com plantas de carvalho murchas foi maior do que
em areas com carvalhos sem sintomas. Finalmente, uma maior propor¢ao de insetos machos
estavam carregando propagulos C. fagacearum que as fémeas.

Carpophilus sayi também ja foi relatado como vetor de C. fagacearum
nesta mesma area em outros trabalhos. Dos 2.542 besouros coletados, 54% estavam
contaminados com o fungo. O isolamento do fungo no inseto revelou que esta espécie e
também Colopterus truncatus estavam carregando um elevado numero de propagulos viaveis
(> 3.000 UFC por besouro) (CEASE; JUZWIK, 2001). Assim, essas duas espécies sao
atualmente consideradas as principais vetoras de C. fagacearum no Canada.

Um paradigma mais abrangente sugere que, embora 0os mecanismos nao
sejam totalmente compreendidos, uma planta morta por fungo de xilema ¢ resultado de agoes
simultaneas e interacdes de ambos os componentes que podem estar envolvidos, o vetor e
patogenos (PAINE et al., 1997). Segundo Hunt e Borden (1990), esta interacdo entre os
besouros de casca, os fungos e seus hospedeiros leva a produ¢do de compostos quimicos que
sdo utilizados como feromonios pelos insetos. Podemos citar a associagdo de Ips paraconfusus
com o Bacillus cereus, que converte o-pineno do hospedeiro no feromdnio cis-verbenol
(BRAND et al., 1975). Da mesma forma, a associagao de Dendroctonus frontalis com o fungo
presente em sua micangia transforma trans-verbenol no feromonio de antiagregagdo verbenona
(BRAND et al., 1976).

Usando uma técnica que imita a penetracao fisica da casca pelos besouros,
Nebeker et al (1965 apud PAINE et al., 1997) mostraram que o fluxo da resina pode ser
reduzido rapidamente, mas este fluxo sera retomado depois, em alguns dias. Porém, parece
que a acdo continua de abrir tineis pelos besouros e invasdo local do xilema pelo fungo
impede a retomada do fluxo dos vasos pelo hospedeiro. Apesar das espécies de Ceratocystis
serem patogénicas a planta hospedeira, nem todos os besouros de casca sdo obrigatoriamente
dependentes do fungo. Somente uma pequena porcentagem destes besouros carrega as
espécies de Ceratocystis (PAINE et al., 1997).

Pelo fato dos fungos pertencentes ao género Ceratocystis serem
disseminados por insetos, as dispersdes naturais a longa distancias da populacdo s6 fungo,

incluindo para novos continentes, sdo um evento extremamente raro (BAKER et al., 2003).
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Assim, a movimentacdo de propagulos do fungo Ceratocystis para novas regides pode ter
ocorrido por material propagativo infectado ou madeira macica usada para embalagens
(BAKER et al., 2003; BAKER; HARRINGTON, 2004; THORPE et al., 2005). Por exemplo,
os isolados de Ceratocystis de batata-doce da China, Japdo, Papua Nova Guiné, Nova
Zelandia, e os dos Estados Unidos ndo mostram variagdo genética em sua seqiiéncia de DNA
da regido ITSe baixa variagdo quando se usa marcadores microssatélites,
provavelmente porque um unico isolado do fungo foi transferido para todo o mundo
em raizes utilizado para a propagacdo (BAKER et al., 2003; STEIMEL, et al., 2004;
THORPE et al., 2005; ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2005). Ainda ha registros sobre a
disseminacdo de Ceratocystis sp. pelo contato entre as raizes de batata-doce, mangueira,

platano e eucalipto (BAKER; HARRINGTON, 2004).

5. 4 Medidas gerais de controle de Ceratocystis

As medidas gerais de controle sdo adotadas de acordo com a presenca ou
auséncia do patdgeno na area. No primeiro caso, a principal medida ¢ impedir a entrada do
fungo, ja que o inseto transmissor ocorre endemicamente em todas as regioes onde existem as
plantas suscetiveis. No segundo caso, quando o patdgeno ja estd presente na area, recomenda-
se o corte e queima dos galhos infectados, entretanto, este controle so terd sucesso quando o
sistema radicular da planta estiver sadio (BATISTA et al., 2008). No Texas a pratica do corte
mecanico das conexdes das raizes de carvalho para controle de C. fagacearum tem sido
recomendada a muitos anos. Neste caso sdo abertos valas para romper as ligagdes entre raizes
de arvores saudaveis com arvores que estdo dentro de uma area denominada centros de
infec¢do (HIMELICK; FOX, 1961 apud WILSON; LESTER, 2002). Wilson e Lester (2002)
testaram o uso de trincheiras para o controle C. fagacearum em éareas com arvores de carvalho
infectadas com este fungo. Os autores testam o uso somente de trincheira e desta combinada
com geomenbranas, biobarreiras e fungicidas. Em todos os casos foi constatada o controle do
fungo nesta areas, pois nao foi detectada o aumento do niumero de plantas doentes.

Os métodos de controle quimicos e culturais ndo tém sendo satisfatorias. O
uso de fungicidas, por exemplo, ¢ inviavel, pois, como a entrada do patégeno se da por

ferimentos na planta, teria-se que se fazer pulverizacdes regulares, o que ¢ dificil, além de
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muito custoso (GUERRERO, 1975).

Entretanto no Canada o uso de produtos quimicos para controle de
Ceratocystis foi empregado. Neste pais, este fungo ndo afeta as propriedades estruturais da
madeira, mas altera sua aparéncia, reduzindo o seu valor ¢ a liquidez desta no mercado
madeireiro. Biocidas quimicos como pentaclorofenato de sddio foram usados por décadas,
mas a crescente preocupacao com a sua toxicidade ambiental levou a exclusao destes produtos
do mercado. Além disso, foi constatado que este produto s6 tinha efeito sobre madeira recém-
cortada (BYRNE, 1999 aput MORIN et al., 2006).

A aplicagdo de isolados menos patogénicos de fungos causadores de
mancha em madeira ¢ uma estratégia promissora de controle bioldgico. Em ensaios em
pequena escala de campo, Behrendt et al. (1995) demonstraram que um isolado albino de
Ophiostoma piliferum, comercialmente disponivel sob o nome comercial Cartapip 97, reduziu
a colonizacdo de fungos manchadores em Pinus resinosa. Um isolado ndo pigmentado de C.
adiposa foi usado para proteger discos de pinho amarelo (Pinus spp.) contra o
desenvolvimento de fungos manchadores, rendendo resultados promissores. No entanto, C.
adiposa ndo foi avaliada para protecao de toras (CROAN, 1996 aput MORIN et al., 2006).

O uso de porta-enxerto resistente ¢ um método de controle usado em
mangueira. Algumas variedades citadas como resistentes a doenga e que podem ser utilizadas
como porta-enxerto sdo: Carabao, Manga d’agua, Pico, IAC 101 Coquinho, IAC 102 Touro,
IAC 103 Espada Vermelha, IAC 104 Dura, Jasmim, Rosa, Sabina, Oliveira Neto, Sdo Quirino,
Van Dyke, Keitt, Espada, Sensation, Kent, Irwin ¢ Tommy Atkins (ROSSETTO et al., 1996;
RIBEIRO, 1997; BATISTA et al., 2008).

Apesar de a literatura relacionar uma série de variedades com resisténcia,
um aspecto que nao deve ser ignorado ¢ a variabilidade genética do patogeno devido a
presenca da fase sexual, permitindo a geracao de descendentes recombinantes na natureza e,
consequentemente, racas fisiologicas do patogeno. Assim, as variedades Kent e Sensation,
classificadas como resistentes em Campinas, comportaram-se como suscetiveis em
Jaboticabal. No Instituto Agronomico de Campinas, sdo conhecidos dois isolados do fungo
com viruléncia distinta: o IAC FITO 334-1, que ndo infecta as variedades Jasmim e Kent, e o
IAC FITO 4905, que infecta ambas as variedades (ROSSETTO et al., 1996, BATISTA et al.,

2008). Apesar de as variedades Tommy Atkins e Espada serem citadas como resistentes,
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isolados do patégeno obtidos de mangueiras do municipio de Senhor do Bonfim foram
virulentos as mesmas quando inoculadas em condigoes de casa de vegetacao (BATISTA et al.,
2008).

Para cacau, ja ha indicios de plantas resistentes a C. cacaofunesta. Silva et
al. (2004) avaliaram a resisténcia de clones de cacau do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
do Centro de Pesquisas do Cacau, em Ilhéus-BA. Os autores encontraram clones suscetiveis a
altamente suscetiveis; os clones SIC-644 e¢ SIC-812 apresentaram-se como moderadamente
resistentes e a variedade ‘Jaca’ se comportou com maior resisténcia, acompanhada pelos
clones SIAL-577, CB-205 e CBI-205. Os autores concluiram também que o isolado de
Ceratocystis da Bahia usado nos estudos ¢ altamente agressivo, pois até o material IMC-67,
que na literatura ¢ bem aceito como resistente, foi classificado como suscetivel (SILVA et al.,
2004).

Silva et al. (2007) avaliaram a reagdo de 17 gendtipos de cacaueiro a
murcha-de-Ceratocystis, utilizando trés isolados virulentos. Dos genotipos analisados, o VB
1159 apresentou alta resisténcia ao patdégeno. Os gendtipos MUC 43, FL 78, VB 681, FC 101,
VB 184, LP 06, ICS 1, VB 902, FA 13, NO 34, PS 5784 e Theobahia apresentaram resisténcia
intermedidria, enquanto que CA 1.4, VB 206, LCT 37 A e SJ 02 foram mais suscetiveis. Os
autores indicam que a nova fonte de resisténcia identificada neste trabalho pode ser utilizada
em programa de melhoramento do cacaueiro e como porta-enxerto pelos produtores de cacau.

Para eucalipto, ainda ndo ha relatos de fontes de resisténcia. Segundo
Alfenas et al. (2009) ha indicios de que Eucaliptus grandis parece ser mais resistente que E.
urophyla. Zauza et al. (2004) estudaram a reagdo de 18 clones brasileiros, hibridos E. grandis
x E. urophylla. Seis clones deste cruzamento se conportaram como altamente suscetiveis,
quatro clones apresentaram descoloracdo significativa e outros oito clones apresentaram
suscetibilidade intermediaria. Os clones que apresentaram alta susceptibilidade tém muitas
caracteristicas superiores em relagdo aos clones resistentes testados, como a alta produtividade
de celulose, rapido crescimento, queda precoce de ramos e resisténcia ao cancro causado por
Cryphonectria cubensis. Este fato é preocupante, pois clones de elite como estes sdo os mais
procurados pela industria madereira.

Em estudos realizados com o objetivo de encontrar fontes de resisténcia de

eucalipto a Ceratocystis, foi observada em plantas inoculadas, auséncia de sintomas de murcha
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e de mortalidade, porém tinham seus tecidos invadidos pelo fungo (ZAUZA et al., 2004;
TUMURA et al., 2010). A evidéncia de plantas assintomaticas pode estar relacionado com a
idade e com as condigdes de crescimento das plantas, sendo que estes fatores merecem ser
mais bem estudado. Independente disso, o fato de algumas plantas se apresentarem
assintomaticas deve ser encarado como um problema, visto que elas podem servir de veiculo
de disseminagdo do patdogeno. Plantas infectadas, sem sintomas, podem ser levadas para o
campo ou até serem transportadas entre municipios e estados, servindo assim de fonte de
indculo primario para uma epidemia.

O fato de plantas de eucalipto inoculadas com Ceratocystis nao
apresentarem sintomas de murcha e morte imostra a necessidade de se encontrar um método
ideal para se avaliar a resisténcia da C. fimbriata, em eucalipto. Segundo Baker et al. (2003), a
utilizagdo da medida do tamanho da lesdo causada por este fungo no xilema da planta, ao
invés de porcentagem de mortalidade de plantas inoculadas, pode ser um pardmetro mais

aplicavel para avaliar susceptibilidade e resisténcia.
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6. MATERIAL E METODOS

6. 1. Coleta de material e isolamento de Ceratocystis sp.

Foram efetuadas coletas em areas de producdo de ecucalipto com
ocorréncia de murcha e seca de plantas, sendo este o sintoma caracteristico da doenca
ocasionada por Ceratocystis sp.. Também foram efetuadas coletas em areas de espécies
arboreas que demonstravam sintomas de murcha (teca e atemoia). Os isolados de cacau foram
cedidos pela pesquisadora da Comissao Executiva de Planejamento da Lavoura Cacaueira,
Dra. Stela Dalva Vieira M. Silva. Os isolados de manga foram cedidos pela pesquisadora Dra.
Margarida Fumiko Ito, do Instituto Agronomico de Campinas.

Para isolamento do patdégeno, os fragmentos do material coletado foram
submetidos a uma desinfestacao superficial com alccol 70% durante 1 minuto, seguido de uma
submersdo em hipoclorito de sddio a 2%, durante 1 minuto finalizando com uma lavagem em
agua destilada autoclavada por mais 1 minuto. Os fragmentos desinfestados foram depositados

sobre discos de cenoura, que sdo usados como isca, sendo esta técnica considerada seletiva,
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por Moller e V& Vay (1968) (Figura 2). Apos formag¢do completa do peritécio, estrutura
caracteristica de Ceratocystis sp., foi coletada uma pequena por¢do da mucilagem com esporos
contida nesta estrutura. Esta mucilagem foi riscada em uma placa contento meio MEA (2% de
Malte, 0,2% de extrato de levedura e 1% de Agar) e colocada para crescimento das colonias
em condigdes controladas (25+1°C em fotoperiodo alternado de 12 horas).

Para a obtencdo de culturas monosporicas, as colonias obtidas do
isolamento foram lavadas com agua destilada esterilizada e as concentracdes das suspensdes
de esporos cilindricos foram padronizadas para aproximadamente 10> esporos/mL. Foi
depositado 100ul dessa suspensdo de esporos em placas contendo meio MEA acrescido de
0,005% de oxitetraciclina. Através de visualizagdo em microscopio Otico, os esporos foram

individualizados e transferidos com agulha entomoldgica para meio MEA para formacao das

coldnias monospdricas.

Figura 2: (A) Fragmentos de eucalipto sobre iscas de cenoura; (B) Ceratocystis sp. crescendo

sobre cenoura; (C) Peritécios de Ceratocystis sp. sobre cenoura.

6 .2. Caracterizacio patogénica dos isolados obtidos

Todos os isolados monosporicos obtidos foram submetidos a testes de
patogenicidade em seus hospedeiros originais. A metodologia adotada para inoculagdo foi
baseada na utilizada por Silveira et al. (2006) onde a inoculagao foi realizada a partir de uma
incisdo no caule da planta e o inoculo (disco de micélio de 0,5cm) foi depositado entre a casca

e o lenho.
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Apos a inoculacdo, foi colocado um algoddo umedecido com agua
destilada no local do ferimento, e em seguida, este foi vedado com fita pléstica para manter
aumidade do ponto de inoculagao (Figura 3).

Foram inoculadas seis mudas de eucalipto para cada um dos isolados
testados. Os testes com eucalipto foram realizados com o clone 219 (com cerca de 6 meses de
idade), o qual ja se sabe que ¢ susceptivel a Ceratocystis. Os testes de patogenicidade em
manga foram realizados em plantas do cultivar Bourbon, e foram realizadas trés repeti¢des
para cada isolado testado. Para os testes de patogenicidade em teca e atemoia, também foram
usadas trés repeti¢des para cada isolado testado. As plantas de cacau utilizadas para inoculagao
sao do cultivar Theobahia com seis meses de idade, e foram inoculadas 4 mudas destas plantas
para cada isolado. Todas as testemunhas foram inoculadas somente com um disco de meio de

cultura (MEA) sem o fungo.

Figura 3: (A) incisdo no caule da planta; (B) disco contendo o fungo em contato com o
ferimento; (C) algoddo embebido com agua destilada envolvendo a incisdo; (D) fita

pléstica usada para vedar a incisao.
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Foram realizados também testes de patogenicidade cruzada, o qual os
isolados de Ceratocystis obtidos foram inoculados em outras plantas que ndo eram suas
hospedeiras originais. Em plantas de eucalipto, foi possivel realizar a inoculacdo de todos os
isolados obtidos, porém para inoculagdo de mudas de manga e cacau foram selecionados
somente alguns isolados, em fun¢@o da baixa quantidade detas plantas disponiveis. Para teca e
atemoia, ndo foram realizados testes de patogenicidade cruzada, pois ndo se obteve nimero
suficiente de mudas.

Todos os testes de patogenicidade foram realizados com plantas em vaso,
mantidas em casa de vegetagdo de vidro com ventilagdo for¢ada, localizada na Fazendo
Experimental Lageado, no Departamento de Produgdo Vegetal / Defesa Fitossanitaria.

As avaliagdes foram do tipo destrutiva e foram realizadas 90 dias apds
inoculagdo para mudas de eucalipto, teca e atemoia. No caso de mudas de manga e de cacau,
as mudas foram avaliadas 30 e 25 dias apds a inoculagdo, respectivamente. As mudas foram
cortadas no sentido longitudinal do caule para verificagdo da invasdo do fungo pelo xilema da
planta. Esta invasdo do fungo no xilema da planta tem como caracteristica a descoloracdo e
escurecimento dos vasos, decorrente do colapso dos tecidos invadidos por este fungo. Assim, a
invasao pode ser medida a partir do ponto de inoculag¢do, com o auxilio de uma régua.

Ap6s a avaliacdo das plantas, fragmentos destas foram usados para
reisolamento do fungo, com o propoésito de verificar se ¢ o fungo inoculado que estd mesmo
relacionada com a lesdo e morte da planta. Este reisolamento também ¢ necessario para
verificar se nos testes de patogenicidade cruzada o fungo inoculado permaneceu ativo, ou se

por alguma reagdo de incompatibilidade com a planta, veio a ser desativado.

6.3. Acompanhamento da colonizacio do xilema de eucalipto por Ceratocystis sp.

Para complementacdo dos estudos de patogenicidade, foi realizado o
acompanhamento da coloniza¢do do xilema de eucalipto por alguns isolados de Ceratocystis
sp., sobre a superficie de plantas de eucalipto. Para isso, plantas do clone 219 tiveram parte do
seu sistema vascular exposto com o auxilio de uma lamina de bisturi (Figura 4). Foram usados
5 isolados de Ceratocystis, sendo cada isolado de um hospedeiro diferente (eucalipto, cacau,

manga, teca e atemoia). Sobre esta area foi depositada 40ul de uma suspensdo contendo 10°
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esporos cilindricos /ml. Como testemunha uma planta foi inoculada somente com agua
destilada autoclavada.

Ap0s a inoculagdo, estas plantas foram mantidas em cadmara Gmida a
25°C no escuro. Parte da area inoculada (cerca de Smm de comprimento) foi coletada em
intervalos de tempo pré-determinados (6, 12 e 24 horas) e fixadas em solucdo de “Karnovsky”
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0%, tampao fosfato 0,05M, pH 7,2), por um periodo
minimo de 24 horas, para serem preparadas e analisadas ao microscopio eletronico de
varredura LEO435-VP. Foram usadas trés plantas para cada intervalos de tempo pré-

determinados.

Figura 4: Planta de eucalipto com parte de seu sistema vascular exposto para testes de

microscopia eletronica.

As amostras do caule inoculadas foram retiradas do fixador “Karnovsky”
e transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo tampao fosfato de sédio 0,05M, onde
permaneceram por dez minutos. O tampdo foi trocado trés vezes. Subseqiientemente as
amostras foram desidratadas em série crescente de concentracao de acetona (30%, 50%, 70%,
90% — 10 minutos cada e 100% por trés vezes de 10 minutos). Apds esta etapa, as amostras
foram levadas ao aparelho de ponto critico (Baltec CPD 030) para completar a secagem. Apos
completa a desidratacdo as amostras foram cuidadosamente montadas em “stubs” (Figura 5)
com fita de carbono dupla face para aderéncia das amostras e cobertas com 20nm de ouro em
aparelho Baltec SCD 050. A preparagdo e observacao das amostras foram feitas no Centro de

Microscopia Eletronica localizado na ESALQ/USP.
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Figura 5: Amostras montadas em “stubs” (a esquerda) e cobertos com ouro (a direita)

6. 4. Caracterizacao cultural dos isolados obtidos

A caracterizagdo cultural dos isolados de Ceratocystis foi baseada na
velocidade de crescimento micelial, cor da colonia e estruturas produzidas, quando cultivados
em meio de cultura.

Para cada isolado, discos de micélio com 6 mm de didmetro foram
obtidos das bordas de uma colonia cultivada 14 dias em meio de cultura MEA e transferidos
para o centro de novas placas de Petri contendo o0 mesmo meio. Apos a repicagem, os isolados
foram incubados a temperatura de 25+1 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, at¢é que um dos
isolados tocassem a borda da placa.

A avaliagdo do experimento foi realizada a cada trés dias, através da
mensuragdo de didmetros perpendiculares da colonia com auxilio de régua milimetrada. A
velocidade média de crescimento micelial foi utilizada para as analises estatisticas.

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes por tratamento, onde cada parcela experimental foi
composta por uma placa. Os dados correspondentes a velocidade de crescimento micelial dos
isolados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram comparadas atravez do

teste estatistico de Scott-Knott a 5% , utilizando o programa Sisvar.
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6. 5. Caracterizacdo morfoldégica dos isolados obtidos

Neste experimento foi determinado o tamanho de todos os tipos de
esporos (endoconidio cilindrico, endoconidio doliforme, clamidésporo e ascdsporos)
produzidos pelo género Ceratocystis. Também foi realizada a medicao dos peritécios. Para
isso os esporos e peritécios foram obtidos direto de culturas (14 dias) crescidas em placa de
Petri contento meio MEA.

Para avaliacao dos esporos e peritécios, foram preparadas ldminas semi-
permanentes. A mensuragao dos conidios foi realizada utilizando-se sistema de video-camara
Opton, modelo TA-0124XS, instalada em microscopio Optico. A imagem foi transmitida para
computador e analisada por meio do programa EDN-2. Para a calibracdo do equipamento,
utilizou-se uma lamina micrografada (Carl Zeiss®). Foram medidos 30 esporos e peritécios de

cada isolado. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram

comparadas por testes estatisticos de Scott-Knott a 5% , realizados no programa Sisvar.

6.6. Caracterizacdo Enzimatica

Discos com 5 mm de diametro de MEA contendo estruturas do fungo
foram retirados do bordo de colonias cultivadas por 14 dias no escuro sob temperatura de
25°C+1 e repicados individualmente para o centro de placas de Petri, contendo cada um dos
meios descritos nos itens a seguir. A avaliagdo das enzimas extracelulares amilase, lipase,
celulase, proteases, lignina peroxidase e pectiliase (pectato-liase) foi realizadas através da
medi¢do de dois didmetros ortogonais da colonia e dos respectivos halos de degradacao
formados pela a¢do enzimatica do fungo.

Para a produgdo da enzima lacase foi realizada uma estimativa subjetiva,
mensurada por meio de simbolos baseando-se na intensidade da coloracao.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise variancia e as médias das
repeti¢des dos isolados foram comparadas entre si para cada enzima por meio da aplicagdo do

teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, realizado no programa Sisvar.
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6.6.1 Atividade da enzima amilase

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio minimo, o
qual teve a glucose substituida por amido (6 g de NaNOs; 1,5 g de KH,PO4; 0,5 g de KCI; 0,5
g de MgS04.7H,0; 0,01 g de FeSOy4; 0,01 g de ZnSOy4 ; 10 g de amido; 15 g de agar; 1 L de
agua destilada; pH = 6,8). As colonias foram incubadas a 25° C sob fotoperiodo de 12 horas.
Ap6s oito dias de cultivo foram aplicados em cada placa 2 mL de solugdo lugol (5 g de KI; 1
g de Todo; 100 mL de agua destilada), sobre a superficie do meio de cultura. Apos 5 minutos, a
solu¢do lugol foi descartada e avaliou-se o halo de degradagdo oriundo da atividade
amilolitica, caracterizado pela formacdao de halo amarelo circundado por uma zona azulada
(PEREIRA, 2009).

A avaliagdo foi realizada pela mensura¢do dos didmetros perpendiculares
da colonia e da coldnia mais o halo de degrada¢do do amido com paquimetro. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes por

tratamento.

6.6.2 Atividade da enzima celulase

Os isolados foram cultivados em agar carboximetilcelulose (1 g de
KH,POy; 0,5 g de (NH4),SOy; 0,5 g de asparagina; 0,5 g de KCl; 0,2 g de MgS04.7H,0; 0,1 g
de CaCly; 0,5 g de extrato de leveduras; 10 g de carboximetilcelulose; 20 g de 4gar; 1 L de
agua destilada). As colonias foram incubadas por oito dias a 25 °C no escuro e em seguida
submetidas a choque térmico por 16 horas a 50 °C. Apds esse periodo, foram adicionados 10
mL de solugdo corante de vermelho congo (2,5 g/L) em tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Apos
30 minutos, a solugdo foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solugdo de
NaCl 0,5 M neste mesmo tampao, visando revelar o halo claro e estreito de degradaciao da
celulose ao redor da colonia (PEREIRA, 2009).
A avaliagdo da area de degradagdo da celulose foi realizada como no item
6.6.1. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro

repeticdes por tratamento.
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6.6.3 Atividade da enzima lipase

O protocolo para avaliagao da atividade lipolitica utilizado foi adaptado
de Hankin e Anagnostakis (1975).

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura
especifico para deteccdo da atividade lipolitica (10 g de peptona, 5 g de NaCl, 0,1 g de
CaCl,.,H0, 20 g de agar, 0,01 g de rodamina, 10 mL de Tween 20 (esterilizado
separadamente), 1 L dgua destilada, pH 6,0).

As colonias foram incubadas por 10 dias a 25 °C no escuro, € em seguida
colocadas a 4°C por 48h. Apos este periodo foi avaliado o halo ao redor da colonia, formado
por cristais de sais de calcio decorrentes da liberagdao da enzima lipolitica. A avaliagdo da area

de degradacao da lipase foi realizada como no item 6.6.1

6.6.4 Atividade da enzima protease

O protocolo para avaliacdo da atividade da protease esta de acordo com a
metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis (1975), adaptada.

Para isso, os isolados foram cutivados em placas de Petri contendo meio
solidificado composto por 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 1 g NaCl, 15g de agar,
0,4 g gelatina e 1 L de agua, em pH 6,0. A gelatina foi autoclavada separadamente e misturada
ao meio antes de verté-lo para as placas.

As colonias foram incubadas por cinco dias a 25 °C no escuro. Apos este
periodo o halo, caracterizado por uma regido amarelada ao redor da colonia contrastante com
o vermelho presente na regido em que nao houve atividade proteolitica, foi revelado por meio
da aplicagdo de 10 mL de vermelho de metila 2% em cada placa, durante 30 minutos. A

avaliacdo da area de degradagdo da protease foi realizada como no item 6.6.1

6.6.5 Atividade da enzima lacase

O protocolo para atividade da lacase foi realizado conforme Santos

(2007). Os isolados foram cultivados em meio contendo 20 g de agar acrescido de 0,5% (p/v)



33

de acido galico, 15 g extrato de malte e 1 g de peptona em 1 Litro de dgua destilada (pH 7,0).
O é4cido galico foi homogeneizado em 50 mL de agua destilada e autoclavado separadamente
ao meio de cultura, sendo misturado ao mesmo antes de verté-lo para as placas. As colonias
foram incubadas por 14 dias a 25 °C no escuro.

Para a producao da enzima lacase, foi realizada uma estimativa subjetiva,
mensurada por meio de simbolos baseando-se na intensidade da coloragdo marrom formada
em torno da coldnia (auséncia de alteracdo de cor no meio de cultura (-); cor fraca (+); cor
moderada (++); cor intensa (+++)). Isso foi realizado devido ao fato do fungo ndo ter se
desenvolvido muito bem no meio e seu halo ter coloragdo muito difusa, dificultando assim sua

medigao.

6.6.6 Atividade da enzima pectato-liase

O protocolo para atividade desta enzima foi adaptado da metodologia
descrita por Hankin e Anagnostakis (1975).

Para isso, os isolados foram cultivados em meio de cultura solido
composto de 500 mL de solu¢do mineral (2 g de (NH4),S04, 4 g de KH,PO4, 6 g de NbHPO4,
0,2 g de FeS0O4.7H,0, 1 mg de CaCly, 10 pg de H3BOs, 10 pg de MnSO4, 70 pg de ZnSO4, 50
ng de CuSOy4, 10 pg de MoOs) + 500 mL de solugdo de pectina (1g de extrato de levedura, 15
gramas de agar, 5 gramas de pectina citrica). O meio foi ajustado para pH 7 para detecgdo da
pectatoliase. As coldonias foram incubadas por 14 dias a 25 °C sob fotoperiodo alternado (12h).
Decorrido este periodo, o halo de degradacao, formado por uma regido translicida ao redor da
coldnia, foi revelado com aplicagdo de vermelho de metila 2%, durante 4 horas. A avaliagao

da area de degradacdo foi realizada como no item 6.6.1

6.6.7 Atividade da enzima lignina peroxidase

O protocolo para atividade da lignina peroxidase foi realizado conforme
Santos (2007). Preparou-se o meio composto por 2 g de glicose, 2 g de tartarato de amonio; 2
g de extrato de malte; 0,26 g de KH,PO4; 0,26 g de NbPOy; 0,5 g de MgS0O4.7H,0; 0,01 g de
CuS04.5H,0; 0,0066 g de CaCl,. 2H,0; 0,005 g de FeSOg; 0,0005 g de ZnSO4.7H,0; 0,02
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mg de MnCl,.2H,0, 0,07 g DE H3BOs, 0,1 g de azul de metileno e 20 g de agar para 1 litro de
agua. O pH foi ajustado para 6.5. As coldnias foram incubadas por 10 dias a 25 °C no escuro
A detecgdo da atividade foi verificada pela descoloracdo do meio de cultivo ao redor da

colonia. A avaliacdo da area de degradagdo foi realizada como no item 6.6.1

6. 7 Caracterizacio molecular dos isolados obtidos

A extracdo de DNA dos isolados 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
extragado 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.
Subsequentemente, foram adicionados 500 pL de cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1, v/v)
aos tubos e estes foram misturados manualmente, por agitacdo, durante 10 minutos e
centrifugados 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 centrifugac¢do a 10.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 100 pL de d4gua com DEPC (Diethilpirocarbonato).

A reacdo de PCR foi feita utilizando os pares de primers ITS 1 (5" TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G 3") e ITS 4 (5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3), que
geram um fragmento de aproximadamente 750 pb. Para a PCR, empregaram-se 3 pl de DNA
total extraido (30ng), tampao 1X da enzima GoTag DNA polimerase (Promega®), 2mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM de cada primer na concentragdo e 1,25 U de GoTaqg DNA
polimerase (Promega®), ajustando o volume da rea¢do para 50 ul 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 (Figura 6). Para sequenciamento dos
fragmentos amplificados, 100 pl do produto de PCR foi purificado com o Kit SV Gel and PCR

Clean UP system (Promega®). O DNA dos isolados obtidos foi seqiiénciado no centro de
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genoma Humano da USP. As sequéncias obtidas foram editadas através do software BioEdit
Sequence Alignment Editor (1997-2005). Apos edigao, estas seqiiéncias foram utilizadas para
procurar sequéncias similares usando o software Blastn do NCBI. As seqiiéncias obtidas
foram alinhadas e processadas com o programa Mega 5.05 para que fosse construida a arvore
filogenética dos isolados de Ceratocystis, utilizando o método ‘“Tamura-3-parameter”
(TAMURA, 1992) para a constru¢do da matriz de distancias, pelo método de Neighbor-

Joining. Foi realizados um “bootstrap” com 1.000 replicacdes.

~750bp

Figura 6: DNA obtido a partir da reacdo de PCR com os primers ITS1/ITS4 (M= Marcador
molecular 1KDb).

6.8. Avaliacdo de resisténcia de genotipos e clones de eucalipto inoculados com

Ceratocystis

Foram testados 20 materiais, entre genotipos e clones de eucalipto, que
foram obtidos a partir de sementes do banco de germoplasma e de clones cedidos pela
Empresa Susano. Para inoculacdo, foram escolhidos quatro isolados patogénicos, sendo cada
um de uma regido diferente. Os testes foram realizados em casa de vegetagdo com vetilagao
forcada, localizada na Fazenda Experimental Lageado, no Departamento de Produgdo Vegetal
/ Defesa Fitossanitaria.

Foram utilizadas mudas com até seis meses de idade originada de
diferentes espécies e cruzamentos de eucalipto. A inoculagao foi no caule da planta. Para isso,
foi realizada uma incisdo no local de inoculacdo e o inéculo foi depositado entre a casca e o
lenho na forma de disco de micélio. Apos inoculacdao foi colocado um algodao umedecido

com agua destilada no local da inoculacdo e, em seguida, este foi vedado com fita pléstica.
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Foram inoculadas seis mudas de cada genotipo para cada um dos isolados. A testemunha foi
inoculada somente com um disco de meio de cultura (MEA) sem o fungo.

A avaliagdo foi realizada 90 dias apds a inoculagdo, sendo que esta foi do
tipo destrutiva. As mudas foram cortadas no sentido transversal do caule para
acompanhamento da invasdo do fungo pelo xilema da planta. Esta invasdo do fungo no xilema
da planta tem como caracteristica uma descoloracdo e escurecimento do vaso, decorrente do
colapso dos tecidos invadidos por este fungo. Assim a invasdo pode ser medida a partir do
ponto de inoculagdo, com o auxilio de uma régua. Também foram observados sintomas como

periodo de aparecimento de murcha, seca e morte da planta.

6. 9. Sensibilidade de isolados de Ceratocystis sp. a diferentes fungicidas

6.9.1 Sensibilidade “in vitro”

A metodologia utilizada foi a do fungicida incorporado ao meio de cultura
adaptada de Caldari Janior (1998). Para isso, as diferentes concentracdes dos fungicidas foram
adicionadas a frascos tipo Erlenmeyer, contendo meio de cultura MEA previamente
autoclavado e resfriado a temperatura entre 40 e 50°C. Para homogeneizacdo, agitou-se o
Erlenmeyer contendo o meio BDA adicionado do fungicida, efetuando-se, posteriormente, a
distribuicdo do mesmo em placas de Petri. As concentracdes dos fungicidas testadas foram: 0,
10, 100 e 1000 ppm. Os fungicidas testados foram: azoxystrobina (500g/kg), tiofanato-
metilico (500g/kg), clorotalonil + tiofanato-metilico (700g/kg), piraclostrobina + metiran
(600g/kg), triadimenol (250g/L), epoxiconazole + piraclostrobina (158g/L), tebuconazole
(200g/L) e difenoconazole (250g/L).

Discos de micélio, com 5 mm de diametro, foram obtidos das bordas de
colonias cultivadas em meio MEA por uma semana e transferidos para o centro das placas
contendo meio com os fungicidas. Estas colonias foram entdo incubadas a 25+1°C sob
fotoperiodo alternado. Foram realizadas avaliagdes diarias até o primeiro contato de uma das
coldnias com a borda da placa, através da mensuracdo de diametros perpendiculares de cada

colonia.
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O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeti¢des por tratamento, onde cada parcela experimental foi composta de
uma placa. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi determinada segundo

Menten et al. (1976).

6.9.2 Sensibilidade “in vivo”

Clones de eucalipto (clone 301) com cerca de seis meses foram
transplantados para vasos, contendo substrato autoclavado e, sete dias apds essa operagdo estas
plantas foram irrigadas com 250 ml de uma suspensao dos fungicidas que foram descritas no
item 6.9.1. As concentracdes dos fungicidas testados foram: 0, 500, 1000 e 2000 ppm.

Aos 7 dias apds o tratamento com o fungicida, as plantas foram
inoculadas com um isolado de Ceratocystis sabidamente patogé€nico. O procedimento de
inoculagdo foi igual ao descrito no item 6.2. A avaliagdo foi realizada 90 dias apos a
inoculacao, como descrito no item 6.8.

Apo6s a avaliacdo do tamanho da lesdo causada pelo fungo no vaso do
xilema, cada planta testada, foi colocada em sacos de papel e subetidas a secagem em estufa a
37°C, por um periodo de cinco dias. Passado este periodo estas foram pesadas para a
verificacdo de seus pesos secos e assim correlacionar estes dados com a agdo do fungicida
sobre a planta.

Todas as plantas tratadas com os fungicidas e inoculadas com
Ceratocystis foram submetidas a testes de reisolamento em cenoura para verificar a agcdo do
fungicida, se foi fungistatica ou fungitoxica.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias

foram comparadas por testes estatisticos de Tukey a 5% , realizados no programa Sisvar.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7. 1. Isolados Obtidos

No total foram obtidos 29 isolados de Ceratocystis de eucalipto, 2 de teca
e 2 de atemoia. Alem desses foram utilizados 4 isolados de manga e 18 isolados de cacau,
cedidos por pesquisadores (Tabela 1). Em todas as areas de eucalipto visitadas em que foi
detectada a ocorréncia de Ceratocystis foi notada a presenga de escolitideos, podendo este
estar relacionado com disseminagao deste fungo dentro de uma determinada area, visto que foi
detecada a presenaga de Ceratocystis na maioria dos tineis escavados por estes insetos

(Figura 7).



Tabela 1: Isolados utilizados no para desenvolvimento do trabalho

(Continua)
Isolado Cidade Hospedeiro
ACF1 Votuporanga/SP Manga
ACF2 Votuporanga/SP Manga
ACF3 Santa Barbara d’Oeste/SP Manga
ACF4 Tupi/SP Manga
ACF5 Camacan/BA Cacau
ACF6 Canavieiras/BA Cacau
ACF7 Barra da Rocha/BA Cacau
ACF8 Camacan/BA Cacau
ACF9 [Théus/BA Cacau
ACF10 Camacan/BA Cacau
ACFI11 [Théus/BA Cacau
ACF12 Camacan/BA Cacau
ACF13 Camacan/BA Cacau
ACF14 [Théus/BA Cacau
ACF15 Itacaré/BA Cacau
ACF16 Belém/PA Cacau
ACF17 CEPEC/CEPLAC/BA Cacau
ACFI18 Itamari/BA Cacau
ACF19 Itajuipe/BA Cacau
ACF20 Nazaré/BA Cacau
ACF21 Camacan/BA Cacau
ACF22 Ferradas/BA Cacau
ACF23 Botucatu/SP Atemodia
ACF24 Botucatu/SP Atemoia
ACF25 Montes Claros/MG Eucalipto
ACF26 Montes Claros/MG Eucalipto
ACF27 Araraquara/SP Eucalipto
ACF28 Itarar¢/SP Eucalipto
ACF29 Itararé/SP Eucalipto
ACF30 Itararé¢/SP Eucalipto
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Tabela 1: Isolados utilizados no para desenvolvimento do trabalho

(Conclusao)

Isolado Cidade hospedeiro
ACF31 Avaré/SP Eucalipto
ACF32 Avaré/SP Eucalipto
ACF33 Avaré/SP Eucalipto
ACF34 Avaré/SP Eucalipto
ACF35 Avaré/SP Eucalipto
ACF36 Agudos/SP Eucalipto
ACF37 Joao Pinheiro/MG Eucalipto
ACF38 Joao Pinheiro/MG Eucalipto
ACF39 Manduri/SP Eucalipto
ACF40 Olhos D’agua/MG Eucalipto
ACF41 Parauapeba/MG Eucalipto
ACF42 Parauapeba/MG Eucalipto
ACF43 Parauapeba/MG Eucalipto
ACF44 Itatinga/SP Eucalipto
ACF45 Itatinga/SP Eucalipto
ACF46 Itatinga/SP Eucalipto
ACF47 Itatinga/SP Eucalipto
ACF48 Itatinga/SP Eucalipto
ACF49 Itatinga/SP Eucalipto
ACF50 Céceres/MT Teca

ACF51 Céceres/MT Teca

ACF52 Bocaiuva/MG Eucalipto
AFC53 Bocaiuva/MG Eucalipto
ACF54 Bocaiuva/MG Eucalipto
ACF55 Sete Lagoas/MG Eucalipto

40
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Figura 7: A: Tunel escavado pelo inseto com a presenca do fungo Ceratocytis. B: Escolitideo
encontrado nas areas com ocorréncia de Ceratocystis sp.

7.2. Caracteriza¢do patogénica dos isolados obtidos

Todos os isolados foram patogénicos aos seus hospedeiros de origem
como pode ser visto na tabela 2.

Nos testes realizados em plantas de eucalipto foi observada uma
grande variagdo do tamanho das lesdes (Figura 8) . No Estado de Sao Paulo, os isolados que
apresentaram maiores lesdes foram coletados na regido de Itararé, Avaré e Itatinga, com lesdes
que variaram de 5,38 a 7,00 cm. Na cidade de Itatinga, foi verificada a presenca de uma
grande variagdo de agressividade dentro de uma mesma regido, ressaltando assim a
importancia da reproducao sexuada deste fungo, que pode gerar individuos altamente variaveis
em um mesmo local, dando a este fungo a oportunidade de adaptagdo e sobrevivéncia. Os
isolados pertencentes a cidade de Araraquara, Agudos e Manduri apesar de terem lesdes
medianas, foram capazes de causar murcha na planta.

No Estado de Minas Gerais os isolados que induziram maiores lesdes
pertencem a regido de Jodo Pinheiro, Olhos d’Agua, Bocaiuva e Sete Lagoas, apresentando
lesdes de 5,25 a 6,75 cm. Na regido de Bocaiuva, também foram obtidos isolados varidveis em
relacdo a tamanho da lesdo como pode ser observado na tabela 2. Os isolados da regido de
Montes Claros (MG) apresentaram baixa agressividade, ndo causando murcha aparente na

planta inoculada.
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Ainda em plantas de eucalipto, foi observado que estas quando
inoculadas com isolados procedentes de cacau, manga, atemoéia e teca, demonstraram
escurecimento de seu xilema, mesmo que pequeno, quando comparados com o tamanho das
lesdes causadas pelos isolados de eucalipto. Esta informacgao, juntamente com o fato de que a
maioria destes isolados foi capaz de crescer em isca de cenoura quando reisolados (tabela 3)
de plantas de eucalipto mostra que este fungo ¢ capaz de se adaptar e invadir os vasos de
outros hospedeiros, que nao estejam relacionados com seu hospedeiro de origem.

Nos testes de patogenicidade realizados em plantas de cacau todos os
isolados de cacau testados foram altamente agressivos, levando as plantas a murcharem 15
dias apds a inoculacdo. Cerca de 25 dias apos a inoculagdo estas plantas estavam mortas

(Figura 9).

Figura 8: Exemplo do sintoma de escurecimento vascular observado em plantas de eucalipto inoculadas com

isolados de Ceratocytis. A. Isolado ACF44 de eucalipto.; B. Testemunha.

Figura 9: Plantas de cacau inoculadas com Ceratocystis. A. Isolado ACF42 de eucalipto; B. Isolado ACF51 de
teca; C. Isolado ACF2 de manga; D. Isolado ACF5 de cacau; E. testemunha



43

Nos testes de patogenicidade cruzada realizada com plantas de cacau,
foi observada que somente os isolados provindos de atemodia, manga e um de teca foram
capazes de causar escurecimento dos vasos do xilema desta planta e leva-la a morte cerca de
30 dias apo6s sua inoculacdo (Figura 9). Os isolados de eucalipto ndo causaram lesdes
significativas e ndo induziram murchas da planta no decorrer do experimento, mostrando que
estes isolados ndo sdo capazes de causar doenca em plantas de cacau (Tabela 2). Na etapa de
reisolamento, foi possivel a recuperagdao somente dos isolados capazes de causar doenga nestas
planta (tabela 3). Estes mesmos resultados foram observados por Baker et al. (2003), os quais
tambem observoram que os isolados de eucalipto testados por eles ndo foram capazes de
infectar plantas de cacau. Estes autores observaram que plantas de cacau, batata-doce e
Platanus sp. sdo suscetiveis somente a isolados de Ceratocystis provindos de seus respectivos
hospedeiros.

Vérios mecanismos de resisténcia podem contribuir para a
especializacdo de um fungo a um hospedeiro. Varias fitoalexinas ¢ elicitada em Platanus sp.
(MODAFAR et al., 1995; ALAMI; MARI; CLERIVET, 1998) e em plantas de batata doce
(SHAODONG; HESHENG, 1995; OKUMURA et al., 1999) quando inoculadas com
Ceratocystis fimbriata. Varias destas fitoalexinas, especialmente fatores de aglutinagdo e
furanoterpenoides, tém sido sugeridas como importantes na determinagdo da especializacao a
um hospedeiro por Ceratocystis (KAWAKITA; KOJIMA, 1986).

As plantas de manga, 20 dias apds a inoculacdo ja apresentavam
sintomas de murcha para todos os isolados obtidos de manga (Figura 10). Cerca de 30 dias
apos a inoculacdo, todas estas plantas ja apresentavam sintomas de seca, mostrando que todos
os isolados usados sdo altamente agressivos. Nos testes de patogenicidade cruzada, um isolado
de atemoia (ACF 23), um de cacau (ACF 9), um de teca (ACF 51) e quatro de eucalipto (ACF
27, ACF 37, ACF 54 e ACF 55) foram capazes de invadir os vasos das plantas de manga
testadas e gerar lesdes significativas, causando sintomas de murcha nas plantas.

Nas plantas de teca inoculadas ndo foi observada nenhuma variagao
entre o tamanho das lesdes geradas pelos isolados testados, ambos levaram a planta a murchar
40 dias ap6s sua inoculagcdo ocorrendo a morte do ponteito 90 dias apds a inoculagdo. O

mesmo vale para as plantas de atemoia testadas (Tabela 2 e Figura 11).
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Figura 10: Planta de manga inoculada com isolado ACF1. A esquerda inicio do sintoma de murcha e a direita

planta com 30 dias ap6s a inoculagdo.

R R 1
el ]

I Testemunha I Inoculada I

Figura 11: A. Muda de teca com seca de ponteiro 90 dias apds a inoculagdo de Ceratocystis

sp.; B. Lesao em muda de atemoia inoculada com isolado ACF23.

Barker e colaboradores (2003), realizando estudos de patogenicidade
de isolados de Ceratocystis coletados de diferentes hospedeiros, também constataram uma
variacdo de agressividade entre isolados de uma mesma espécie. Por exemplo, o isolado
C1442 foi o mais agressivo dos trés isolados de eucalipto testados pelos autores, enquanto o
isolado denominado C1451 deixou de ser usado no decorrer do trabalho por ndo causar
descoloragao significativa do xilema. Os isolados de manga e cacau utilizados por estes
autores apresentaram estas mesmas caracteristicas. Neste mesmo trabalho, os autores atestam

que os isolados de Ceratocystis de cacau, batata doce, Platanus sp., café, manga, eucalipto e
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Gmelina sp., sdo mais agressivos em seus hospedeiros de origem, mas da mesma forma que o
presente trabalho, estes autores constataram a ocorréncia de patogenicidade cruzada. Por
exemplo, isolados de cacau foram capazes de causar lesdo no xilema de plantas de Crotalaria
sp., sycarora e café, assim como em plantas de manga e eucalipto. Um isolado de eucalipto foi
capaz de causar lesdo no xilema de plantas de manga e Crotalaria sp. Do mesmo modo, um
isolado de manga foi capaz de fazer o mesmo em plantas de eucalipto e de Crotalaria sp.

Estudando isolados do clado na América do Norte, Johnson et al
(2005) também obsevaram, em testes de patogenicidade cruzada, que alguns isolados foram
capases de causar doenca em plantas que ndo eram da espécie do seu hospedeiro original. Os
autores notaram que mudas de cereja (Prunus sp) quando eram inoculadas com isolados de
Ceratocystis provindos de Quercus sp., apresentavam descololaracdo do xilema similar
quando eram inoculadas com isolados de Ceratocystis de cereja. O mesmo acontecia com
plantas de Carya sp. e Populus sp. quando inoculadas com isolados de cereja.

Ha relatos de isolados de C. fimbriata de Syngonium da Australia que
ndo conseguirem infectar I batatas, Platanus orientalis ou Prunus spp. mas foram
patogénicos para varias cultivares de Syngonium sp., Caladium sp., Alocasia sp. e X. lindenii
(VOGELZANG; SCOTT, 1990), e isolados de Colocasia japoneses foram patogénicos a I.
batatas, e de isolados japoneses de 1. batatas serem patogénicos a plantas /. batatas, mas nao

para Colocasia esculenta (BAKER et al., 2003)



Tabela 2: Tamanho das lesdes (cm) em plantas inoculadas com isolados de Ceratocystis

sp.
(Continua)
Isolado Plantas inoculadas
Eucalipto Cacau Manga Atemoia Teca
ACF1 Manga 2,75 d 3,00 b 12,37 d - -
ACF2 Manga 350 d 5,00 d 13,00 d - -
ACF3 Manga 2,13 ¢ - 11,75 d - -
ACF4 Manga 2,25 ¢ - 11,50 d - -
ACF5 Cacau 1,25 b 9,38 f 047 b - -
ACF6 Cacau 250 ¢ 7,50 e - - -
ACF7 Cacau 220 ¢ 6,25 d - - -
ACF8 Cacau 1,25 b 525 d - - -
ACF9 Cacau 1,25 b 550 d 1025 d - -
ACF10 Cacau 2,63 ¢ 4,75 c - - -
ACFI11 Cacau  Cacau b 6,00 d - - -
ACF12 Cacau 2,88 ¢ 6,25 d - - -
ACF13 Cacau 338 d 6,75 d - - -
ACF14 Cacau 1,63 ¢ 6,25 d - - -
ACF15 Cacau 275 ¢ 6,75 d 047 b - -
ACF16 Cacau 1,95 ¢ 6,25 d - - -
ACF17  Cacau 225 ¢ 700 e - - -
ACF18  Cacau 2025 ¢ 493 ¢ - - -
ACF19  Cacau 250 ¢ 625 d - - -
ACF20 Cacau 075 b 550 d - - ]
ACF21  Cacau 125 b 600 d - - _
ACF22  Cacau 2025 ¢ 550 d - - -
ACF23  Atemoia 1,75 ¢ 5,38 d 262 ¢ 12,00 b -
ACF24  Atemodia 1,86 ¢ 5,00 d - 13,50 b -

ACF25 Eucalipto 1,88 ¢ - - - -
ACF26 Eucalipto 3,75 d - - - -
ACF27 Eucalipto 2,50 ¢ 0,65 a 487 ¢ - -
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Tabela 2: Tamanho das lesdes (cm) em plantas inoculadas com isolados de Ceratocystis

sp.
(Conclusao)
Plantas inoculadas
Isolado
Eucalipto Cacau Manga Atemoia Teca
ACF28 Eucalipto 538 e - - - -
ACF29 Eucalipto 575 e - - - -
ACF30 Eucalipto 638 e 062 a 042 b - -
ACF31 Eucalipto 638 e 056 a - - -
ACF32 Eucalipto 588 e - - - -
ACF33 Eucalipto 4,63 d - - - -
ACF34 Eucalipto 563 e - - - -
ACF35 Eucalipto 6,63 e - - - .
ACF36 Eucalipto 238 ¢ - - - -
ACF37 Eucalipto 575 ¢ 048 a 375 ¢ - -
ACF38 Eucalipto 625 e - - - .
ACF39 Eucalipto 4,00 d - - - -
ACF40 Eucalipto 550 e - - - -
ACF41 Eucalipto 438 d - - - -
ACF42 Eucalipto 375 d 051 a - - -
ACF43 Eucalipto 438 d - - - -
ACF44 Eucalipto 7,00 e - - - -
ACF45 Eucalipto 6,00 e 053 a 087 b - -
ACF46 Eucalipto 375 d - - - -
ACF47 Eucalipto 4,00 d - - - -
ACF48 Eucalipto 3,13 ¢ - - - -
ACF49 Eucalipto 2,00 ¢ 048 a - - -
ACF50 Teca 5,00 e 0,90 a - - 10,25 b
ACF51 Teca 0,75 b 2,63 b 562 ¢ - 12,20 b
ACF52 Eucalipto 375 d - - - -
ACF53 Eucalipto 6,75 e - - - -
ACF54 Eucalipto 388 d 0,70 a 6,75 ¢ - -
ACF55 Eucalipto 525 e 060 a 575 ¢ - -

testemunha 0,43* a 0,51* a 025*% a 0,55% a 0,56* a

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem significativamente, segundo teste de
Scott-Knott a 5% (dados transformados em 0,5\x; Coeficiente de variagio de eucalipto (21,45%), cacau
(17,55%), manga (34,55%), teca (6,10%) e atemdia (7,22%)). (-) Isolados ndo testados. *Lesdes decorrentes
do ferimento no caule.



Tabela 3: Resultados do reisolamento de Ceratocystis a partir de
plantas inoculadas no teste de patogenicidade.

(Continua)
Planta Inoculada
Isolado - -
Eucalipto  Cacau Manga  Atemodia Teca
ACF1 + + + nt nt
ACF2 - + + nt nt
ACF3 + nt + nt nt
ACF4 - nt + nt nt
ACF5 + + - nt nt
ACF6 + + nt nt nt
ACF7 - + nt nt nt
ACFS - + nt nt nt
ACF9 + + + nt nt
ACF10 - + nt nt nt
ACFI11 - + nt nt nt
ACF12 - + nt nt nt
ACF13 + + nt nt nt
ACF14 - + nt nt nt
ACF15 + + - nt nt
ACF16 + + nt nt nt
ACF17 - + nt nt nt
ACF18 + + nt nt nt
ACF19 - + nt nt nt
ACF20 + + nt nt nt
ACF21 - + nt nt nt
ACF22 + + nt nt nt
ACF23 + + + + nt
ACF24 + + nt + nt
ACF25 + nt nt nt nt
ACF26 + nt nt nt nt
ACF27 + nt + nt nt
ACF28 + nt nt nt nt
ACF29 + nt nt nt nt
ACF30 + - + nt nt
ACF31 + - nt nt nt
ACF32 + nt nt nt nt
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Tabela 3: Resultados do reisolamento de Ceratocystis a partir de

plantas inoculadas no teste de patogenicidade.

(Conclusao)
Planta inoculada
Isolado - -
Eucalipto ~ Cacau Manga  Atemodia Teca
ACF33 + nt nt nt nt
ACF34 + nt nt nt nt
ACF35 + nt nt nt nt
ACF36 + nt nt nt nt
ACF37 + - + nt nt
ACF38 + nt nt nt nt
ACF39 + nt nt nt nt
ACF40 + nt nt nt nt
ACF41 + nt nt nt nt
ACF42 + - + nt nt
ACF43 + nt nt nt nt
ACF44 + nt nt nt nt
ACF45 + - nt nt nt
ACF46 + nt nt nt nt
ACF47 + nt nt nt nt
ACF48 + nt nt nt nt
ACF49 + - nt nt nt
ACF50 + + + +
ACF51 - - nt nt +
ACF52 + nt nt nt nt
ACF53 + nt nt nt nt
ACF54 + - + nt nt
ACF55 + - + nt nt
testemunh - - - - -

(-): Reisolamento negativo; (+) reisolamento positivo; (nt): isolados nao testados.

7.3 Acompanhamento da colonizacio do xilema de eucalipto por Ceratocystis sp.

Com base nos dados obtidos nos experimentos de patogenicidade em
plantas de eucalipto, foram escolhidos cinco isolados de Ceratocystis, sendo um de cada

hospedeiro estudados. Foram escolhidos os isolados que foram capazes de causar lesdes nos
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vasos de xilema de eucalipto e que foram reisolados com sucesso em iscas de cenoura (ACF 1,
ACF15, ACF24, ACF38 e ACF50).

Como pode ser observado nas figuras 12 4 16, todo os isolados foram
capazes de germinar, penetrar ¢ se desenvolver nos vasos de plantas de eucalipto. Conforme
pode ser observado, o isolado de cacau foi o que aparentemente teve o desenvolvimento mais
lento dentro do periodo observado. Isso pode explicar o fato deste ter desenvolvido menores
lesdes nos teste de patogenicidade em eucalipto.

No periodo de seis horas apds a inoculagdo, todos os isolados testados
j& haviam emitido o tubo germinativo e penetrado na planta. Foi observado a germinagao de
ascosporos, clamiddsporos e de conidios do tipo cilindrico neste periodo. E interessante
ressaltar que este fungo parece usar os poros do xilema para invasao das células (Figura 17).

Doze horas apos a inoculagdo, ocorreu um aumento da quantidade de
micélio na regido do xilema de todos os isolados testados. No caso dos isolados de manga e
eucalipto, ja € possivel observar a formacdo de novos clamiddésporos. Particularmente na
superficie inoculada com o isolado de eucalipto, ja € possivel ver a formagao de conidioforos.
Além disso neste mesmo caso em particular ¢ possivel notar a presenga de cristais de oxalato
de calcio, que ndo foram visualizados no periodo anterior analisado (Figura 18). Estes cristais
este podem estar relacionados com a interacdo deste fungo com seu hospedeiro especifico,
assim este fato deve ser melhor estudado.

No periodo de vinte e quatro horas ap6s a inoculacdo, com excecao do
isolado de cacau, todos os outros isolados testados ja apresentaram a formacao de conididéforos
cilindricos. Em todos estes conididforos € possivel observar a saida dos esporos, indicando
que neste periodo este fungo ja esta apto a produzir conidios do tipo cilindrico. Nas amostras
inoculadas com os isolados de eucalipto, foi possivel observar a presenca de um segundo tipo
de conidi6foro, o que produz conidios do tipo doliformes (Figura 19). Estes dados corroboram
os dados de caracterizagdo morfologica, que apontam a formacao deste tipo de conidio por
este isolado estudado. A presenca de conidios do tipo doliforme ¢ de suma importancia na
identificacdo de espécies de Ceratocystis, visto que este tipo de conidio ndo ¢ produzido por

Ceratocystis fimbriata, inica espécie até o momento relatada infectando eucalipto no Brasil.
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