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Resumo: Entre as doencas flngicas encontradas no eucalipto, destaca-se a mancha foliar causado
pelo patégeno Pestalotiopsis sp. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo morfolégica e
patogénica de dois isolados de Pestalotiopsis sp. obtidos a partir de lesGes em folhas de eucalipto.
Para isso, foram utilizadas para confeccdo de laminas microscopicas semi-permanentes, discos de
micélios dos isolados E-72-01 e E-72-05, em seguida, a caracterizacdo morfoldgica foi baseada em
caracteristicas dos conidios. Ja para a patogenicidade, foram utilizadas folhas sadias de Eucalipto, e
inoculados os mesmos isolados de Pestalotiopsis sp. submetidas a condi¢cdes controladas de camara
Umida. As avaliagcdes da severidade da doenca foram realizadas aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias apés a
inoculacao (DAI), aplicando-se uma escala de notas. Para as andlises estatisticas, foi considerado o
ponto médio de cada nota atribuida. Apds caracterizacdo morfoldgica, verificou os isolados E-72-01 e
E-72-05 tratar-se de P. microspora. O potencial patogénico ndo variou entre os isolados,

possibilitando a reproducdo dos sintomas caracteristicos da doenca.
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Introduc&o ‘

O eucalipto (Eucalyptus spp), € uma cultura de grande importancia econémica,
e é cultivado para os mais diversos fins, tais como, papel, celulose, lenha, carvéo,
entre outros (SANTOS, 2001). As condi¢gbes favoraveis de clima, solo e a grande
oferta de areas para o plantio fazem do Brasil um dos mais promissores mercados
mundiais desta espécie (BIZI, 2005). O eucalipto é atacado por varios patdgenos,
principalmente fungos, desde a fase de viveiro até os plantios adultos e, geralmente,
0s problemas sao observados nas planta¢des, ocorrendo nos mais variados locais,

espécies e épocas do ano (ALFENAS et al., 2009).
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Entre as doencas fungicas encontradas no eucalipto, destaca-se a mancha
foliar causado pelo patdgeno Pestalotiopsis sp. O género Pestalotiopsis encontra-se
amplamente distribuido, ocorrendo em solos, ramos, sementes, frutos e folhas
podendo ser parasita, endofitico ou saprofita (JEEWON et al., 2004).

A classificacdo do género Pestalotiopsis, segundo muitos taxonomistas,
baseou-se durante muitos anos, em caracteristicas que incluem tamanho, septacéo,
pigmentacdo do conidio e auséncia ou presenca de apéndices (NAG RAG, 1993;
SUTTON, 1980), porém JEEWON et al. (2004), sugere que a classificacdo
taxonbmica considere 0s seguintes critérios: pigmentacdo de células medianas;
morfologia dos apéndices apicais, comprimento dos apéndices apicais e
comprimento do esporo.

Além disso, especial atencdo tem sido dada ao fungo Pestalotiopsis sp.,
sobretudo ao fato de recentemente ter sido relatado como responsavel por lesfes na
casca de plantas de Eucalyptus globulus (ALONSO et al., 2009) e também como um
fungo endofitico e epifitico em folhas de Eucalyptus citriodora (KHARWAR et al.,
2010). Neste contexto, conhecer o potencial infectivo e a viruléncia de isolados de
patdgenos, tal como Pestalotiopsis, € importante quando se pensa na adoc¢ao de
medidas de manejo integrado e no aumento da produtividade (LIMA et al., 2004).

A solicitagdo continua de informacdes e realizacdo de pesquisas sobre a
identificagdo de patégenos e sua viruléncia, visa auxiliar o melhor conhecimento dos
problemas bibticos inerentes ao eucalipto e no estabelecimento de estratégias
adequadas de controle e contribuir para a reducdo de perdas e aumentar a
produtividade no setor florestal (SANTOS et al., 2001; KHARWAR et al., 2010). Em
decorréncia, é fundamental o estudo morfolégico destes fungos para correta
identificacéo e direcionamento de medidas de controle (SANTOS, 2001), bem como
a caracterizacdo patogénica de Pestalotiopsis sp. de eucalipto no Brasil. O objetivo
deste trabalho foi realizar a caracterizacdo morfolégica e patogénica de isolados de

Pestalotiopsis sp. obtidos a partir de les6es em folhas de eucalipto.
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Material e Métodos

Caracterizacado morfolégica dos isolados obtidos

Placas de Petri, contendo micélios dos isolados E-72-01 e E-72-05 (sete dias
de idade), provenientes de folhas de eucaplipto, foram utilizadas para confeccao de
laminas microscopicas semi-permanentes, foram confeccionadas a partir de culturas
dos isolados E-72-01 e E-72-05, previamente cultivados em meio BDA. Em seguida,
a caracterizagdo morfoldégica foi baseada nas seguintes caracteristicas: (1)
comprimento e largura dos conidios; (2) comprimento e largura da célula mediana
dos conidios, (3) cor da célula mediana dos conidios; (4) nimero e comprimento dos
apéndices apicais e basal, (5) posicionamento de insercdo dos apéndices apicais e
(6) ornamentacao/ramificacdo dos apéndices apicais. As medi¢cdes das estruturas
fungicas de cada isolado foram realizadas com auxilio do programa LAS EZ,
obtendo-se a média de 30 medi¢cdes para cada estrutura. As laminas obtidas foram

depositadas no Laminario Fitoaptolégico da UEG.

Avaliacdo do potencial patogénico dos isolados de Pestalotiopsis sp.
utilizando disco de micélio

Folhas sadias de plantas adultas de Eucalyptus grandis cv. ‘GG 100’ (18 a 24
meses de idade) foram lavadas em agua corrente e deixadas para secagem em
camara de fluxo laminar por 10 min (CARVALHO et al., 2008). Para as inoculagdes,
foram realizados cinco furos no centro do limbo foliar com auxilio de uma agulha e
depositado um disco de agar (7 mm) contendo micélio do fungo Pestalotiopsis sp.
(isolados E-71-01 e E-71-05) com 5 dias de repicagem. As folhas inoculadas com o
patégeno foram submetidas a condi¢cdes controladas de camara umida em caixas
acrilicas transparentes (gerbox — 11 x 11 cm), contendo uma folha de papel de
germinacdo com manutencdo de umidade constante apenas no papel. Em seguida,
foram realizadas medi¢Ges das lesbes na face abaxial das folhas aos 4, 6, 8 e 10
dias apos a inoculacdo (DAI), com o auxilio de um paquimetro digital, obtendo-se o

tamanho das leses em mm?.

Anélises estatisticas
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Os resultados relativos a caracterizagdo micromorfolégica, foram submetidos
a analise de variancia. Na avaliacdo do potencial patogénico, os dados referentes as
lesbes causadas por Pestalotiopsis foram submetidos ao teste de Tukey e a andlise
de regressao para obtengao de modelos significativos. A severidade foi integralizada
como é&rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) através da formula
AACPD = % [(yl1 + y2)/2)*(t2-t1)], onde y1 e y2 s&o duas avaliagbes consecutivas
realizadas nos tempos t1 e t2, respectivamente. Em todas as analises foi empregado
0 programa estatistico Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011).

Resultados e Discusséao

Os isolados E-72-01 e E-72-05 apresentaram conidios com cinco células,
sendo hialinas as células apicais e basais, e as trés células medianas de coloracéo
marrom claro a marrom escuro. Medi¢cdes dos conidios ndo revelaram diferenca
entre os isolados de Pestalotiopsis. Apds a mensuracao dos conidios dos isolados E-
72-01 e E-72-05, verificou-se que estes possuiam dimensofes de 23,2 + 2,8 a 27,3 £
1,7 um de comprimento médio respectivamente e 5,2 + 0,5 a 5,9 £ 0,5 um de largura
meédia. A relacdo comprimento/largura (C/L) dos conidios variou de 4,5 + 0,7 a 4,6 +
0,5 um. As células medianas dos conidios apresentaram 4,7 £ 0,9 a 6,4 + 0,5 um de
comprimento médio e 5,2 + 0,5 a 5,9 £ 0,5 um de largura média. Os apéndices
apicais eram hialinos, a um namero de 2 a 3 por conidio, € com comprimento médio
variando de 11,6 + 3,7 a 12,9 £+ 3 um. N&o foram observadas protuberancias e nem
ramificacfes nos apéndices apicais e estes, possuiam inser¢cdo no topo da célula
apical hialina. Foi constatado a presenca de 1 apéndice basal hialino nos conidios e

com comprimento meédio variando de 5,8 +1,5a5,4 £ 1,5 pym.

Tabela 1. Caracteristicas dos conidios de Pestalotiopsis microspora obtidos de
plantas adultas de Eucalyptus grandis ‘GG 100’. Ipameri, Goias, Brasil, 2016.

Isolados  Conidios® Célula Mediana® Apendices®
Apical Basal
Comp Largura C/L@® Comp Largura N Comp N Comp
(Hm) (nm) (Hm) (um) (um) (Hm)

E-72-01 23,2+28 52+05 4507 4709 5205 2-3 116+37 1 58+15
E-72-05 27,3+1,7 59+05 46+05 64+05 59=+05 2-3 129+3 1 54+15

(DMédias referentes a 30 conidios por isolado + desvio padrao.
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(A)C/L: relagdo comprimento/largura do conidio.

N&do houve diferenca estatistica entre os isolados quanto a area foliar
lesionada (AFL), conforme Tabela 2. Apds andlises de regressdo para o aumento
das lesbes nas folhas ao longo do tempo, o isolado E-72-05 foi ajustado por um
modelo linear, ja o isolado E-72-01 se ajustou a um modelo polinomial de segundo
grau. Todos os modelos foram significativos, entretanto com grande variacdo do
coeficiente de determinacdo (r?). Também n&o houve diferenca estatistica entre os
isolados quanto a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) com
meédia de 156,65. Os coeficientes de variacdo foram baixos, com valor de 16,07%,
para AFL e, de 16,26% para AACPD.

Tabela 2. Area foliar de Eucalyptus grandis “GG100”, lesionada (AFL) por
Pestalotiopsis microspora aos 10 dias ap6és inoculagcédo (DAI), modelos de regressao
para aumento das lesdes nas folhas e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) dos 4 aos 10 DAL.

Isolado AFL aos 10 DAl Modelo de regresséo 12 (%) (P=X) AACPDW®
(mm?)®

E-72-01 30,8 a Y =-1,8541x2 + 30,6416x - 91,5333 94,63% 0,01 150,8 a

E-72-05 29,7 a Y =0,7000x + 22,4333 90,00% 0,01 162,5a

CcVv 16,09 % - - - 16,26 %

(DValores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente, segundo
o teste de Tukey (P<0,05).

O género Pestalotiopsis € complexo e pode ser dificil de classificar ao nivel de
espécie, porque caracteristicas como estrutura de frutificacdo, comprimento e
morfologia dos conidios, tendem a variar dentro das espécies e também com
qualquer mudanca no ambiente (KARAKAYA, 2001). WEI et al. (2007) destacaram
gue apesar de eventuais divergéncias, o fungo Pestalotiopsis sp., tem geralmente
alguma caracteristica morfoldgica e fisioldégica especifica, tais como: forma do
conidio e formacdo dentro acérvulo compacto; conidios com geralmente cinco
células, sendo trés células medianas coloridas, e duas células finais incolores; e
conidios com dois apéndices apicais decorrentes da célula apical. Tais caracteres

tem auxiliado na distingcdo, portanto, de espécies de Pestalotiopsis (Kruschewsky,
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2010). As caracteristicas apresentadas na Tabela 1, corroboram com descri¢cdes
reportadas por Keith et al. (2006), Wu et al. (2009), Kruschewsky (2010), Zhang et al.
(2010), Maharachchikumbura et al. (2011), Chen et al. (2012) e Jeon e Cheon,
(2014), sugerindo os isolados E-72-01 e E-72-05 tratar-se de P. microspora.

MACIEL et al. (2012), verificaram a patogenicidade de Pestalotiopis causando
lesdes necroéticas em folhas de aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius) e com
posterior coalescimento e queda das folhas. De forma analoga ao presente estudo,
WU et al. (2009) também reportaram P. microspora em Reineckea carnea, uma
planta herbadcea medicinal, causando lesdes de coloracdo marrom escuro, ovais e
com 20-50 mm? no limbo foliar, devido ao coalescimento destas. O fato de ndo existir
diferenca entre os isolados de P. microspora do presente estudo (E-72-01 e E-72-05)
quanto ao tamanho da &rea foliar lesionada e AACPD, pode estar relacionado com a
natureza de obtencdo destes, ou seja, o fato de pertencerem a uma mesma
populacdo e, portanto, descendentes de um ancestral comum (JEEWON et al.,
2002).

Consideracdes Finais ‘

1 - Conclui-se, baseado nas informacdes micromorfolégicas que os isolados E-72-01
e E-72-05, provenientes de folhas de eucalipto tratam-se de P. microspora.

2 - O potencial patogénico nao variou entre os isolados de Pestalotiopsis sp. em que
foram obtidos modelos significativos e com alto coeficiente de determinacéo (r?) para
o progresso da doenca. A metodologia de inoculagdo avaliada proporcionou
reproducao dos sintomas da doenca.
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