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Pedacos... pedacos,
Tantos pedacos de minha vida.
Espalhados por toda parte
Alguns nem existem mais,

E sei que sozinha jamais

Poderei junta-los.

Pedacos... pedacos,
Tantos pedacos de minha vida.
Um quebra-cabeca inacabado, Confuso e sem forma.
Quem podera um dia

Juntar todas as pecas?

Numa visdo, como quem sonha acordada
Imagens penetrando minha mente
Vi Jesus se aproximando,
Segurando os meus sonhos.
Falou com grande compaixao,
Tocou-se com uma de suas méaos,
Segurando na outra

Algo que eu néo podia ver.

E disse: “Pedacos... pedacos,
Eu tenho todos os pedacos de sua vida,
Milhares de fragmentos
De cada dia.

Posso junta-los todos
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Para que nunca mais se percam.
Posso junta-los todos,
Como ninguém mais pode fazer.

Como ninguém mais”.

(Stormie Omartian)
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foliar (0 — 4 — 8 e 12 horas) na severidade de Cladosporium
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RESUMO

AGUIAR, Ronilda Lana, M.S. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de
2008. ETIOLOGIA DA MANCHA AQUOSA (Cladosporium chlorocephalum)
DA GUARIROBA (Syagrus oleracea). Orientador: Professor Jo&do Batista
Vida.

No Estado do Parand, observou-se a presenca de mancha foliar em
alta severidade em viveiros para producdo de mudas de guariroba. Essas
manchas iniciam-se como diminutas pontuacdes, evoluindo para pequenas
manchas de até 2,0 mm de diametro, ambas com aspecto encharcado e
formato arredondado. A partir desse ponto, as manchas tomam o formato
estriado, paralelinérveas as nervuras, atingindo até 3,0 cm de comprimento e
0,5 cm de largura, com a necrose tornando-se de coloracdo marrom-escura e
com marcante halo aquoso. Em manchas velhas, o tecido central rompe-se e
toma a coloracao palha e bordas marrom-escuras com abundante esporulagéo
e destacado halo aquoso. A coalescéncia das manchas resultou em requeima
foliar. Os objetivos deste trabalho foram: (i) descrever a sintomatologia, de
forma detalhada, da mancha aquosa em guariroba e identificar seu agente
causal; (ii) estudar a infeccdo do agente etiologico da mancha aquosa da
guariroba em outras espécies de palmitos: pupunheira, acai e jucara; (iii)
estudar a infeccdo do agente causal da mancha aquosa da guariroba em
outros hospedeiros de Cladosporium spp: hibridos de pepino tipo ‘japonés’ e
tomate; (iv) avaliar a influéncia da temperatura e do periodo de molhamento
foliar na infeccdo de Cladosporium chlorocephalum e Cladosporium
cucumerinum no hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin: no periodo de
incubacdo e no periodo latente. Os resultados obtidos mostraram que
Cladosporium chlorocephalum é o agente causal da mancha aquosa da
guariroba. O isolado de Cladosporium chlorocephalum proveniente de folhas de
guariroba foi patogénico as palmaceas guariroba e pupunha, aos hibridos de

pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin, Natsubayashi, Tsuyataro e Toishaky) e ao

XViil



tomateiro cv. Santa Clara, mas ndo foi patogénico ao acai, a jucara e as
variedades de pepino caipira (Safira e Record); ja o isolado de Cladosporium
cucumerinum, proveniente de folhas de hibridos de pepino ‘japonés’
Natsubayashi, ndo foi patogénico as palmaceas testadas (guariroba, pupunha,
acai e jucara) e foi patogénico a todos os hibridos de pepino tipo ‘japonés’ e as
variedades de pepino caipira. Foi observado neste trabalho a influéncia da
temperatura e do periodo de molhamento foliar na severidade e esporulacdo de
Cladosporium chlorocephalum e Cladosporium cucumerinum. Um modelo
matematico foi proposto para a descricao do efeito da temperatura e do periodo
de molhamento foliar na infeccdo. Na temperatura de 25° C, foi observada a
producdo de esporos de C. cucumerinum e C. chlorocephalum e o menor
periodo de incubacdo para C. cucumerinum e C. chlorocephalum. Ja para o
periodo de molhamento foliar, onde se observou menor periodo de incubacéao,
foi o de 12 horas para C. cucumerinum e quatro horas para C. chlorocephalum;
no periodo de zero hora de molhamento foliar, o inicio de produgcé@o de esporos
foi observado aos 21 dias para C. cucumerinum e 22 dias para C.
chlorocephalum, apdés a inoculagéo; no periodo de molhamento foliar de quatro
horas, aos 12 dias para C. cucumerinum e aos 17 dias para C. chlorocephalum;
no periodo de molhamento foliar de oito horas, aos 21 dias ap0s a inoculacdo
para C. cucumerinum e C. chlorocephalum, e no periodo de molhamento foliar
de 12 horas, o inicio da esporulacdo foi observada aos 14 dias apos a

inoculagéo para C. cucumerinum e aos 19 dias para C. chlorocephalum.

Palavras-chave: mancha aquosa, guariroba, Cladosporium chlorocephalum,
gama de hospedeiros, temperatura, molhamento foliar,

infeccéo.
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ABSTRACT

AGUIAR, Ronilda Lana, M.S. Universidade Estadual de Maringda, february of
2008. ETIOLOGY AQUEOUS SPOT (Cladosporium chlorocephalum) IN
‘GUARIROBA’ PALM (Syagrus oleraceae). Adviser: Dr. Jodo Batista Vida.

In Parana State, Brazil, occured a leaf spot with high severity in
nurseries for production of ‘guariroba’ palm of seedlings. The spots, evolving
into small of up to 2.0 mm in diameter, began as flecks, with aquous aspect
and round format. After that, the blight take the form striatum, parallel the ribs,
reaching up to 3.0 cm in length and 0.5 cm in width, with necrosis becoming
dark-brown and marked with aqueous halo. In old stains, the central tissue
disrupted and got the coloration straw to dark-brown and edges with abundant
sporulation and aqueous halo. The coalescence of spots resulted in blight leaf.
The objectives of this study werw: (i) to describe the symptoms, in detail, the
agueous spot in ‘guariroba’ palm (ii) to identify of the etiologic agent of aqueous
stain in ‘guariroba’ palm and other species of palm: peach palm, ‘acai’ and
‘jucara’ palm, (iii) to study the infection of the causal agent of the aqueous stain
in ‘guariroba’ palm to other hosts of Cladosporium spp: hybrids of ‘japanese’
cucumber and tomato, (iv) evaluate the influence of the temperature and period
of the wetting leaf in the infection of Cladosporium chlorocephalum and
Cladosporium cucumerinum in hybrid of ‘japanese’ cucumber ‘Hokushin’:
incubation and latent period. It was identified the fungus Cladosporium
chlorocephalum as the causal agent of the aqueous stain in ‘guariroba’. The
isolate of C. chlorocephalum from leaf of ‘guariroba’ was pathogenic to
‘guariroba’ and ‘pupunha’ palms, hybrids of 'japanese’ cucumber (‘Hokushin’,
‘Natsubayashi’, ‘Tsuyataro’ and ‘Toishaky’) and the tomato cv. ‘Santa Clara’, but
was not pathogenic to ‘acai’, ‘jucara’ and the varieties of yokel cucumber
(‘Safira’ and ‘Records’); however, the isolate C. cucumerinum from leaves of
hybrids of ‘japanese' cucumber was not pathogenic in palms tested
(‘guariroba’, ‘pupunha’, ‘acai’ and ‘jucara’) and was pathogenic to all hybrids of
'Japanese’ cucumber ‘Natsubayashi’ and the varieties of yokel cucumber. It was

observed in this study the influence of temperature and of the period of leaf
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wetness in severity and sporulation of C. chlorocephalum and C. cucumerinum.
A mathematical model was proposed in order to describe the effect of
temperature and leaf wetness period in infection. At of 25 ° C, it was observed
the production of spores of C. cucumerinum and C. chlorocephalum, and the
lower period of incubation for both. The lower period of incubation to C.
cucumerinum was 12 hours with the minimum of four hours of leaf wetness. In
the period from zero hour of leaf wetness, the beginning of production of spores
was observed at 21 days for C. cucumerinum and 22 days to C.
chlorocephalum after inoculation, already in the period of wetting leaf of four
hours was to 12 days to C. cucumerinum, and to 17 days for C.
chlorocephalum. In the period of wetting leaf of eight hours was to 21 days after
inoculation for C. cucumerinum and C. chlorocephalum, and the period of
wetting leaf of 12 hours the beginning of sporulation was observed at 14 days

after inoculation for C. cucumerinum, and 19 days for C. chlorocephalum.

Keywords: aquous spot, ‘guariroba’ palm, Cladosporium chlorocephalum,
hange’s host, temperature, wetting leaf, infection.
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1. INTRODUCAO GERAL

O palmito € um produto de alto valor nos mercados interno e externo, e
o Brasil é o maior produtor, exportador e consumidor mundial. Com raras
excecOes, sua obtencdo exemplifica o imediatismo econdmico e traz como
conseqguUéncia a depredacao de nossos recursos haturais. A quase extingdo do
palmiteiro (Euterpes edulis Martius) em meados do século XX foi devida a
destruicdo acelerada da Mata Atlantica, que foi acompanhada pela dizimacéo
das populacbes do palmiteiro, e a eliminacdo de condicbes para sua
regeneracao natural (BOVI, 1998; BOVI, 2000).

Na década de 60, o palmiteiro ja estava economicamente exaurido na
maioria das areas de distribuicdo natural. Isto forcou a migracdo das maiores
empresas palmiteiras para o0 estuario do Rio Amazonas, onde existiam
extensos acaizais ((Euterpes oleracea Martius), na busca de matéria-prima
(BOVI, 1998). Cerca de 99% do palmito comercial brasileiro procede do
extrativismo, principalmente do acai, na regido do estuério do Rio Amazonas, e
do jucara (Euterpes edulis Martius), na Mata Atlantica das regides Sul e
Sudeste (BOVI, 2000).

Essa € uma atividade predominantemente extrativista e esta baseada
na exploracdo de espécies nativas do género Euterpes, como a jucara e o agai.
Nas ultimas décadas, o aumento das restricdes legais, naturais e econdmicas
ao extrativismo e a expansdo continuada dos mercados interno e externo tém
criado um cenério favoravel as acdes de expansdo do segmento palmito
cultivado em varias regides brasileiras. Algumas espécies de palmeiras estéo
sendo usadas pelos produtores para a exploracdo permanente de palmito.
Dentre elas, destacam-se a pupunheira (Bactris gasipaes Kunth var.
gasipaes Henderson), a palmeira-real (Archontophoenix spp.), a guariroba
(Syagrus oleracea (Mart.) Becc.), o hibrido entre E. oleracea e E. edulis, o
indaid (Atallea dubia), o inajd (Maximiliana regia), o jerivd (Arecastrum

romanzoffianum), além do acai e o palmiteiro (BOVI, 1998).



No mundo, sdo conhecidos em torno de 240 géneros e 3.500 espécies
de palmeiras, sendo a maioria utilizada como ornamental; e no Brasil, existem
acima de 300 espécies e hibridos (LORENZI, 1996). A flora brasileira de
palmeiras € muito rica e tem sido amplamente caracterizada em termos
geograficos. Desta forma, deve-se dar maior atencdo para 0s estudos
regionais, sendo que esses representam componentes fundamentais para a
catalogacdo detalhada da distribuicdo das espécies no Pais (FERNANDES,
1994). Também, o valor econémico das palmeiras € muito grande, fornecendo
diversos produtos, tais como: palmito, oOleos, améndoas, fibras, além de
material para construcdo de habitacGes rusticas, como folhas e estipes, bem
como palmeira ornamental para uso em paisagismo (ALVES e DEMATTE,
1987; DINIZ e SA, 1995; NOBLICK, 1996).

As palmeiras de maior importancia no mercado internacional, em
conformidade com o que € produzido economicamente e pelas pesquisas
realizadas, sdo: dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), como fonte de 6leo
comestivel; o coqueiro (Cocos nucifera L.), na producdo de 6leo comestivel e
outros produtos como coco ralado, agua in natura ou processada e a tamareira
(Phoenix dactylifera L.), como fornecedora de alimento tipo “passa”. Mais
recentemente, em plantios comerciais de palmito (doce) para o0 mercado
internacional e no Brasil, tem sido utilizada a pupunheira, sendo a Costa Rica o
maior produtor e exportador mundial desta palmeira (BOVI, 1993). Neste
contexto, vém aumentando significativamente os plantios comerciais da
guariroba no Estado de Goias, onde a area plantada, em 1996, era de 2.000 ha
e, em 1999, de 4.500 ha. Os municipios que apresentam as maiores areas
plantadas com a cultura da guariroba, em Goias, sao Itapuranga, Aurilandia,
Goias, Sao Luiz de Montes Belos e Piracanjuba (NASCENTE & PEIXOTO
2000). AGUIAR et al. (1996) demonstraram a viabilidade do plantio da
guariroba em consorcio com o arroz e o milho na regiao de cerrado.

De acordo com o IBGE (2006), a producéao anual de palmito no Brasil
foi de 6.524 toneladas, sendo a maioria, cerca de 70%, produzida em regime
extrativista na floresta amazodnica, notadamente no Estado do Para.

Os principais importadores de palmito do Brasil sdo: Franca, Espanha,
EUA, Argentina, Italia, Canada e Uruguai (BOVI, 1993).



A guariroba, palmeira nativa da regido do cerrado, presente nos
Estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal,
Tocantins e Minas Gerais (tridangulo mineiro), € caracterizada pelo sabor
amargo de seu palmito. Sua exploracdo comercial vem intensificando-se nos
altimos anos, com implantacdo de lavouras comerciais para 0 consumo in
natura e industrializado (CARNEIRO et al.,2003).

1.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS DA GUARIROBA

A guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) é uma espécie da familia
Arecaceae, sendo conhecida também como gueiroba, pati-amargosa e
jaguaroba. E uma palmeira que pode atingir até 8 metros de altura, encontrada
nas matas secas e cerrados e também em agrossistemas. Utilizam-se, desta
planta, o seu palmito e os frutos maduros, que amadurecem o ano todo. E uma
palmeira de estipe ereto, copa crispada e deflexa. A raiz é do tipo fasciculado,
originando-se na zona rizogénica (base do estipe), tendo ramificacdes primaria
e secundaria, cilindrica e espessada (ALVES e DEMATTE, 1987). Possui
folhas grandes, em numero de 15 a 20, com 2,0 a 3,0 metros de comprimento,
sendo moderadamente arqueadas, de coloracdo verde-escura brilhante,
dispostas em espiral, com 100 a 150 foliolos, e com bainhas estreitas. Floresce
e frutifica praticamente o ano todo. O seu fruto € produzido em cachos, com
uma améndoa branca oleaginosa comestivel, apesar de a frutificacdo ser mais
abundante entre os meses de agosto e fevereiro, produzindo cachos com 20 a
40 cm de comprimento e com 60 a 120 frutos, de coloragéo verde-amarelada.
A multiplicacdo desta palmeira € por sementes, encontrada espontaneamente
nas matas do Sudeste do Brasil, preferindo regides de clima quente e solos
bem drenados (LORENZI, 1996).

Entre seus produtos, destaca-se o0 palmito ou broto terminal,
considerado por muitos como verdura de sabor amargo - o que de fato o €,
quando comparado aos palmitos doces das espécies da Mata Atlantica, o

palmito da guariroba € uma iguaria de largo aproveitamento -culinério,



especialmente em algumas regides de Minas Gerais e de Goias (INFORME
NEWS, 2007).

Nos campos, sua ocorréncia é indicio seguro de solo de excelente
fertilidade. Sua améndoa, que contém mais de 60% de matérias graxas, €
utiizada na producdo de doces caseiros e 6leos comestiveis (INFORME
NEWS, 2007).

1.2 DOENCAS NA CULTURA DA GUARIROBA

Existem apenas dois relatos de doencas na cultura da guariroba: a
antracnose e a mancha aquosa da guariroba. A antracnose foi relatada em
guariroba por CHARCHAR et al. (2002), em Brasilia-DF. Os sintomas
caracterizam-se por lesdes necréticas pequenas, circulares ou irregulares, de
coloracdo marrom para preta, que geralmente coalescem quando 0s sintomas
progridem. O agente causal é o fungo Colletotrichum gloesporioides (Penzig)
Penzig & Sacc.

Recentemente, foi publicado o primeiro relato da ocorréncia da mancha
aguosa da guariroba por AGUIAR et al. (2007). Os autores descreveram,
resumidamente, a sintomatologia da doenca caracterizada pela formacao de
manchas, inicialmente encharcadas, olivaceas, que evoluiram para o
secamento do tecido necrosado, sendo causada pelo fungo Cladosporium

chlorocephalum.



1.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E PERIODO DE MOLHAMENTO
NA INFECCAO E DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

A freqiéncia e a intensidade da doenca sao significativamente
influenciadas pelo grau de desvio de cada condicdo ambiental do ponto no qual
0 progresso da doenca € maximo. A temperatura e a umidade na superficie da
planta sdo os fatores ambientais que afetam mais intensamente o inicio e o
progresso de doencas infecciosas em plantas. Os patdégenos diferem em suas
preferéncias por alta ou baixa temperatura, uma vez que a mesma afeta a
germinacao de esporos e 0 numero de esporos formados. A umidade, na forma
de agua livre, por sua vez, € essencial para a germinacdo da maioria dos
esporos fungicos e para a penetracdo do tubo germinativo no hospedeiro, além
de aumentar a suscetibilidade do hospedeiro a certos patdgenos, influenciando
a incidéncia e na severidade da doenca (AGRIOS, 1997).

BERGAMIN FILHO (1996) descreve o fendmeno da utilizagdo de
periodos intermitentes de orvalho por fungos que necessitam de agua livre na
folha, seja para infectar o hospedeiro, seja para esporular, por um periodo
maior do que o disponivel em condi¢cdes normais. Por exemplo, Stemphylium
botryosum f. sp. lycopersici, em tomate, necessita de um periodo superior a 24
horas de agua livre na folha para causar infecgcdo. Como isso raramente ocorre
em condicdes tropicais ou subtropicais, o fungo desenvolveu a habilidade de
utilizar diversos periodos de orvalho, mesmo que interrompidos por intervalos
secos, de muitas horas de duragao.

Dados que explicam o desenvolvimento da epidemia no campo podem
ser obtidos através do estudo dos parametros monociclicos da doenca em
condi¢cbes controladas. A influéncia da temperatura, da umidade e da luz no
processo de infeccdo e colonizacdo de patdgenos foliares, em camara de
crescimento, permite o isolamento dos efeitos ambientais especificos. Estudos
realizados em condicBes controladas indicaram que os fatores climaticos, tais
como: a temperatura, a umidade e a luz, sdo os principais determinantes no
processo de infecgdo e desenvolvimento das ferrugens nas plantas (MARTINS,
1999).



1.4 OBJETIVOS

(i) Descrever a sintomatologia da ‘mancha aquosa’ em guariroba;

(i) Identificar o agente causal da ‘mancha aquosa’ da guariroba;

(i) Estudar a infeccdo do agente causal da ‘mancha aquosa’ da
guariroba em outras espécies de palmitos: pupunheira, acai e jucara, e em
hibridos de pepino tipo ‘japonés’ e tomate cv. Santa Clara;

(iv) Avaliar a influéncia da temperatura e do periodo de molhamento
foliar na infeccdo de Cladosporium chlorocephalum e Cladosporium
cucumerinum no hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin: periodo de

incubacao e periodo latente.



CAPITULO |

‘MANCHA AQUOSA’ DA GUARIROBA:
ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO AGENTE CAUSAL

1. INTRODUCAO

A guariroba [Syagrus oleracea (Mart.) Becc.], familia Arecaceae, sub-
familia Cocosoideae, produz palmito com sabor amargo, tem grande
importancia econémica, notadamente na area de cerrado, sendo encontrada
em Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Tocantins e
Minas Gerais. E conhecida como gariroba, gueiroba, gueroba e coqueiro
amargoso, e possui sabor amargo, caracteristico de seu palmito (NASCENTE,
2000).

O Brasil € o maior produtor e exportador de palmito em conserva do
mundo. Até a década passada, a exploracdo, na sua maioria, era resultante de
uma atividade extrativista das reservas naturais, ainda existentes (BOVI, 1993).
Ainda segundo a autora, o Brasil participa com 95% da exportacdo mundial de
palmito, com receitas médias anuais de 30 milhdes de ddlares e com tendéncia
de expansao constante. Além de o mercado interno de palmito em conserva
ser estimado em, pelo menos, seis vezes maior do que o internacional (Brasil -
180 milhdes de ddlares), ainda assim o preco para comercializacdo tem sido
idéntico nos mercados interno e externo.

Dentre os diversos problemas que s&do apresentados no cultivo da
guariroba, aqueles relacionados a propagacdo constituem os de maior
importancia. Para producdo de mudas, tem sido utilizados somente frutos.
Estes apresentam inUmeros problemas, como a existéncia de praga
destruidora do embrido e endosperma, a perda rapida do poder germinativo e a
baixa percentagem de germinacdo. Ainda ndo existe dominio da propagacao
assexuada, por propagacdo in vitro. Isto se deve ao fato de um alto indice de

oxidac&o no embrido, alta incidéncia de fungos no fruto semente, contaminacéo



durante a retirada do embrido, auséncia de perfilhamento natural, dificuldade
no enraizamento natural in vitro, falta de informes a respeito de meio de cultura
adequado com relacéo a concentracao de macro e microelementos, e também
de reguladores de crescimento na propagacao in vitro (LORENZI, 1996).

De acordo com ANDRADE (2007), para patégenos com uma grande
diversidade fenotipica, com influéncia de fatores ambientais na estabilidade dos
caracteres morfologicos e culturais, com existéncia de formas intermediarias,
auséncia de padronizacdo de condi¢cfes culturais empregadas nos diferentes
estudos das espécies, diversas dificuldades sdo encontradas para a
identificacdo. O autor cita, como exemplo, as espécies de Colletotrichum, que
sdo tradicionalmente diferenciadas com base em caracteres morfolégicos e
culturais. Caracteristicas como morfologia de conidios, presenca de setas e do
teleomorfo, coloracdo de colbnia, producdo de pigmentos e taxa de
crescimento tém sido usadas para diferenciar espécies morfologicamente
préximas, como Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum. Também cita
que a diferenciacdo entre espécies, com base no circulo de hospedeiros ou
hospedeiros de origem, também ndo é um critério confiavel para espécies
como C. gloeosporioides e C. acutatum, que infectam diferentes hospedeiras. E
frequente a ocorréncia de mais de uma espécie de Colletotrichum associada a
uma mesma hospedeira, € uma mesma espécie pode infectar mdltiplas
hospedeiras.

AGUIAR et al. (2007) relataram que no Estado do Paranda, observou-se
a presenca de mancha foliar em alta severidade em viveiros para produgéo de
mudas de guariroba causada por patdgeno pertencente ao género
Cladosporium. Essas manchas iniciam-se como diminutas pontuacgdes,
evoluindo para pequenas manchas de até 2,0 mm de diametro, ambas com
aspecto encharcado e formato arredondado. A partir desse ponto, as manchas
tomam o formato estriado, paralelinérveas as nervuras, atingindo até 3,0 cm de
comprimento e 0,5 cm de largura, com a necrose tornando-se de coloracéo
marrom-escura e com marcante halo aquoso. Em manchas velhas, o tecido
central rompe-se e toma a coloracdo palha e bordas marrom-escuras com
abundante esporulacao e destacado halo aquoso. A coalescéncia das manchas
resultou em requeima foliar. Segundo ELLIS (1971), Cladosporium spp. é um

patdgeno de baixa especializacao para espécies de hospedeiros.
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De acordo com as dificuldades encontradas na identificacdo de
determinados patdgenos e a observacdo de sintomas de mancha foliar em alta
severidade, na cultura da guariroba, em viveiros para produgdo de mudas, 0
presente trabalho objetivou caracterizar e identificar, a nivel de espécie, um
isolado de Cladosporium proveniente de folhas de guariroba com sintomas de

‘mancha aquosa’ e comprovar sua patogenicidade no hospedeiro de origem.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DE CULTURA PURA DO FUNGO ASSOCIADO A
‘MANCHA AQUOSA’

Folhas de guariroba provenientes de viveiro para producdo de mudas
da Universidade Estadual de Maringad apresentaram-se com sintomas tipicos
de ‘mancha aquosa’, para a obtencdo da cultura pura do fungo associado a
‘mancha aquosa’ adotou-se 0 seguinte procedimento: utilizou-se a técnica de
isolamento direto (MENEZES e HANLIN, 1997). Os esporos presentes nas
lesGes do tecido necrosado foram transferidos com auxilio de alca de
repicagem para placas de Petri contendo meio de cultura de batata-dextrose-
agar; 200 g de batata, 20 g de dextrose, 17g agar, 1.000 mL de agua destilada
esterilizada (BDA). As placas de Petri foram mantidas na temperatura de
25 = 2 °C, sob alternancia de luminosidade fluorescente (fotoperiodo de 12
horas), durante cinco dias, quando houve formacédo de coldnia micelial. Apds
este periodo, discos de meio de cultivo contendo micélio e esporos do
patogeno de 7 mm de diametro foram retirados da extremidade da colbnia
formada e transferidos para tubos de ensaio contendo meio BDA e incubados

nas mesmas condicdes anteriores.

2.2 IDENTIFICACAO DO ISOLADO ASSOCIADO A ‘MANCHA
AQUOSA’ OBTIDO EM CULTURA PURA

Para a identificacdo da espécie, ocorreu 0 preparo da microcultura.
Blocos de 1x1 mm de meio BDA foram depositados sobre laminas e, em
seguida, com o auxilio de uma al¢a de repicagem, depositaram-se fragmentos
de micélio do fungo presentes em placas de Petri. Os blocos de meio BDA
contendo micélio do fungo foram cobertos por laminulas. Essas laminas foram

colocadas em placas de Petri grandes, com uma camada de agua no fundo.
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Depois, as placas de Petri foram incubadas a temperatura de 25 + 2 °C, sob
alternancia de luminosidade fluorescente (fotoperiodo de 12 horas), durante 24
horas.

ApOs o preparo da microcultura, retiraram-se as laminulas que
apresentaram estruturas do fungo em sua superficie, e estas foram
depositadas sobre laminas de microscopia que continham uma gota do corante
lactofenol.

Observagbes de estruturas vegetativas e reprodutivas de colbnias
miceliais formadas foram realizadas ao microscopio Optico com aumento de
400 vezes, e consultas a literatura (ELLIS, 1971) foram utilizadas para a
identificacdo da espécie.

O isolado esta sendo preservado pelo método Castellani na colecéo de

fungos do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Maringa.

2.3 TESTE DE PATOGENICIDADE EM FOLHAS DE GUARIROBA

Folhas destacadas de guariroba foram desinfectadas com hipoclorito
de sédio a 2%, por um minuto, em seguida lavadas com agua destilada
esterilizada e cortadas em fragmentos de 10 cm de comprimento. Depois,
transferiram-se dois fragmentos para placas de Petri de 150 mm de diametro
contendo papel absorvente, tipo ‘germitest’ umedecido com agua destilada
esterilizada. Na regido mediana de cada fragmento, fez-se um ferimento com
10 mm de didametro na superficie superior com um conjunto de seis agulhas
espacadas, afixadas em rolha de cortica. Um disco de meio de cultivo contendo
micélio e esporos de 5 mm de diametro do fungo obtido em cultura pura foi
depositado sobre cada ferimento. ApOs a inoculacdo, as placas de Petri foram
mantidas sob regime de luz fluorescente, fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25 + 2 °C. A avaliacao foi realizada diariamente através da
observacéo visual de aparecimento de lesdo na superficie de inoculacdo, até
20 dias ap6s a inoculacao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTOMATOLOGIA DA MANCHA AQUOSA

Os sintomas de ‘mancha aquosa’ apresentavam-se inicialmente nas
folhas, na forma de diminutas pontuac¢des, evoluindo para pequenas manchas
de até 2 mm de diametro, ambas com aspecto encharcado e formato
arredondado. Em seguida, as manchas evoluiam para um formato estriado,
paralelinérveas as nervuras, atingindo até 3 cm de comprimento e 0,5 cm de
largura, com a necrose tornando-se de coloracdo marrom-escura e com
marcante halo aguoso. Nas manchas velhas, o tecido central rompia-se e
adquiria a coloracdo palha e bordas marrom-escuras com abundante
esporulacdo e destacado halo aquoso. A coalescéncia das manchas resultava
em requeima foliar. Também em manchas velhas, era observada a presenca

de abundante esporulacao.

3.2 CARACTERIZACAO DO ISOLADO ASSOCIADO A MANCHA
AQUOSA

O isolado de Cladosporium chlorocephalum apresentou, em meio BDA,
a formacédo de abundante crescimento micelial, com coloracdo verde-olivacea
levemente clara ou escura, hifas imersas e espalhadas no meio. Essas
caracteristicas estdo de acordo com as descritas por ELLIS (1971), que relata
que Cladosporium chlorocephalum apresenta col6nias espalhadas, olivaceas a

marrom-escuras sob substrato natural e verde-olivaceas em meio de cultura.
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3.3 IDENTIFICACAO DO ISOLADO ASSOCIADO A MANCHA
AQUOSA

A classificacdo do fungo deu-se baseada nas caracteristicas
morfolégicas e comparadas com chaves de identificacdo e literaturas
especificas relatadas por ELLIS (1971).

Foram realizadas a visualizacdo e a medicdo de 50 estruturas
reprodutivas formadas por este isolado em microcultura. O isolado apresentou
a formacéao de conidios, ramoconidios e conidiéforos. Os conidiéforos mediram
em torno de 540 - 680 |, tendo sua base medi¢cGes que variaram de 14 - 19 y,
pouco pigmentados, com parede lisa ou pouco rugosa. Os ramoconidios
mediram em torno de 15 - 27 p de comprimento e 4 - 5 p de largura. Os
conidios apresentaram, em média, 6 - 8 x 3 - 5 p (comprimento x largura), e
alguns apresentaram formato elipsoidal a limoniforme, raramente subgloboso,
de parede geralmente lisa, com pigmentacdo verde-oliva ou marrom-clara,
formando longas cadeias.

ELLIS (1971) relata que os conidios Cladosporium chlorocephalum séo
olivaceos ou marrom-claros, lisos ou verrugosos, sem septo, e quando
proximais ou intermediarios, sao elipsoidais ou limoniformes com
6 - 14 x 4 - 9 Y, e quando distais ou terminais, sdo esféricos com 3 - 5 x 7 L.
Em cultura jovem, os conidios apresentam de O - 2 septos, seu ramo-conidio €
longo e mede em torno de 8 - 34 x 4 - 6 |, suas ramificacbes apresentam
conidios elipsoidais ou esféricos com 4 - 8 x 3,5-6 pou 3 - 6 p de diametro e
formados abundantemente.

Com base nas caracteristicas estruturais observadas neste isolado e
comparadas com as descritas por ELLIS (1971), a espécie fangica foi
identificada como Cladosporium chlorocephalum.

A identificacdo da espécie, com base nas dimensdes dos conidios e
conidiéforos, foi dificultada pela sobreposicdo dos valores descritos por ELLIS
(1971), pois a maioria das espécies de Cladosporium spp. descritas apresenta
dimensbes dentro da faixa de variagdo descrita para a espécie de
Cladosporium chlorocephalum.
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3.4 TESTE DE PATOGENICIDADE EM FOLHAS DE GUARIROBA

As avaliacbes foram realizadas diariamente até 20 dias apds a
inoculacdo. Nas folhas de guariroba, os primeiros sintomas apareceram seis
dias apos a inoculacdo. As manchas iniciaram-se como diminutas pontuacdes,
evoluindo para pequenas manchas de até 2 mm de didmetro, ambas com
aspecto encharcado e formato arredondado. A partir desse ponto, as manchas
tomam o formato estriado, paralelinérveas as nervuras, atingindo até 3 cm de
comprimento e 0,5 cm de largura, com a necrose tornando-se de coloracéo
marrom-escura € com marcante halo aquoso. Em manchas velhas, o tecido
central rompe-se e toma a coloracdo palha e bordas marrom-escuras com
abundante esporulacdo e destacado halo aquoso. A coalescéncia das

manchas resulta em requeima foliar.
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Figura 1 - Sintomas de Cladosporium spp. em folhas de guariroba.
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Figura 2 - Conidios (A) e conidiéforo (B) de Cladosporium chlorocephalum.
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4. CONCLUSOES

De acordo com as caracteristicas descritas por ELLIS (1971) e
comparado-as com as observadas do isolado fungico obtido de folhas de
guariroba, a espécie foi identificada como Cladosporium chlorocephalum. O
teste comprovou a patogenicidade de C. chlorocephalum como o agente causal

da mancha aquosa da guariroba.
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CAPITULO I

PATOGENICIDADE DE Cladosporium chlorocephalum, C. cucumerinum

E C. fulvum

1. INTRODUCAO

A guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) € uma palmeira nativa do
cerrado, de grande importancia econémica para a regidao. Dela extrai-se um
palmito de sabor amargo muito apreciado. A comercializacao é quase sempre
in natura, sendo a industrializagcdo ainda artesanal. O principal mercado
localiza-se em Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, algumas regifes da
Bahia e Minas Gerais, e no Distrito Federal. Esse mercado tem-se expandido
para outras regibes (BITTENCOURT, 1995). Por outro lado, o cultivo dessa
palmeira vem crescendo em alguns Estados, principalmente Goias, com
crescimento anual do numero de produtores, de 53,2 % e de &rea plantada de
cerca de 47,4 %, no periodo de 1995 a 1999. Em Goias, a area plantada tem
cerca de 4.500 ha e, em alguns municipios, a importancia econdmica da
guariroba supera produtos tradicionais como arroz, milho e café (SANTOS,
2005).

O género Cladosporium € relatado por ELLIS (1971) como agente
causal de algumas culturas de grande importancia econdmica, e Cladosporium
chlorocephalum € encontrado infectando caules e folhas de peonias,
observando-se sua ocorréncia na Bélgica, Franca, Alemanha, Italia e Estados
Unidos. Ja Cladosporium cucumerinum € encontrado em folhas, caules e frutos
de pepino (Cucumis sativus), causando a doencga conhecida como sarna.

AGUIAR et al. (2007) relataram, pela primeira vez, que Cladosporium
chlorocephalum foi observado causando danos na cultura da guariroba e sendo
patogénico também a pupunheira (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes

Henderson), onde os sintomas se caracterizaram pela formacdo de manchas,

18



inicialmente encharcadas, olivaceas, que evoluem para secamento do tecido
necrosado.

De acordo com REGO (2000), as manchas foliares causadas por C.
cucumerinum sdo comuns em plantas de meldao (Cucumis melon), ocorrendo
com menor severidade em abdbora, melancia, pepino e chuchu, podendo
sobreviver nas sementes. O autor também relatou que C. cucumerinum é o
agente causal da Sarna, importante doenca das Cucurbitaceas, causando
lesbes nas folhas, peciolos, caules e frutos de plantas de abdbora, abobrinha,
meldo e melancia, sendo mais severo em pepino. Nas folhas, o sintoma inicial
aparece na forma de manchas encharcadas sem contornos definidos que se
tornam verde-claras e evoluem, gradativamente, a verde-olivaceas e, depois, a
cinza com um halo clorético. Entdo, sobre as lesGes, aparecem os sinais do
patogeno na forma de uma massa de esporos de cor oliva, facilmente
observavel a olho nu.

MAFACIOLI (2006), baseado em SUTTON (1992), relata que o conceito
de espécies do género Colletotrichum est4 baseado na morfologia da cultura,
na dimensao e na forma dos conidios e apressorios, e no espectro de plantas
hospedeiras. Para os autores, o emprego de tais critérios ndo é suficiente,
muitas vezes, para a identificacdo de espécies de Colletotrichum, devido a
grande variagdo na morfologia conidial e as caracteristicas das colbnias,
tornando-se entdo necessaria uma identificacdo ainda mais complexa, devido a
ocorréncia, algumas vezes, de mais de uma espécie de Colletotrichum em um
mesmo hospedeiro, como, por exemplo, as antracnoses em frutos de manga e
abacate. Que podem ser causadas, em ambos os hospedeiros, por C.
gloeosporioides e C. acutatum (FREEMAN et al., 1998). Por isso, tem-se
buscado o emprego de caracteristicas fenotipicas adicionais na caracterizacao
e, principalmente, a andalise da patogenicidade deste patbgeno em outras
espécies hospedeiras e uma eventual identificacdo de espécies e de
populacdes de Colletotrichum.

Por isso, 0 presente trabalho objetivou avaliar a patogenicidade das
espécies Cladosporium chlorocephalum, C. cucumerinum e C. fulvum em
folhas destacadas de palmeiras (guariroba, pupunheira, acai — Euterpes
oleracea, e jucara — Euterpes edulis), em plantas de hibridos de pepino tipo

‘laponés’ e plantas de tomateiro cv. Santa Clara (Lycopersicon esculetum).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Os trabalhos de isolamento e obtencdo de cultura pura foram
desenvolvidos no laboratério de fitopatologia da Universidade Estadual de
Maringad. Para o isolamento, empregou-se a técnica de isolamento direto
(MENEZES e HANLIN, 1997).

Para Cladosporium chlorocephalum, foram empregados quatro
isolados, sendo dois isolados obtidos de folhas de plantas de guariroba e
outros dois isolados obtidos de folhas de plantas de pupunheira. Para C.
cucumerinum, foram empregados quatro isolados, dois isolados obtidos de
folhas de plantas de hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Natsubayashi e outros
dois isolados de folhas de plantas de meldo nobre Sunrise. Para C. fulvum,
foram empregados dois isolados obtidos de plantas de tomateiro cv. Santa
Clara. Todos os isolados foram obtidos de plantas apresentando sintomas da
doenca e sinais do patdogeno nas lesdes. Os conidios presentes nas lesdes
foram transferidos com auxilio de uma alca de repicagem para placas de Petri
contendo meio de cultura com 200 g de batata, 20 g de dextrose, 17g de Agar
e 1.000 mL de agua destilada esterilizada (BDA). As placas de Petri foram
mantidas a temperatura de 25 + 2 °C, sob alternancia de luminosidade
fluorescente (fotoperiodo de 12 horas), durante cinco dias. Apos a formacéao
das colbnias, estas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0 mesmo
meio de cultivo.

Os isolados foram denominados como: os dois isolados de guariroba
(C. chlorocephalum — isolados G1 e G2), os dois isolados de pupunheira
(C. chlorocephalum - isolados P1 e P2), os dois isolados de melao
(C. cucumerinum — isolados M1 e M2), os dois isolados de tomate (C. fulvum —
isolados T1 e T2) e os dois isolados de hibridos de pepino tipo ‘japonés’

(C. cucumerinum — isolados R1 e R2) (Quadro 1).
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Quadro 1- Hospedeiros de Cladosporium chlorocephalum, de C. cucumerinum

e de C. fulvum.

HOSPEDEIRO ESPECIE ISOLADO
GUARIROBA C. chlorocephalum Gl G2
PUPUNHEIRA C. chlorocephalum P1 P2
MELAO C. cucumerinum M1 M2
PEPINO ‘JAPONES’ C. cucumerinum R1 R2
TOMATEIRO C. fulvum T1 T2

2.2 PREPARO DOS HOSPEDEIROS

As plantas de guariroba, pupunha, acai e jucara foram produzidas a
partir de sementes. ApGs a emergéncia em leito de semeadura, as plantulas
foram transferidas para sacos plasticos, com capacidade de 1,0 L, contendo,
como substrato, solo do local, himus e areia (5:1:2 v/v), e mais adubacdo com
a formulacdo NPK (20-5-20) na dosagem de 1,0 kg/m® de substrato. Apés as
mudas atingirem seis meses de idade, foi retirada a folha mais expandida para
o teste de patogenicidade com os isolados de C. chlorocephalum e C.
cucumerinum, originados de plantas de guariroba e de plantas do hibrido de
pepino tipo ‘japonés’ Natsubayashi, respectivamente.

Sementes de quatro hibridos de pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin,
Natsubayashi, Tsuyataro e Toishaky), duas variedades de pepino caipira
(Record e Safira) e de tomateiro cv. Santa Clara foram semeadas em bandejas
de poliestireno contendo substrato comercial tipo ‘Plant Max’. Apds uma
semana, as mudas foram transferidas para copos plasticos descartaveis com
volume de 500 mL, com o mesmo substrato comercial utilizado nas bandejas
até a formacédo da primeira folha definitiva para os hibridos de pepino tipo
‘laponés’ e das plantas de tomateiro, quando atingiram o estadio de quatro
folhas definitivas formadas. Os hibridos de pepino tipo ‘japonés’ e as
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variedades de pepino caipira foram utilizados no teste de patogenicidade para
os isolados de C. chlorocephalum, C. cucumerinum e C. fulvum, e as plantas
de tomateiro foram utilizadas no teste de patogenicidade apenas para o isolado

de C. chlorocephalum.

2.3 PRODUCAO DO INOCULO

2.3.1 DISCOS DE MEIO DE CULTIVO

Fragmentos de micélio de cultura pura presentes em tubo de ensaio de
C. cholorocephalum e C. cucumerinum foram transferidos para placas de Petri
contendo o meio de cultivo com 200 g de batata, 20 g de dextrose, 17g de agar
1.000 mL de agua destilada esterilizada (BDA). Em seguida, as placas de Petri
foram mantidas a uma temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas com
luz fluorescente, durante 15 dias. Em seguida, retiravam-se os discos de meio

de cultivo contendo micélio e esporos dos isolados.

2.3.2 SUSPENSAO DE ESPOROS

Nas placas de Preti que apresentavam crescimento micelial dos
isolados de C. chlorocephalum, C. cucumerinum e de C. fulvum, adicionavam-
se 10 mL de &gua destilada esterilizada em cada placa de Petri, fazendo-se,
em seguida, a remocao da superficie da colénia com o auxilio de uma alca de
Drigalsky. As suspensdes eram filtradas em duas camadas de gaze para a
separacao dos esporos das hifas do patégeno, e a concentracdo de esporos,
determinada através da céamara de Neubauer. Em seguida, todas as
suspensBes de esporos eram padronizadas para 1x10° esporos/mL e

adicionado Tween 20 a 0,01%.
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2.4 INOCULACAO

2.4.1 DISCOS DE MEIO DE CULTIVO

A inoculagao era realizada com a deposicdo de disco de meio de
cultura contendo micélio e esporos de 0,5 cm de di@metro na superficie
superior das folhas das palmaceas (guariroba, pupunha, acai e jucara) e das
plantas dos hibridos de pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin, Natsubayashi,

Tsuyataro e Toishaky), e as variedades de pepino caipira (Record e Safira).

2.4.2 SUSPENSAO DE ESPOROS

A suspensédo de esporos era aplicada por aspersdo sobre a superficie
superior da primeira folha definitiva das mudas de tomateiro cv. Santa Clara,

num volume de 1,0 mL/folha.

2.5 INCUBACAO

Apés a inoculacao, as folhas das palmaceas (guariroba, pupunha, acai
e jucara), as plantas dos hibridos de pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin,
Natsubayashi, Tsuyataro e Toishaky), as variedades de pepino caipira (Record
e Safira) e de tomateiro cv. Santa Clara, inoculadas, eram mantidas em camara
Uumida com temperatura de 25 + 2 °C, com periodo de molhamento foliar de 48
horas e regime de luz fluorescente, fotoperiodo de 12 horas. Em seguida, eram
transferidas para camara de crescimento com as mesmas condi¢cdes de

temperatura e luminosidade.
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2.6 AJUSTE DA METODOLOGIA DE INOCULACAO

Para a inoculacdo cruzada, foram utilizados os quatro hibridos de
pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin, Natsubayashi, Tsuyataro e Toishaky) e duas
variedades de pepino caipira (Record e Safira) inoculadas com os isolados de
C. chlorocephalum e C. cucumerinum.

A obtencéo das mudas ocorreu de acordo com o descrito no item 2.2
deste capitulo.

Empregaram-se dois métodos de inoculacdo: discos de meio de cultura
contendo micélio e esporos e suspensao de esporos dos isolados. Para cada
tipo de inéculo e para cada patégeno inocularam-se quatro plantas de cada
hospedeiro. O preparo do disco de meio de cultivo e da suspensdo de esporos
dos isolados foi realizado de acordo com o item 2.3. A suspensdo de esporos
foi aplicada sobre a superficie superior da primeira folha definitiva das mudas,
num volume de 1,0 mL/folha. O disco de meio de cultura contendo micélio e
esporos de 0,5 cm de diametro foi depositado na superficie superior da
primeira folha definitiva das mudas.

Apés a inoculacao, as plantas foram mantidas em camara umida por 48
horas, em regime de 12 horas com luz fluorescente, a uma temperatura de 25 *
2 °C. Apos as 48 horas, as plantas foram transferidas para sala de crescimento
sob a mesma condicdo de temperatura e luminosidade.

A avaliagdo ocorreu diariamente até 20 dias ap0s a inoculagéo,
observando-se a formacéo de lesdo nas folhas inoculadas.
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2.7 PATOGENICIDADE

2.7.1 PATOGENICIDADE EM PALMACEAS

Folhas destacadas de guariroba, pupunha, acai e jucara foram
desinfectadas com hipoclorito de sédio a 2%, por um minuto, e lavadas com
dgua destilada esterilizada e cortadas em fragmentos de 10 cm de
comprimento. Em seguida, transferiram-se dois fragmentos para placas de
Petri de 15 mm de diametro, contendo papel absorvente, tipo ‘germitest’,
umedecido com agua destilada esterilizada. Na face adaxial da metade de
cada fragmento, fez-se um ferimento com 1,0 cm de diametro, empregando-se
uma agulha. Um disco de meio de cultivo contendo micélio e esporos do
patogeno foi depositado sobre cada ferimento.

Apoés a inoculacao, as plantas foram mantidas em camara umida, por
48 horas, em regime de 12 horas com luz fluorescente, a uma temperatura de
25 + 2 °C. Ap6s as 48 horas, as plantas foram transferidas para sala de
crescimento sob a mesma condi¢do de temperatura e luminosidade.

A avaliacdo foi realizada diariamente através da observacéo visual
para aparecimento de lesdo na superficie de inoculacdo. Como teste-padrao,

empregaram-se folhas com ferimentos, sem inoculagéo.

2.7.2 PATOGENICIDADE EM PEPINO TIPO JAPONES’, PEPINO
CAIPIRA E TOMATEIRO

Quatro hibridos de pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin, Natsubayashi,
Tsuyataro e Toishaky) e duas variedades de pepino caipira (Record e Safira)
foram inoculados com discos de micélio de C. chlorocephalum, C.
cucumerinum e C. fulvum. Utilizaram-se cinco plantas de cada hibrido e de
cada variedade de pepino para cada patégeno. Nas folhas, depositaram-se
discos de meio de cultivo contendo micélio e esporos de cada isolado. Nas

plantas de tomateiro cv. Santa Clara, a inoculacéo foi realizada com o isolado
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de C. chlorocephalum através da deposicdo da suspensdo de esporos com
concentracéo de 1x10° esporos/ml sobre a superficie superior das quatro folhas
definitivas das mudas, num volume de 1,0 mi/folha. As plantas dos hibridos de
pepino tipo ‘japonés’, as variedades de pepino caipira e as plantas de tomateiro
inoculadas foram mantidas em camara Uumida com temperatura de 25 + 2 °C,
com periodo de molhamento foliar de 48 horas e regime de luz fluorescente,
fotoperiodo de 12 horas. Em seguida, foram transferidas para camara de
crescimento com as mesmas condi¢Oes de temperatura e luminosidade.

A avaliacdo da patogenicidade foi procedida como descrito no item
2.7.1.

26



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AJUSTE DA METODOLOGIA DE INOCULACAO

Foi observado que, tanto na inoculacdo com discos de meio de cultivo
contendo micélio e esporos dos patégenos, quanto na inoculacdo com
suspensao de conidios, ocorreu o desenvolvimento das lesdes com sintomas
de doenca.

Nos hibridos de pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin, Natsubayashi,
Tsuyataro e Toishaky), os isolados de C. chlorocephalum e de C. cucumerinum
foram patogénicos. Ja nas duas variedades de pepino caipira (Safira e Record),
apenas o isolado de C. cucumerinum foi patogénico (Quadro 2).

Observou-se variagdo no diametro e na quantidade de lesdes
formadas, indicando niveis diferentes de agressividade entre os isolados e
entre a suscetibilidade dos hibridos de pepino. O isolado de C. chlorocephalum
apresentou-se mais agressivo para os hibridos de pepino ‘japonés’ Hokushin e
Natsubayashi e pouco agressivo para os hibridos de pepino ‘japonés’
Tsuyataro e Toishaky. O isolado de C. cucumerinum apresentou-se muito
agressivo para os hibridos de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin e Natsubayashi, e
moderadamente agressivo para os hibridos de pepino tipo ‘japonés’ Tsuyataro
e Toishaky, e pouco agressivo para as variedades de pepino caipira Safira e
Record (Quadro 2).
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Quadro 2- Patogenicidade de isolados de Cladosporium chlorocephalum (G1-
folhas de guariroba) e de Cladosporium cucumerinum (R1- folhas de
pepino tipo ‘japonés’) em hibridos de pepino tipo ‘japonés’, aos oito
dias apdés a inoculacdo, realizada sem ferimento do tecido (+)
patogénico, (-) ndo-patogénico.

HIBRIDOS DE
PEPINO TIPO C. chlorocephalum C. cucumerinum
‘JAPONES’
Gl R1
HOKUSHIN +++ 44
NATSUBAYASHI e+ -
TSUYATARO + ++
TOISHAKY + ++
SAFIRA - +
RECORD - +

(+++) muito agressivo
(++) moderadamente agressivo
(+) pouco agressivo

O fato de o isolado de C. chlorocephalum (G1) ter-se mostrado menos
agressivo para os diferentes hibridos de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin e
Natsubayashi, comparados com os hibridos Tsuyataro e Toishaky, pode ser
explicado pela variacdo de suscetibilidade entre os hibridos de pepino tipo
‘jlaponés’, da origem do isolado em relagdo ao hospedeiro testado e da

variabilidade genética entre isolados.
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3.2 PATOGENICIDADE

3.2.1 PATOGENICIDADE EM PALMACEAS

Para as folhas das palmeiras guariroba e pupunheira, o isolado de
C. chlorocephalum (G1) foi patogénico, mas o isolado de C. cucumerinum (R1)
ndo foi patogénico. Ja nas folhas de acai e jucara, ndo se observou a
patogenicidade dos isolados de C. chlorocephalum e C. cucumerinum
(Quadro 3). Nas folhas das palmeiras guariroba e pupunheira, ocorreu o
aparecimento dos primeiros sintomas 10 dias ap0s a inoculacdo, com inicio da
lesdo aquosa de cor esbranquicada de contornos irregulares Em seguida,
observou-se o escurecimento do centro das lesbes com amarelecimento nas
bordas. No centro das lesdes velhas, observaram-se estruturas de frutificacdo
do patdgeno (conidios, ramo-conidios e conidioforos). As folhas que foram
severamente atacadas, apresentaram deformacdes no limbo foliar e secamento
do tecido (Figuras 1). Nas folhas de acai e jucara, ndo se observou o

aparecimento de sintomas.

Quadro 3-Patogenicidade de isolados de Cladosporium chlorocephalum
(G1- folhas de guariroba) e de Cladosporium cucumerinum
(R1- folhas de pepino tipo ‘japonés’) em folha destacada de
guariroba, pupunha, acai e jucara, aos dez dias apos a inoculagao,
realizada com ferimento do tecido (+) patogénico, (-) ndo-patogénico.

PALMACEAS C. chlorocephalum C. cucumerinum
Gl R1
GUARIROBA + -
PUPUNHA + -
ACAI - -
JUCARA ; ]
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3.2.2 PATOGENICIDADE EM PEPINO TIPO ‘JAPONES’, PEPINO
CAIPIRA E TOMATEIRO

Nos hibridos de pepino tipo ‘japonés’, observou-se a patogenicidade no
hibrido Hokushin dos isolados G1 e G2 (Cladosporium chlorocephalum-
originados de folhas de guariroba), P1 e P2 (C. chlorocephalum- originados de
folhas de pupunheira), M1 e M2 (C. cucumerinum- originados de folhas de
meldo), T1 e T2 (C. fulvum- originados de folhas de tomate), R1 e R2
(C. cucumerinum- originados de folhas de hibrido de pepino ‘japonés’
Natsubayashi); para o hibrido Tsuyataro, observou-se a patogenicidade dos
isolados G1, G2, P2, T1, T2, R1 e R2, mas ndo se observou a patogenicidade
dos isolados de P1, M1 e M2; para o hibrido Natsubayashi, observou-se a
patogenicidade dos isolados G1, G2, M1, M2, T1, T2, R1 e R2, mas nao se
observou a patogenicidade dos isolados de P1 e P2 e para o hibrido Tosihaky,
observou-se a patogenicidade dos isolados G1, G2, T1, T2, R1 e R2, mas néo
se observou a patogenicidade dos isolados de P1, P2, M1 e M2. Para as
variedades Safira e Record de pepino caipira, foi observada a patogenicidade
apenas dos isolados R1 e R2, mas ndo se observou a patogenicidade dos
isolados de G1, G2, P1, P2, M1, M2, T1 e T2 (Quadro 4) (Figuras 2 e 3). A
patogenicidade foi observada pelos sintomas caracteristicos causados por
Cladosporium sp. até oito dias apdés a inoculacdo. Inicialmente, surgiram
pequenas manchas de coloracéo verde, encharcadas, de contornos irregulares,
gue se tornam necréticas; sobre as lesGes, aparecem os sinais do patégeno na
forma de uma massa de esporos de cor verde-oliva, facilmente observavel. As

folhas severamente atacadas apresentaram deformacdes no limbo foliar.
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Quadro 4- Patogenicidade de Cladosporium chlorocephalum (isolados de plantas
de guariroba e pupunheira), de C. cucumerinum (isolados de plantas de
pepino e meldo) e de C. fulvum (isolados de plantas de tomate) em
hibridos de pepino tipo ‘japonés’ e variedades de pepino caipira, aos oito
dias apdés a inoculacdo, realizada sem ferimento do tecido
(+) patogénico, (-) ndo-patogénico.

ISOLADO HIBRIDOS DE PEPINO TIPO ‘JAPONES'’ VARIEDADES
HOKUSHIN TSUYATARO NATSUBAYASHI TOISHAKY SAFIRA RECORD
Gl + + + + - -
G2 + + + + - -
P1 N + _ _ ] ]
P2 + ) _ ] ] ]
M1 N _ + _ _ ]
M2 + ] + _ ] ]
Tl + + + + - -
T2 + + + + - -
R1 + + + + + +
R2 + + + + + +

G1 e G2- isolados de folhas de guariroba (C. chlorocephalum); P1 e P2- isolados de folhas de
pupunheira (C. chlorocephalum); M1 e M2- isolados de folhas de melédo (C. cucumerinum); T1 e
T2- isolados de folhas de tomate (C. fulvum); R1 e R2- isolados de folhas de hibrido de pepino
tipo ‘japonés’ Natsubayashi (C. cucumerinum)

A patogenicidade de C. chlorocephalum (G1) nas plantas de tomateiro
cv. Santa Clara foi observada com o inicio do aparecimento dos sintomas
caracteristicos, dois dias apo0s a inoculacdo. Inicialmente, surgiam pequenas
pontuacbes de coloracdo verde-clara, encharcadas. Em seguida, as
pontuacdes tornavam-se manchas com coloracdo verde-clara, encharcadas,
com formatos irregulares, e sem a presenca de halo. ApGs sete dias de
inoculagdo, as manchas adquiriam uma coloracdo esbranquicada,
encharcadas, com 1,5 cm de comprimento x 0,5 cm de largura, com presenca
de sinais (conidios) do patdgeno. Aos 15 dias, as manchas adquiriam a
coloracdo de verde-escura a marron-clara com aspecto encharcado, com

formatos irregulares, medindo 2,5 cm de comprimento x 0,5 cm de largura, sem
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a presenca de halo e com visualizacdo de intensa massa de esporos do
patdgeno (Figura 4).

A variacdo de patogenicidade entre os isolados de Lasiodiplodia
theobromae, relatada por PEREIRA (2006), pode ser explicada por fatores
externos, como as diferencas edafoclimaticas das regides de onde procederam
os isolados, ou internos, em que uma espécie difere de outra e um isolado
dentro da mesma espécie difere de outro devido & sua composi¢cao genética.
Segundo LILLY & BARNETT (1972), entre fungos, a diversidade é uma norma,
engquanto a uniformidade é uma excecdo em relacdo ao comportamento entre
espécies e isolados.

De modo geral, os microrganismos apresentam como caracteristica
grande variabilidade que pode refletir em sua morfologia, fisiologia ou
patogenicidade. Variacbes na capacidade de utlizacdo de diferentes
substratos, de tolerancia a determinados valores e faixas de temperatura e pH,
de producdo de toxinas ou outros metabdlicos, que sdo manifestacbes de
diferencas fisiolégicas dentro de uma populacdo, resultam, as vezes, em

variacfes na patogenicidade de biotipos (PEREIRA et al.,2006).
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4. CONCLUSOES

O isolado de Cladosporium chlorocephalum, proveniente de folhas de
guariroba, foi patogénico as palmeiras guariroba e pupunha, aos hibridos de
pepino tipo ‘japonés’ (Hokushin, Natsubayashi, Tsuyataro e Toishaky) e ao
tomateiro cv. Santa Clara, mas nao foi patogénico ao acai e a jucara, e as
variedades de pepino caipira (Safira e Record).

O isolado de C. cucumerinum, proveniente de folhas de hibridos de
pepino ‘japonés’ (Natsubayashi), ndo foi patogénico as palmeiras testadas
(guariroba, pupunha, acai e jucara), e foi patogénico a todos os hibridos de
pepino tipo ‘japonés’ e as variedades de pepino caipira.

Em teste de inocula¢do cruzada de isolados originados de diferentes
espécies hospedeiras, houve variagbes de patogenicidade entre isolados de
Cladosporium de uma mesma espécie e pouca especializacdo das espécies de

Cladosporium para espécies de hospedeiros.
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Figura 1- Sintomas de mancha aquosa em fragmentos de folhas de
guariroba inoculados com Cladosporium chlorocephalum.

Figura 2— Sintomas em folhas de hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin
inoculadas com Cladosporium chlorocephalum originados de
folhas de guariroba, inoculagdo sem ferimento.
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Figura 3- Sintomas em folhas de hibrido de pepino tipo ‘japonés’
Natsubayashi inoculadas com Cladosporium fulvum originados
de plantas de tomate, inoculagcdo sem ferimento.
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Figura 4— Sintomas em folhas de tomateiro cv. Santa Clara inoculados com
Cladosporium chlorocephalum originados de plantas de guariroba,
inoculacdo sem ferimento; (A) dois dias apds inoculagéo; (B) sete

dias apés inoculacao; (C) 10 dias apos inoculacdo; (D) 15 dias
apos inoculagéo.
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CAPITULO III

INFLUENCIA DA TEMPERATURA E PERIODO DE MOLHAMENTO FOLIAR
NA INFECCAO DE Cladosporium chlorocephalum E Cladosporium
cucumerinum EM HIBRIDO DE PEPINO TIPO ‘JAPONES’ HOKUSHIN

1. INTRODUCAO

Cladosporium chlorocephalum € um patdogeno que foi descrito
recentemente infectando plantas de guariroba em viveiros para producao de
mudas e teste de patogenicidade. Foi constatada sua infeccdo a outras
espécies de palmaceas e também em hibridos de pepino tipo ‘japonés’
(AGUIAR et al., 2007). J& Cladosporium cucumerinum tem sido descrito como
patébgeno secundario em cultivos de pepino, em condicbes de ambiente
protegido (plasticultura). Este patdgeno tem causado grandes danos, sendo um
dos mais importantes para a cultura neste agrossistema (VIDA et al., 2004). Ja
REGO (1995) relata que C. cucumerinum é o0 agente causal da Sarna,
importante doenca das Cucurbitaceas, causando lesdes nas folhas, peciolos,
caules e frutos de plantas de abdbora, abobrinha, meldo e melancia, sendo
mais severo em pepino.

As doencas de plantas resultam da interacdo de hospedeiros,
patbgenos e o ambiente (AGRIOS, 1997). O conhecimento da biologia do
patégeno, das condi¢cdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento das
epidemias e da resisténcia varietal € muito importante para o estabelecimento
de medidas de controle adequadas. Muitos fatores afetam o ciclo da doenca,
incluindo fatores ambientais (temperatura, molhamento foliar e luz), fatores

relacionados ao hospedeiro (idade da planta, idade da folha, estadio de
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desenvolvimento da planta) e fatores relacionados ao patdégeno (idade dos
urediniésporos, densidade dos esporos, idade da lesao) (ANGELLOTI, 2006).
ANGELLOTI (2006) também relata que, em hospedeiros suscetiveis,
dentre os fatores do ambiente que mais influenciam na ocorréncia de
ferrugens, estdo a temperatura, a umidade e a luz. A ocorréncia de um
determinado periodo de umidade, originada de orvalho, chuva ou agua de
irrigacdo, na forma de um filme de &gua sobre a superficie das plantas, &
fundamental para a germinacdo dos esporos das ferrugens e para 0 processo
de infeccdo. Da mesma forma, as ferrugens possuem uma faixa de

temperatura 6tima para a infeccéo e a esporulacao.

Dados que explicam o desenvolvimento da epidemia no campo, podem
ser obtidos através do estudo dos parametros monociclicos da doenca em
condi¢cbes controladas. A influéncia da temperatura, da umidade e da luz no
processo de infeccdo e da colonizacdo de patogenos foliares, em camara de
crescimento, permite o isolamento dos efeitos ambientais especificos
(ROTEM, 1988).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
temperatura e do periodo de molhamento foliar na infeccdo de Cladosporium
chlorocephalum e Cladosporium cucumerinum em plantas de hibrido de pepino

tipo ‘japonés’ Hokushin, em condi¢cbes controladas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 PREPARO DAS MUDAS

Sementes de hibridos de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin foram pré-
germinadas em bandejas contendo papel absorvente tipo ‘germitest’
umedecido com agua destilada esterilizada e transferidas para bandejas de
poliestileno contendo substrato comercial tipo ‘Plant Max’. Apés uma semana
de emergéncia, as mudas foram transplantadas para copos plasticos
descartaveis com volume de 500 mL contendo o mesmo substrato. Quando as
mudas apresentaram o inicio de formacdo da segunda folha definitiva

procedeu-se a inoculagéo.

2.2 PRODUCAO DO INOCULO E INOCULACAO

Para  producdo de inoculo, utlizou-se o  Cladosporium
cholorocephalum, proveniente de plantas de guariroba (Syagrus oleracea), e
um isolado de Cladosporium cucumerinum, obtido de plantas de hibrido de
pepino tipo ‘japonés’ Natsubayahsi (Cucumis sativus). Fragmentos de micélio
de cultura pura presentes em tubo de ensaio foram transferidos para placas de
Petri contendo o meio de cultivo com 200 g de batata, 20 g de dextrose, 179 de
agar e 1.000 mL de agua destilada esterilizada (BDA). Em seguida, as placas
de Petri foram mantidas a uma temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12
horas com luz fluorescente, durante 15 dias. Para o preparo da suspensao de
conidios de C. chlorocephalum e de C. cucumerinum. adicionaram-se 10 mL
de agua destilada esterilizada em cada placa de Petri, fazendo-se a remocao
da superficie da colénia com o auxilio de uma alca de Drigalsky. A suspensao
foi filtrada em duas camadas de gaze para a separacao dos esporos das hifas

do patdgeno, e a concentracdo de conidios, determinada através da camara de
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Neubauer. Em seguida, todas as suspensdes de esporos foram padronizadas
para 1x10° esporos/mL e adicionado Tween 20 a 0,01%. A suspensdo de
esporos foi otimizada sobre a superficie superior da primeira folha definitiva das
mudas, num volume de 1,0 mL/folha. ApOs a inoculagdo, as plantas foram

expostas a diferentes temperaturas e periodos de molhamento foliar.

2.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO PERIODO DE INCUBA-
CAO E PERIODO LATENTE

Avaliou-se a influéncia da temperatura no periodo latente e no periodo
de incubacéo de C. chlorocephalum e C. cucumerinum em hibrido de pepino
tipo ‘japonés’ Hokushin.

Apés a inoculacdo, as mudas foram mantidas em camara de
crescimento, por periodos de molhamento foliar de 0 — 4 — 8 e 12 horas.

Para cada periodo de molhamento, analisaram-se as temperaturas de
15+2°C; 20+ 2°C; 25+2°C e 30 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, com
luz fluorescente. A parcela experimental consistiu de quatro plantas por periodo
de molhamento foliar para cada espécie de Cladosporium, em cada uma das
temperaturas analisadas. Cada planta foi considerada uma unidade
experimental. O delineamento experimental adotado foi do tipo blocos

casualizados (DBC), com quatro repeticdes por tratamento.

2.4 INFLUENCIA DO PERIODO DE MOLHAMENTO FOLIAR NO
PERIODO DE INCUBACAO E PERIODO LATENTE

Apoés a inoculacdo das mudas, os periodos de molhamento foliar de
0 — 4 — 8 e 12 horas foram obtidos pelo envolvimento das mudas e dos copos
de plastico descartdveis com saco plastico transparente. Para constatar o
molhamento foliar constante durante os periodos de avaliacdo, as plantas

foram monitoradas a cada quatro horas, observando-se a presenca de agua
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livre na superficie da folha inoculada. Seguindo-se cada periodo de
molhamento foliar, as plantas foram mantidas em camara de crescimento sob a
mesma temperatura anterior.

A parcela experimental consistiu de quatro plantas por periodo de
molhamento foliar para cada isolado e para cada uma das temperaturas
analisadas (15 £ 2 °C; 20 £ 2 °C; 25 £ 2 °C e 30 = 2 °C). Cada planta foi
considerada uma unidade experimental, para cada tratamento. O delineamento
experimental adotado foi do tipo blocos casualizados (DBC), com quatro

repeticGes por tratamento.

2.5 AVALIACOES

As avaliagbes foram realizadas diariamente ap0s a inoculagéo, durante
25 dias, utilizando a escala de notas (Quadro 1) adaptada de OLLIVEIRA
(2005).

A influéncia da temperatura e do periodo de molhamento foliar foi
analisada pela avaliacdo do periodo de incubacao (periodo de tempo entre a
inoculacao e o aparecimento das primeiras lesdes) e o periodo latente (periodo
de tempo entre a inoculacao e o inicio da producao de esporos). Realizaram-se
amostragens de coleta de esporos das lesdes mais desenvolvidas para a
avaliacdo do inicio da esporulagdo. Utilizou-se fita adesiva transparente, que foi
comprimida suavemente contra as superficies adaxial e abaxial da folha
inoculada. Em seguida, a fita adesiva foi depositada sobre laminas de
microscopia contendo uma gota do corante lactofenol. As laminas foram
observadas em microscépio Optico, com aumento de 400 vezes, para a
visualizacdo de conidios e/ou conidiéforos de C. chlorocephalum e C.

cucumerinum.
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Quadro 1- Escala de notas para a avaliacdo da severidade de Cladosporium
chlorocephalum e C. cucumerinum.

Nota Severidade (% de area foliar com sintoma)
0 Auséncia de sintomas
1 <1
2 la3
3 31a6
4 6,1a1l2
5 12,1 a 25
6 25,1a50
7 >50,1

Fonte: Adaptada de OLLIVEIRA, 2005

2.6 ANALISE DOS RESULTADOS

As andlises dos resultados foram feitas empregando-se o programa
Sistema de Analise Estatistica e Genética (S.A.E.G.), desenvolvido pelo Centro
de Processamento de Dados da Universidade Federal de Vigosa
(EUCLIDES, 1983). As variaveis avaliadas foram submetidas a analise de
variancia. Os critérios para a escolha dos modelos de regresséao foram o maior
coeficiente de determinacdo (R? e a significancia dos coeficientes de

regressao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA INFECCAO DE

Cladosporium chlorocephalum e C. cucumerinum

A temperatura influenciou no processo de infeccdo, como também na
severidade de C. chlorocephalum e C. cucumerinum, no hibrido de pepino
‘laponés’ Hokushin.

Na temperatura de 15° C, os primeiros sintomas foram observados
12 dias apés a inoculagdo, para C. cucumerinum, e aos 22 dias, para
C. chlorocephalum. J& nas temperaturas de 20° C, 25° C e 30° C, os sintomas
iniciaram-se dois dias apds a inoculacdo, tanto para C. cucumerinum quanto
para C. chlorocephalum. Provavelmente, essa variagdo deve-se ao fato da
origem dos isolados, onde que C. chlorocephalum foi obtido de folhas de
plantas de guariroba e C. cucumerinum foi obtido de folhas de plantas de
hibrido de pepino ‘japonés’ Natsubayashi.

Nas temperaturas de 15° C e 30° C, observaram-se 0s menores
percentuais de severidade para C. cucumerinum e C. chlorocephalum; ja os
maiores percentuais de severidade foram observados na temperatura de 25° C
para os isolados. A temperatura de 15° C apresentou indices de severidade de
10 a 20 % (% érea foliar com sintoma) para C. cucumerinum e de 0 a 10 %
para C. chlorocephalum. Na temperatura de 20° C, o indice de severidade foi
de 40 a 60 % para C. cucumerinum e de 35 a 45 % para C. chlorocephalum.
Na temperatura de 25° C, o indice de severidade foi de 57 a 72 % para
C. cucumerinum e de 55 a 70 % para C. chlorocephalum. Na temperatura de
30° C, o indice de severidade foi de 28 a 50 % para C. cucumerinum e de 30 a
60 % para C. chlorocephalum. Isto mostra que a melhor temperatura para a
infecgéo e colonizagdo, para C. chlorocephalum e C. cucumerinum, foi de
25° C. A temperatura de 30° C apresentou-se mais prejudicial para C.
chlorocephalum do que para C. cucumerinum. Ja nas temperaturas inferiores,
até 20° C, observou-se efeito inverso para as duas espécies de patégenos

(Figuras 1 e 2).
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3.2 INFLUENCIA DO PERIODO DE MOLHAMENTO NA INFEC(;AO
DE Cladosporium chlorocephalum e C. cucumerinum

Houve infeccdo para os isolados de C. cucumerinum e
C. chlorocephalum. O ajuste matemético foi realizado para cada temperatura,
cada periodo de molhamento foliar e para cada isolado analisado
(C. cucumerinum e C. chlorocephalum).

No periodo de molhamento de zero hora, os primeiros sintomas foram
observados 12 dias apds a inoculacdo em C. cucumerinum e aos 14 dias para
C. chlorocephalum, na temperatura de 15° C; ja nas temperaturas de 20° C e
30° C, os primeiros sintomas foram observados dois dias apés a inoculagdo em
C. cucumerinum e C. chlorocephalum, e na temperatura de 25° C, dois dias
para C. cucumerinum e quatro dias em C. chlorocephalum. Para o periodo de
molhamento de quatro horas, os primeiros sintomas foram observados 14 dias
para C. cucumerinum e aos 22 dias para C. chlorocephalum, na temperatura de
15° C; ja nas temperaturas de 20° C, 25° C e 30° C, os primeiros sintomas
foram observados dois dias em C. cucumerinum e C. chlorocephalum. Para o
periodo de molhamento de oito horas, os primeiros sintomas foram observados
12 dias apdés a inoculagdo para C. cucumerinum e 14 dias para
C. chlorocephalum, na temperatura de 15° C; ja nas temperaturas de 20° C
e 30° C, os primeiros sintomas foram observados dois dias em C. cucumerinum
e C. chlorocephalum, e na temperatura de 25° C, aos dois dias para
C. cucumerinum e quatro dias para C. chlorocephalum. No periodo de
molhamento de 12 horas, nas temperaturas de 15° C, 20° C, 25° C e 30° C, os
primeiros sintomas foram observados dois dias apds a inoculacdo em
C. cucumerinum e C. chlorocephalum.

Para o periodo de molhamento foliar de zero hora, observaram-se os
menores indices de severidade apresentados por C. cucumerinum e
C. chlorocephalum. O menor indice de severidade observado foi de 2 %
(% da area foliar com sintomas) para C. chlorocephalum e de 20 % para
C. cucumerinum, na temperatura de 15° C. Para o periodo de molhamento
foliar de quatro horas, foi observado o maior indice de severidade na

temperatura de 25° C e 30° C para C. chlorocephalum, com 78 % e 60 %,
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respectivamente, enquanto C. cucumerinum apresentou os menores indices de
severidade para todas as temperaturas analisadas. Para o periodo de
molhamento foliar de 8 horas, o C. cucumerinum apresentou um
comportamento semelhante ao periodo de 4 horas de molhamento foliar
descrito acima. No periodo de molhamento foliar de 12 horas, o
C. cucumerinum apresentou os maiores indices de severidade em todas as
temperaturas analisadas. A maior severidade observada foi na temperatura de
25° C, com um indice de 70 %, ndo sendo observado este comportamento para
C. chlorocephalum (Figuras 1 e 2) (Apéndices- Figura 1A e Figura 2A). Os
resultados indicaram a capacidade da doenca em se desenvolver numa ampla
faixa de temperatura, que variou de 15° C a 30° C.

A relacdo entre as temperaturas e os periodos de molhamento foliar
para C. cucumerinum foi descrita pela equacdo quadratica, e C.
chlorocephalum foi descrita pela equacdo cubica. As equacbes sédo
representadas da seguinte forma: para C. cucumerinum, no periodo de
molhamento foliar de 0 horas: Y = - 273,499 + 29,1249X - 0,634998X? (R?*= 0,55 ):
molhamento foliar de 4 horas: Y= -205,012 + 20,3074X - 0,392498X? (R* = 0,97);
molhamento foliar de 8 horas: Y = 158,937 + 16,9875X - 0,332499X? (R? = 0,55), e
para o molhamento foliar de 12 horas: Y = -321,049 +33,0049X - 0,694998X?
(R* = 0,79). Para C. chlorocephalum, no periodo de molhamento foliar de o
horas: Y = 459,018 - 89,1609X + 4,47720X®> - 0,0755523X3 (R2 = 0,99 );
molhamento foliar de 4 horas: Y = 108,511 - 31,8776X + 2,29570X* - 0,0429364X°
(R?= 0,99 ); molhamento foliar de 8 horas: Y = -18,2516 - 4,78563X + 0,663671X?
- 0,0143135%° (R*= 0,99 ), e para 0 molhamento foliar de 12 horas: Y = 58,7081
- 23,8062X + 0,95149%X> - 0,0396153%X° (R?> = 0,98 ) onde Y = severidade e X=
molhamento foliar (Quadro 2). BERGAMIN FILHO & AMORIM (1996) relatam
que a variacdo da severidade, em funcdo do periodo de molhamento foliar,
normalmente é descrita por modelos ndo-lineares que assumem as premissas
basicas de que a severidade aumenta com a duracdo do periodo de
molhamento e tende a um limite superior quando o periodo de molhamento &
prolongado.

De acordo com SILVA (2001), a umidade constitui-se num dos fatores
mais importantes que influenciam no desenvolvimento das doencas das

plantas. A umidade, medida em termos de quantidade e duracédo, é essencial
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para que haja infeccdo pela maioria dos fungos e bactérias. Entre os fatores de
ambiente que influenciam nas doencas de plantas, a umidade €, as vezes, 0

mais importante, seguido pela temperatura.
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FIGURA 1- Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento
foliar na severidade de Cladosporium cucumerinum, em hibrido
de pepino tipoj ‘japonés’ Hokushin. A- periodo de molhamento
foliar de O hora; B- periodo de molhamento foliar de 4 horas; C-
periodo de molhamento foliar de 8 horas; D- periodo de molhamento
foliar de 12 horas.
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FIGURA 2- Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento foliar na
severidade de Cladosporium chlorocephalum em hibrido de pepino
tipo ‘japonés’ Hokushin. A- periodo de molhamento foliar de 0 hora;

B- periodo de molhamento foliar de 4 horas; C-

periodo de

molhamento foliar de 8 horas; D- periodo de molhamento foliar de 12

horas.
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Quadro 2- Equacbes de regressdo da relacdo de diferentes temperaturas e

diferentes periodos de molhamento

cucumerinum e C. chlorocephalum.

foliar para Cladosporium

C. chlorocephalum

PERIODO DE
MOLHAMENTO C. cucumerinum
FOLIAR
N° HORAS

0 Y = - 273,499 + 29,1249X - 0,634998X>
(R®=0,55)

4 Y=-205,012 + 20,3074X - 0,392498X>
(R=0,97)

8 Y = 158,937 + 16,9875X - 0,332499%>
(R*=0,55)

12

Y = -321,049 +33,0049X - 0,694998X>
(R*=0,79)

Y = 459,018 - 89,1609X + 4,47720X? -
0,0755523x° (R°=0,99)

Y = 108,511 - 31,8776X + 2,29570X -
0,0429364X° (R*=0,99)

Y = -18,2516 - 4,78563X + 0,663671X” -
0,0143135X® (R?=0,99)

Y = 58,7081 - 23,8062X + 0,95149X? -
0,0396153X° (R=0,98)

Y = Severidade e X= Temperatura
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3.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO PERIODO DE
MOLHAMENTO FOLIAR NA ESPORULACAO DE
Cladosporium chlorocephalum e C. cucumerinum EM
PLANTAS DE HIBRIDO DE PEPINO TIPO ‘JAPONES’
HOKUSHIN

A esporulagao de C. chlorocephalum e C. cucumerinum, em plantas de
pepino inoculadas, foi observada na temperatura de 25° C, mas néao foi
observada nas temperaturas de 15° C, 20° C e 30 ° C. Na temperatura de 25°
C, para o periodo de molhamento foliar de zero hora, o inicio da esporulacéo
foi observada aos 21 dias apds a inoculacdo em C. cucumerinum, e aos 22
dias para C. chlorocephalum. No periodo de molhamento foliar de quatro horas,
0 inicio da esporulacao foi observada aos 12 dias apés a inoculagéo para C.
cucumerinum, e aos 17 dias para C. chlorocephalum. No periodo de
molhamento foliar de oito horas, o inicio da esporulacdo foi observada aos 21
dias apo6s a inoculacdo para C. cucumerinum e C. chlorocephalum, e no
periodo de molhamento foliar de 12 horas, o inicio da esporulagédo foi
observada aos 14 dias ap0s a inoculacao para C. cucumerinum, e aos 19 dias

para C. chlorocephalum (Quadros 3 e 4) (Figuras 3 e 4).

Para patdgenos que necessitam de agua livre na superficie do
hospedeiro para iniciar o processo de infeccioso, freqientemente, existe
relacéo direta entre o tempo de molhamento e o sucesso da infecgdo. Segundo
os autores, sob agua livre e temperatura de 23 ° C, D. bryoniae alcanca o
primeiro estadio de penetracdo em pepino, no maximo, até uma hora (VIDA et
al.,2004).
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Quadro 3- Esporulacdo de C. chlorocephalum e C. cucumerinum em hibrido de

pepino ‘japonés’ Hokushin, em diferentes temperaturas.

DIAS APOS INOCULACAO

TEMPERATURA 0-5 10-15 15-20

°C Rl Gl Rl Gl Rl Gl

15 - - - - - -

20 - - - - - -

25 - - + - + +

30 - - - - - -

R ;- Cladosporium cucumerinum e G;- Cladosporium chlorocephalum;
(+) presenca de esporos, (-) auséncia de esporos
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Quadro 4: Esporulacdo de C. chlorocephalum e C. cucumerinum em hibrido de
pepino ‘japonés’ Hokushin, em diferentes periodos de molhamento

foliar.
) DIAS APOS INOCULACAO *
PERIODO DE
MOLHAMENTO
FOLIAR 0-5 10-15 15-20 20-25
N®HORAS R, G, R; G: R; G;: R; G,
0 - - - - - - + +
4 - - + - - + - -
8 - - - - - - + +
12 - - - - + + - -

R ;- Cladosporium cucumerinum e G ;- Cladosporium chlorocephalum;
(+) presenca de esporos, (-) auséncia de esporos, * Temperatura de 25°C
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4. CONCLUSOES

A temperatura onde se observou o menor periodo de incubacao foi de
25° C para C. cucumerinum e C. chlorocephalum.

O periodo de molhamento foliar onde se observou menor periodo de
incubacdo foi o de 12 horas para C. cucumerinum e quatro horas C.
chlorocephalum.

Somente na temperatura de 25° C observou-se a producéo de esporos.

Houve efeito do periodo de molhamento foliar no periodo latente: no
periodo de zero hora de molhamento foliar, o inicio de producdo de esporos foi
observado aos 21 dias para C. cucumerinum e 22 dias para C. chlorocephalum,
apos a inoculacao.

No periodo de molhamento foliar de quatro horas, o inicio da
esporulacdo foi observado aos 12 dias ap6s a inoculagdo para C.
cucumerinum, e aos 17 dias para C. chlorocephalum.

No periodo de molhamento foliar de oito horas, o inicio da esporulacao
foi observado aos 21 dias apds a inoculacdo para C. cucumerinum e C.
chlorocephalum.

No periodo de molhamento foliar de 12 horas, o inicio da esporulacéo foi
observado aos 14 dias ap0s a inoculacao para C. cucumerinum, e aos 19 dias

para C. chlorocephalum.

52



FIGURA 3- Sintomas em folhas de hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin
inoculadas com Cladosporium cucumerinum e conidios de C.
cucumerinum observados em microscépio optico. A - referentes
ao periodo de molhamento foliar de 4 horas; B - ao periodo de

molhamento foliar de 8 horas; C - ao periodo de molhamento
foliar de 12 horas.
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FIGURA 4- Sintomas em folhas de hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin
inoculadas com Cladosporium chlorocephalum e conidios de
C. chlorocephalum observados em microscopio Optico. A; -
referentes ao periodo de molhamento foliar de 4 horas; B; - ao
periodo de molhamento foliar de 12 horas
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Severidade (AACPD)
.
o

O T T T T
10 15 20 25 30 35
Temperatura (°C)

Severidade para molhamento 0 observado Severidade para 0 molhamento 0 ajustada

Severidade para o mohamento 4 observado Severidade para o molhamento 4 ajustado

Severidade para o mohamento 8 observado severidade para 0 molhamento 8 ajustada

¢ E » 4+

severidade para o malhamento 12 observado severidade para o0 molhamento 12 ajustada

Figura 1A- Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento foliar
(0 -4 —-8e 12 horas) na severidade de Cladosporium cucumerinum
em hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin.
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Figura 2A- Efeito de diferentes temperaturas e periodos de molhamento foliar
(O -4 - 8 e 12 horas) na severidade de Cladosporium
chlorocephalum em hibrido de pepino tipo ‘japonés’ Hokushin.
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Baixar livros de Meteorologia
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