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RESUMO 

CAIRES, Nilmara Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2013. Processo infeccioso de Botrytis cinerea em folhas de eucalipto. 
Orientador: Gleiber Quintão Furtado. 
 

O mofo cinzento (MC), causado por Botrytis cinerea, é uma importante doença 

que ocorre na produção de mudas de eucalipto. Assim, uma melhor 

compreensão da interação B. cinerea - eucalipto e as condições que favorecem 

o desenvolvimento do patógeno são a chave para a definição de estratégias 

eficazes para o controle da doença. Este trabalho objetivou estudar alguns 

aspectos do processo infeccioso de B. cinerea em folhas de eucalipto 

urograndis: avaliar a influência da face foliar (adaxial ou abaxial), idade da folha 

e luminosidade (claro ou escuro), no desenvolvimento de estruturas infectivas 

(tubo germinativo e apressórios) e severidade do mofo cinzento; elucidar o 

processo infeccioso: pré-penetração e penetração, colonização e reprodução 

de B. cinerea em folhas de eucalipto através de imagens de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). Em todos os experimentos foram utilizadas 

folhas destacadas de eucalipto urograndis (clone CNB011) e suspensão de 105 

conídios de B. cinerea/mL para inoculação. Os estudos para avaliar o efeito da 

face foliar inoculada, luminosidade e da idade da folha no desenvolvimento de 

estruturas infectivas do fungo foram realizados na superfície de fragmentos de 

folhas inoculadas, coletadas 6 horas após a inoculação (hai), clareadas com 

álcool e cloral hidratado e observadas sob um microscópio óptico. A severidade 

do MC foi avaliada 10 dias após a inoculação. Para análises de microscopia 

eletrônica de varredura, fragmentos de folhas foram coletadas com 2, 4, 6, 12, 

24 e 48 hai. Houve efeito significativo da face foliar e da luz na a germinação 

de conídios. Maior porcentagem de germinação (92%) e severidade (21%) 

foram observadas na superfície adaxial de folhas incubadas no escuro. Embora 

a porcentagem de germinação de conídios sobre a superfície das folhas jovens 

e velhas não diferiu estatisticamente, a severidade da doença em folhas jovens 

foi 34 vezes superior quando comparada com as folhas velhas (17,3% e 0,5%, 

respectivamente). Foram observadas por microscopia eletrônica de varredura 

conídios germinando produzindo de 1 a 4 tubos germinativos, mas não foi 
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observada a formação de apressórios. Os tubos germinativos penetraram 

diretamente na superfície de folhas intactas (nunca por estômatos). às 120 hai 

houve intensa colonização extra e intracelular do mesófilo por hifas do 

patógeno. O fungo reproduziu-se produzindo conidioforos do tipo 

macronematosos (na superfície foliar de ambas as faces) e micronematosos 

(na região subepidérmica). Embora o processo infeccioso de B. cinerea em 

diversos hospedeiros esteja bem descrito, este é o primeiro estudo envolvendo 

este patógeno e folhas de eucalipto.  
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ABSTRACT 

CAIRES, Nilmara Pereira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2013. 
Infection process of Botrytis cinerea on eucalyptus leaves. Adviser: Gleiber 
Quintão Furtado. 

 

Gray mold (MC), caused by the fungus Botrytis cinerea, is one of the most important 

diseases that occurs in Eucalyptus nurseries worldwide. Therefore, a better 

understanding of the interaction between B. cinerea and Eucalyptus sp., including the 

conditions that favor pathogen growth, is key to the development of effective strategies 

for disease management. All experiments were carried on detached leaves on 

detached leaves of eucalyptus urograndis clone CNB011, inoculated with a suspension 

of 105 conidia of B. cinerea/mL. Prior to the evaluations to assess the effect of 

leaf side, age and luminosity the development of infective structures of the 

fungus, inoculated leaves were bleached with etanol and chloral hydrate and 

analyzed under an optical microscope. Disease severity was assessed 10 days 

after inoculation. SEM analyses were performed on leaf tissue collected 2, 4, 6, 

12, 24 and 48 hours after inoculation (hai). There were significant effects of leaf 

side and luminosity on conidia germination. The highest germination percentage 

(92%) and severity (21%) were observed on the adaxial surface of leaves when 

incubated in the dark. Although the percentage of conidia germation on the 

surface of young and old leaves did not differ statistically, disease severity on 

young leaves was 34-fold higher when compared to old leaves (17.3% and 

0,5% repectively). SEM  analyses showed conidia germinated producing 1-4 

germ tubes, but did not form appressorium. The germ tubes penetrated directly 

only the surface of intact leaves (but not stomata). Inter and intracellular 

colonization of the mesophyll by pathogen’s hyphae could be observed at 120 

hai. The fungus reproduces by producing macronematous conidiophores (on 

the leaf surface of both sides) and micronematous conidiophores (in the 

subepidermal region). Although the infectious process B. cinerea in different 

hosts are well described, this is the first study of this pathogen in eucalyptus 

leaves. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, a área plantada com eucalipto no Brasil está em torno de 4,8 

milhões de hectares e considerando a elevada demanda de produtos do setor 

florestal e a pressão da sociedade para redução do uso de madeira e derivados 

originados de florestas nativas, esta área tende a aumentar. Os números 

apontam que o segmento é responsável por 0,51% da arrecadação nacional, 

3,8 bilhões de dólares em impostos e 7,9 bilhões em exportações. Além disso, 

o setor emprega 4,7 milhões de pessoas, o que corresponde a cerca de 5% da 

população economicamente ativa do Brasil (ABRAF, 2012). 

A expansão da eucaliptocultura levou as empresas a aprimorarem o 

sistema de produção de mudas. Portanto, hoje o principal método de 

propagação do eucalipto é por meio da clonagem por miniestaquia (Alfenas et 

al., 2004). Os clones obtidos por programas de melhoramento são mantidos em 

minijardins clonais. Para tal, as miniestacas são estaqueadas em substrato e 

levadas para casa de enraizamento. Nesta, as mudas permanecem por 20 a 35 

dias sob irrigação (nevoeiro) intermitente para manter uma lâmina de água 

sobre as folhas e umidade relativa em torno de 100% (Assis et al., 1992). Após 

esse período, as mudas são aclimatadas à sombra, por 5 a 10 dias, e 

transferidas para área de crescimento e rustificação, onde permanecem de 20 

a 30 dias.  

Nas últimas décadas, com a implantação de minijardins clonais, o mofo 

cinzento, doença causada pelo fungo Botrytis cinerea Pers, tornou-se uma das 

mais importantes doenças do eucalipto, principalmente devido à suscetibilidade 
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dos clones e ao sistema de produção de mudas por gerar condições 

ambientais muito favoráveis à ocorrência de epidemias (Ferreira, 1989; Alfenas 

et al., 2004).  

O fungo B. cinerea, fase perfeita Botryotinia fuckeliana, é um patógeno 

necrotrófico, haplóide, filamentoso e heterotálico, podendo infectar mais de 200 

espécies de plantas, resultando em consideráveis perdas econômicas. A sua 

dispersão pode ocorrer por meio de conídios, ascósporos, fragmentos micelial 

e escleródios (Jarvis, 1980; Williamson et al., 2007).  

Em relação às condições favoráveis para o desenvolvimento da doença, 

ambientes com alta umidade e temperaturas amenas são ideais, por beneficiar 

a sobrevivência, a disseminação e a infecção (Williamson et al., 2007).  

Os conídios são disseminados pelo vento, água da chuva e pela irrigação. 

Após sua germinação e penetração no tecido do hospedeiro, o fungo causa 

lesões que podem expandir rapidamente, dependendo das condições 

ambientais e suscetibilidade do hospedeiro. No tecido hospedeiro, ocorre 

esporulação e consequentemente a produção de inóculo para novos ciclos do 

patógeno (Ferreira, 1989). 

O controle químico é a principal medida de controle de B. cinerea na 

maioria dos hospedeiros; entretanto, a variabilidade genética existente na 

população do patógeno e o uso excessivo de fungicidas, principalmente 

benzimidazoles e dicarboximidas, podem selecionar isolados do patógeno 

resistentes aos fungicidas (Martinez et al., 2003; Raposo et al., 1996). No 

Brasil, não há fungicidas registrados para o controle do mofo cinzento (MC) e 

para a maioria das doenças do eucalipto, o que torna ilegal esta estratégia de 

controle (Alfenas et al., 1999).   
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Em viveiros clonais de eucalipto a doença caracteriza-se pela morte de 

plantas em reboleiras ou distribuídas aleatoriamente no canteiro. Os sintomas 

são caracterizados pela ocorrência de lesões na região do colo com aspecto 

encharcado no início e depois adquirindo coloração escura, resultante da 

degradação dos tecidos, o que acarretará no tombamento e morte da muda 

(Krugner, 2005; Alfenas et al., 2004). Em folhas, as lesões apresentam-se 

como manchas aquosas, amarronzadas e recobertas por uma massa 

acinzentada formada pelo micélio, conidióforos e conídios do fungo. Os 

sintomas começam pelo enrolamento da lâmina foliar, seguido da morte e 

queda das folhas (Williamson et al, 2007). 

Até o presente momento, não existem estudos que elucidam o processo 

infeccioso de B. cinerea em eucalipto. Porém estudos realizados com outras 

plantas hospedeiras como lírio, rosa e uva observou-se que na maioria dos 

casos, os conídios germinam formando apenas um tubo germinativo, mas 

também são observados até três ou cinco tubos por conídio (Coertze et al., 

2001; Hsieh et al., 2001; Salinas & Verhoeff, 1995). Após a emissão do tubo 

germinativo segue-se a formação de estruturas de penetração. Tubos 

germinativos geralmente formam apressórios simples que podem não ser 

delimitados da ponta da hifa por um septo (Clark & Lorbeer, 1976; Garcia-

Arenal & Sagasta, 1980). Quando nutrientes exógenos estão disponíveis ou se 

a infecção ocorre a partir de um micélio já estabelecido, a ramificação pode 

formar apressórios compostos com formato digitado ou lobado (GarciaArenal & 

Sagasta, 1980; Heuvel & Waterreus, 1983). Em superfícies duras como de 

tubérculos, pode haver a formação de estruturas maiores, as almofadas de 
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infecção, que resultam do crescimento contínuo e coalescência de apressórios 

(Horn, 1896; Sharman & Heale, 1977). 

Em relação ao modo de penetração de B. cinerea nas plantas 

hospedeiras, diferentes vias têm sido descritas. Segundo Louis (1963), a 

penetração direta através da cutícula e de parede de células parece ser a 

regra. Em estudos realizados com cenoura (Sharman & Heale, 1979), rosa 

(Hammer & Evensen, 1994), pepino (Elad, 1988), uva (Coertze & Holz, 1999) e 

gérbera (Salinas & Verhoeff, 1995), a penetração do tubo germinativo foi direta. 

Porém, em lírio oriental também foi observada penetração por aberturas 

naturais (Hsieh et al., 2001).  

Apesar da importância econômica do mofo cinzento para a cultura do 

eucalipto, informações sobre a interação de B. cinerea com esta espécie 

florestal não são conhecidas. Por esta razão, torna-se necessário um 

entendimento do processo de patogênese, pois o entendimento do tempo de 

ocorrência das fases de penetração, colonização e reprodução poderá permitir 

o uso mais eficiente de produtos químicos, entre outras medidas de manejo. 

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral estudar o 

processo infeccioso do fungo B. cinerea em folhas de eucalipto. Os objetivos 

específicos foram: 

- avaliar a influência da face foliar (adaxial ou abaxial), luminosidade e da 

idade da folha no desenvolvimento de estruturas infectivas do patógeno (tubo 

germinativo e apressório) e na severidade do mofo cinzento; 

- elucidar o processo de infecção de B. cinerea em folhas de eucalipto. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material vegetal 

Foram utilizadas plantas com 120 dias de idade do clone CNB 011 

(CENIBRA) de eucalipto “urograndis” (E. grandis x E. urophylla), cultivados em 

vasos com 3 litros contendo substrato suplementado com MAP e NPK. 

 

2.2. Obtenção, multiplicação do inóculo e inoculação  

Para a realização dos experimentos, foi utilizado um isolado de B. cinerea 

obtido de mudas de eucalipto doentes em casa de vegetação do Departamento 

de Fitopatologia/UFV no município de Viçosa-MG. Para multiplicação do 

inóculo de B. cinerea, discos de micélio foram repicados para placas de Petri 

contendo meio batata-dextrose-ágar (BDA) e mantidos em incubadora do tipo 

BOD, a 20°C. Para preparação de inóculo, água destilada esterelizada foi 

adicionada às placas de Petri até cobrir a colônia, sendo as estruturas 

reprodutivas removidas com auxílio de um bastão de vidro. A concentração de 

inóculo foi ajustada para 10⁵ conídios/mL após contagem em uma câmara de 

Neubauer, adicionou-se à suspensão Tween 80 na concentração de 0,05% 

(v/v).  

Folhas de plantas de eucalipto utilizadas para as análises microscópicas, 

com cerca de 120 dias, foram dispostas em caixas acrílicas do tipo “Gerbox”, 

contendo papel germitest umedecidos com água destilada esterelizada e 8 

gotas de 10 µL da suspensão de conídios foram depositadas nas faces adaxial 

ou abaxial das folhas. Posteriormente, estas foram incubadas a 20 °C, na 

presença ou ausência de luz. 
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2.3. Microscopia de Luz 

Para avaliar a influência da face foliar (adaxial ou abaxial), luminosidade 

(luz ou escuro) e da idade da folha (velha ou nova) no desenvolvimento de 

estruturas infectivas de B. cinerea (tubos germinativos e apressórios), cinco 

fragmentos de folhas de aproximadamente 1 cm2 foram coletados 

aleatoriamente de cada tratamento 6 hai. Para o clareamento dos fragmentos, 

estes foram, primeiramente depositados em frascos contendo álcool 70%. Este 

solvente foi substituído até que quase toda a clorofila fosse removida. 

Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para frascos de vidro 

contendo solução saturada de cloral hidratado (30 gL-1 ) e mantidos por três 

dias com o objetivo de se obter o máximo de clareamento. Os fragmentos 

foram montados em lâminas contendo uma gota de água glicerinada, corados 

com lacto fucsina (0,1%) e observados em microscópio de luz.  

Para avaliar o efeito da idade da folha no desenvolvimento de estruturas 

infectivas, folhas destacadas do segundo ramo da planta (velhas), e folhas 

destacadas do penúltimo ramo (novas), da base para o ápice, foram inoculadas 

na face adaxial e mantidas no escuro. Posteriormente, os fragmentos de folhas 

foram coletados às 2, 4, 6, 12, 24 e 48 hai e submetidos aos mesmos 

procedimentos para clareamento citados anteriormente.  

Em ambos os experimentos, foram avaliados a porcentagem de 

germinação de conídios e de formação de apressórios por meio da contagem 

de 100 conídios aleatórios por repetição, em microscópio de luz (Motic 

Instruments Inc., BA210, Canadá) com aumento de 20 x. Os conídios foram 
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considerados germinados quando apresentaram comprimento do tubo 

germinativo igual ou superior ao seu diâmetro. 

 2.4. Microscopia eletrônica de varredura 

Para o processo infeccioso, folhas destacadas de eucalipto foram 

inoculadas e visualizadas sob microscópio eletrônico de varredura (LEO, modelo 

1430VP). Para isso, 5 fragmentos de folhas foram coletados as 2, 4, 6, 12, 24, 

48, 120 e 168 horas após inoculação (hai). Os fragmentos foram depositados 

em microtubos plásticos contendo 1 mL de solução fixadora (2,5% v/v de 

glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,05 M, pH 7,2) e mantidos em 

temperatura de 8°C. Duas horas após, os fragmentos foram lavados em 

tampão cacodilato de sódio (0,1 M) e desidratados em uma série alcoólica de 

30, 50, 70, 80, 95 e 100%, com intervalos de 10 min entre as trocas. Após a 

desidratação, o material foi submetido à secagem no ponto crítico em CO2 

utilizando-se o aparelho “Critical Point Dryer” (Balzers, modelo CPD020). Os 

fragmentos coletados 120 e 168 hai tiveram a epiderme removida, com o 

auxílio de uma fita adesiva, ou foram seccionados com auxílio de uma lâmina 

de barbear, para visualização da colonização fúngica no interior do tecido 

hospedeiro. Os fragmentos foram montados sobre suportes metálicos de 

alumínio e cobertos com ouro por meio de metalização no aparelho “Sputter 

Coater” acoplado a um “Freezing Drying Unit” (Balzers, FDU010). 

Posteriormente, os fragmentos foram analisados em microscópio eletrônico de 

varredura (LEO, modelo 1430VP) operando a 20 Kv e WD variando de 12 a 

31mm. Para cada tratamento, três fragmentos de folha foram examinados ao 

microscópio eletrônico de varredura. 
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2.5. Expressão dos sintomas do mofo cinzento em folhas 

destacadas 

Folhas de eucalipto urograndis (clone CNB011) foram coletadas, lavadas 

em água destilada estéril e espalhadas sobre toalhas de papel estéril para 

secagem. Estas foram atomizadas com uma suspensão 105 conídios/mL e 

cada folha foi depositada com a face inoculada voltada para cima em uma 

placa de Petri com ágar agua contendo 100 mgL-1 de benzimidazole, segundo 

metodologia proposta por Arraiano et al. (2001). As placas de Petri contendo as 

folhas inoculadas foram incubadas em câmaras de crecimento com 

temperatura ajustada para 20°C.  

Para avaliar a influência da face foliar e luminosidade no desenvolvimento 

do mofo cinzento, folhas foram inoculadas na face adaxial ou abaxial e 

mantidas sob luz constante ou escuro. O experimento foi montado em 

delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 2), com cinco 

repetições por tratamento. Cada repetição foi constituída de duas folhas 

incubadas em uma placa de Petri. 

Para avaliar a influencia da idade da folha no desenvolvimento do mofo 

cinzento, coletaram-se folhas do penúltimo ramo das mudas (novas) e folhas 

do segundo ramo da copa (velhas) da base para o ápice. Estas folhas foram 

inoculadas na face adaxial e mantidas no escuro. O experimento foi montado 

em delineamento inteiramente casualizado, com dez repetições por tratamento. 

Cada repetição foi constituída de duas folhas em uma placa de Petri. 

A severidade do mofo cinzento foi avaliada aos 10 dias após inoculação. 

Para isso, as folhas foram digitalizadas e as imagens analisadas quanto à 

proporção de tecido doente e sadio, por meio do software QUANT ® (V. 1.01; 



 

 

9 

Universidade Federal de Viçosa, 2003). Os dados foram submetidos à análise 

de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade utilizando-se o software SAS (Version 9.0, Cary, USA). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os conídios de B. cinerea apresentaram germinação na face adaxial e 

abaxial de folhas de eucalipto na presença e ausência de luz. A análise 

estatística mostrou efeito significativo (P < 0,01) dos fatores face foliar, 

luminosidade e desta interação na porcentagem de germinação de conídios, 

sendo observada maior porcentagem de germinação (92%) quando as folhas 

foram inoculadas na face adaxial e mantidas no escuro (Figura 1). Resultados 

semelhantes foram observados para o patossistema Exserohilum turcicum - 

milho (Levy & Cohen, 1983). Quanto ao efeito da luz, os fungos fitopatogênicos 

podem ser classificados em três grupos: a luz não tem efeito e os esporos 

germinam igualmente, a luz é essencial para a germinação ou a luz inibe a 

germinação como observado para os patógenos Erysiphe cichoracearum 

(Colhoun, 1973); Physoderma maydis (Hebert & Keelman, 1958) e Puccinia 

graminis f. sp. tritici (Knights & Lucas, 1980), respectivamente.  
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Figura 1. Influência de diferentes combinações face foliar de eucalipto 
urograndis (clone CNB 011) e luminosidade na germinação de conídios de 
Botrytis cinerea às 6 horas após a inoculação. Médias seguidas pela mesma 
letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O erro padrão da 
média está representado em cada barra. 
 

 

 Com relação ao efeito da face foliar na germinação dos conídios, 

maiores valores foram observadas sobre a face adaxial. Porém, essas 

diferenças não estão relacionadas à distribuição da cera epicuticular nesta 

superfície foliar, pois não foram observadas diferenças, por meio das imagens 

de microscopia eletrônica de varredura (MEV), da organização estrutural da 

camada de cera entre as faces foliares de eucalipto (Figura 2). 
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Figura 2. Eletromicrografias de varredura da superfície foliar de 

eucalipto urograndis (clone CNB011) (A) face adaxial de folhas novas 

(B) face abaxial de folhas novas (C) face adaxial de folhas velhas (D) 

face abaxial de folhas velhas (Barras = 10 µm). 
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 Em relação ao desenvolvimento do mofo cinzento quando a face adaxial 

ou abaxial foi inoculada e mantida sob luz ou escuro, foi observado uma maior 

severidade quando a inoculação foi realizada na face adaxial e as folhas 

incubadas no escuro (21%) quando comparadas com as combinações face 

adaxial/claro (12%), face abaxial/escuro (10%) e face abaxial/claro (3%) (Figura 

3). Resultados semelhantes foram observados para o patossistema 

Phakopsora pachyrhizi - soja (Furtado et al; 2009). Os autores investigaram o 

efeito da quantidade e do arranjo da camada de cera epicuticular em folhas de 

soja na densidade de lesões e da severidade da ferrugem asiática. Porém, a 

intensidade diferencial da ferrugem observado nas superfícies foliares não se 

correlacionou com as características da cera epicuticular. Os menores valores 

de densidade de lesões na superfície abaxial, possivelmente, foram 

decorrentes de barreiras existentes após o processo de pré-penetração. Com 

relação à cera epicuticular, não houve diferenças evidentes entre a superfície 

adaxial e abaxial das folhas de soja de tal forma que pudessem explicar 

diferenças observadas na infecção de P. pachyrhizi.  
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Figura 3. Severidade do mofo cinzento em folhas de eucalipto urograndis 
Clone CNB011, 10 dias após a inoculação de Botrytis cinerea nas faces adaxial 
ou abaxial, sob luz ou escuro. Barras com * diferiram estatisticamente pelo 
teste t a 5%. O erro padrão da média está representado em cada barra. 
 

 

 Não houve diferença estatística entre folhas novas e velhas para a 

porcentagem de germinação de conídios de B. cinerea (Figura 4). Porém, a 

idade da folha influenciou no desenvolvimento do mofo cinzento. A severidade 

foi significativamente maior em folhas novas (17,3%) quando comparadas com 

folhas velhas (0,5%) (Figura 5). O efeito da idade de folha de plantas na 

infecção de patógenos tem sido investigado em diferentes patossistemas. O 

incremento na severidade de doenças com aumento na idade de folha parece 

ser a regra. A exemplo dos patossistemas Alternaria porri - cebola .(Everts & 

Lacy, 1996), Botrytis fabae - fava (Bouhassan, 2004), Pyricularia oryzae - arroz 

(Roumen, 1992) e Cylindrocladium pteridis – eucalipto (Graça et al., 2009).  
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Esta maior suscetibilidade ao mofo cinzento observado em folhas novas 

de eucalipto não mostrou relação com a germinação de conídios de B. cinerea, 

pois a germinação deste patógeno na superfície de folhas novas e velhas foi 

igual (Figura 4). 
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Figura 4. Germinação de conídios de Botrytis cinerea na face adaxial de folhas 
novas e velhas de eucalipto urograndis clone CNB011. O erro padrão da média 
está representado em cada barra. 
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Figura 5. Severidade do mofo cinzento em folhas novas e velhas de eucalipto 
urograndis clone CNB011, 10 dias após a inoculação. Barras com * diferiram 
estatisticamente pelo teste t a 5% de probabilidade. O erro padrão da média 
está representado em cada barra. 
 

 

Os estudos de MEV permitiram observar que conídios de B. cinerea 

emitiram de 1 a 4 tubos germinativos (Figura 6A, B e D). Formação de mais de 

um tubo germinativo também foi observado para outras interações, como B. 

cinerea - cenoura (Sharman & Heale, 1977) e Botrytis elliptica - lírio oriental 

(Hsieh et al., 2001) e Alternaria porri – cebola (Everts & Lacy, 1996). A 

formação de mais de um tubo germinativo pode estar relacionada a uma maior 

agressividade do patógeno (Babu, 2009). 

 A formação de apressórios é uma etapa que pode ser essencial para o 

processo infeccioso em alguns patossistemas. Em outros, no entanto, essa 
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etapa parece ser dispensável. O desenvolvimento e a morfologia de 

apressórios podem ser influenciados por fatores físicos, tais como a 

temperatura e a umidade (Emmet & Parbery, 1975) e também pelo hospedeiro 

(Doss et al., 1988). Na interação B. cinerea – eucalipto, não foi observado a 

formação de apressórios na superfície das folhas. Salinas & Verhoeff (1995) ao 

estudar a infecção de flores de gérbera por B. cinerea obtiveram resultados 

semelhantes. Porém, a formação desta estrutura foi relatada para outros 

hospedeiros como cenoura, fava, lírio e uva (Sharman & Heale, 1977; McKeen, 

1974; Hsieh et al., 2001, Coertze & Holz, 2001).  

 Em relação ao modo de penetração de B. cinerea em folhas de 

eucalipto, foi observada apenas a penetração direta (Figura 6E). Esta 

observação corrobora com o fato de não ter sido observado uma maior 

severidade quando folhas de eucalipto foram inoculadas na face abaxial, onde 

exclusivamente foi observada a presença de estômatos (Figura 1). Foi 

observado também o desenvolvimento de tubo germinativo em direção às 

células guarda dos estômatos, porém sem penetração na cavidade 

subestomática. Este fato sugere a inexistência de quimiotropismo para esta 

interação. A ausência de quimiotropismo também já foi relatada para outros 

patossistemas: Ramularia areola – algodão (Curvelo et al., 2010), Stemphylium 

botryosum – alfafa (Cowling et al., 1982), Stemphylium solani - tomate (Bentes 

e Matsuoka, 2005).  
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Figura 6. Eletromicrografias de varredura da germinação de conídios 

de Botrytis cinerea em folhas de eucalipto urograndis (clone CNB 011). 

(A) conídios germinados apresentando dois e três tubos germinativos 

curtos, 6 horas após inoculação (hai) (B) conídio germinados 

apresentando quatro tubos germinativos curtos, 6 hai (C) evidência de 

adesão em conídio germinado, 6hai (D) Conídio germinado 

apresentando um tubo germinativo longo, 6hai  (E) Penetração direta 

na superfície foliar, 12hai. Barras = 3 µm (A e B), 10 µm (C e D) e 100 

µm (E). 
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As primeiras lesões nas folhas foram observadas às 120 hai. Por meio de 

MEV, foi possível observar a colonização inter e intracelular de B. cinerea 

(Figura 7A e B). Este fato é corroborado pelo fato deste fungo ser um patógeno 

necrotrófico, ou seja, invade células secretando enzimas degradativas que 

destroem tecidos foliares (Williamson et al., 2007). A esporulação do patógeno 

ocorreu a partir das 168 hai tanto da face adaxial quanto abaxial da folha 

(Figura 8E). Na região subepidérmica, foi possível observar o crescimento de 

conidióforos que não diferiam em tamanho e morfologia das hifas que lhes 

deram origem (Figura 8B), o que se assemelha a conidióforos micronematosos, 

os quais podem ser encontrados em algumas espécies de Cladosporium 

(Schubert, 2007). Simultaneamente, foram produzidos conidióforos de 

morfologia e porte já observados em espécies de Botrytis, os quais foram vistos 

emergindo através da epiderme intacta de ambas as faces foliares (Figura 8A, 

C e D).  

Embora o processo infeccioso de B. cinerea em diversos hospedeiros 

esteja bem descrito, este é o primeiro estudo envolvendo este patógeno e 

folhas de eucalipto.  
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Figura 7. . Eletromicrografias de varredura da colonização de Botrytis 

cinerea em folhas de eucalipto urograndis às 120 horas após 

inoculação. (A) Corte transversal de folha, evidenciando crescimento 

de hifa fúngica (seta) (B) crescimento de hifas (seta) inter e intracelular 

no parênquima. Barras = 20 e 10 µm, respectivamente, para A e B. 

 

 

 

 

 



 

 

21 

B

C D E

A

 

 

Figura 8. Eletromicrografias de varredura dos aspectos da reprodução 

de Botrytis cinerea em folhas de eucalipto urograndis (clone CNB 011). 

(A) região subepidérmica apresentando crescimento de conidióforos do 

tipo micronematoso, simultaneamente com conidióforo macronematoso 

(seta) emergindo da superfície foliar (B) detalhe da imagem A 

mostrando conidióforos micronematosos (C) conidióforo emergindo na 

superfície intacta da folha, às 120 horas após inoculação (D) detalhe de 

conidióforo (E) Célula conidiogênica na região subepidérmica. Barras = 

30 µm (B, D e E), 100 µm (A) e 10 µm (C).  
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4. CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste trabalho permitem concluir que: 

- houve maior germinação de conídios de B. cinerea na face adaxial de 

folhas novas, mantidas no escuro, oque contribuiu para maior 

severidade do mofo cinzento;  

- a penetração de B. cinerea em folhas de eucalipto ocorre tipicamente 

de maneira direta; 

- Botrytis cinerea coloniza extra e intracelularmente o mesófilo foliar; 

- conidióforos de B. cinerea emergem de ambas as faces foliares 

intactas de eucalipto. 
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