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RESUMO

TEODORO, Marcela Galo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Agosto de
2010. Espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria associadas a mancha
foliar e desfolha de Eucalyptus globulus no Sul do Brasil. Orientador:
Acelino Couto Alfenas. Coorientadores: Olinto Liparini Pereira e Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti.

A mancha foliar e desfolha de teratosphaeria € uma das doencas foliares
mais severas de Eucalyptus globulus. Tendo em vista a importédncia dessa
espécie para a produgcao de celulose e papel e a recente constatacdo da
doenca no Brasil, procurou-se no presente estudo identificar as espécies do
patdgeno associadas a doenga em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul e
avaliar a influéncia de meios de cultura sobre o crescimento micelial e a
esporulacdo das espécies identificadas. As seguintes espécies foram
identificadas: Mycosphaerella scytalidii, M. lateralis, Teratosphaeria ohnowa, T.
perpendicularis, T. pseudafricana, T. flexuosa e T. nubilosa. Baseado no
padrdo de germinagdo dos ascosporos encontraram-se mais de uma espécie
do fungo em uma mesma lesdo ou em uma mesma folha. Na segunda fase do
estudo, avaliaram-se o crescimento micelial e a esporulagdo das culturas
identificadas. Mycosphaerella scytalidii, T. ohnowa e T. flexuosa apresentaram
maior area abaixo da curva de crescimento micelial nos meios agua de coco-
agar (ACA), extrato de malte-agar (MEA), batata-dextrose-agar (BDA),
micophil-agar (MIC) e aveia-sacarose-agar (AVSA). Teratosphaeria nubilosa
apresentou maior area abaixo da curva de crescimento micelial nos meios
BDA, AVSA e MEA. Nenhum dos meios testados propiciou a esporulacdo das

especies testadas.
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ABSTRACT

TEODORO, Marcela Galo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2010. Species of Mycosphaerella and Teratosphaeria associated with leaf
spot and e defoliation of Eucalyptus globulus in southern Brazil. Advisor:
Acelino Couto Alfenas. Co-advisors: Olinto Liparini Pereira and Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti.

The leaf bligh and defoliation of teratosphaeria is one of the most
important leaf diseases of Eucalyptus globulus. Due to the importance of this
specie for production of pulp and paper and the recent report of the leaf disease
in Brazil, this study was carried out aiming the identification of the pathogen in
Santa Catarina and Rio Grande do Sul and to test the mycelial growth and
sporulation of the fungus under different culture media. The following species
were identified: Mycosphaerella scytalidii, M. lateralis, Teratosphaeria ohnowa,
T. perpendicularis, T. pseudafricana, T. flexuosa and T. nubilosa. Based on
ascospore germination patterns, more than one species of the fungus was
found concurrently in a single lesion or in a single leaf. Slow growth and lack of
sporulation of the fungus species are limiting factors for the production of
inoculum to be used in inoculation under controlled conditions. Thus in the
second phase of this study, we tested the mycelial growth and sporulation of the
identified cultures in several culture media. Mycosphaerella scytaliddi,
Teratosphaeria ohnowa and Teratosphaeria flexuosa presented a higher growth
rate in coconut water-agar (CWA), malt extract-agar (MEA), potato-dextrose-
agar (PDA), mycophil-agar (MA), and oatmeal-sacarose-agar (OSA);
Teratosphaeria nubilosa presented higher growth rate in PDA, OSA, and MEA.

No sporulation was obtained for all species tested.

Vi



INTRODUCAO

Eucalyptus globulus € uma das espécies mais importantes para a
producado de celulose e papel, sua madeira possui alto teor de celulose, baixo
teor de lignina, densidade elevada e consequentemente baixo consumo
especifico e menor consumo de cloro no branqueamento da polpa celuldsica
(Fonseca et al., 2010). A espécie exige clima frio e inverno chuvoso, mas nao
tolera geadas (Eldridge et al., 1993) por isso n&o se adapta a climas tropicais e
subtropicais como no Brasil. No entanto, os hibridos de E. globulus com outras
espécies ou com hibridos interespecificos cultivados no Brasil, como E.
grandis, E. urophylla, E. camaldulensis, E. grandis x E. urophylla dentre outras,
apresentam maior potencial para a produgao de celulose e adaptabilidade as
condicoes brasileiras (Alfenas et al., 2009).

Atualmente, no Brasil, tem-se introduzido E. globulus nos programas de
melhoramento genético, seja como espécie pura ou como genitor em
cruzamentos com E. grandis, E. urophylla dentre outras. Essa estratégia tem
sido denominada de “globulizacdo” da eucaliptocultura nacional e visa a
obtengcdo de ganhos em rendimento de celulose (Alfenas et al., 2009).
Entretanto, a alta suscetibilidade de E. globulus a desfolha incitada por
Teratosphaeria spp. e Mycosphaerella spp. pode ser limitante ao sucesso
destes programas. A doencga foi recentemente relatada em E. globulus no Rio
Grande do Sul e atribuida a Teratosphaeria nubilosa (Perez et al., 2009b),
embora outras espécies tenham sido encontradas em Eucalyptus spp. no Brasil
(Alfenas et al., 2009).

Em um recente e detalhado estudo taxonémico, Crous et al. (2007a)
transferiram varias espécies de Mycosphaerella para o género Teratosphaeria
Syd. & P. Syd., pertencente a familia Teratosphaeriaceae Crous & Braun. Mais
de 80 espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria ja foram descritas em
Eucalyptus spp., incluindo espécies patogénicas e saprofiticas. Dentre as
espécies descritas, T. cryptica e T. nubilosa sdo as mais importantes em
virtude da severidade da doenca e intensa desfolha em E. globulus em todo o
mundo (Carnegie et al., 2007; Hunter et al., 2008). Teratosphaeria nubilosa

pode causar 95% de desfolha das arvores (Carnegie, 2007).



Varias espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria podem infectar
folnas de Eucalyptus e frequentemente mais de uma espécie pode ser
encontrada em uma unica folha e até mesmo em uma mesma lesdo (Crous &
Wingfield, 1996). As espécies Mycosphaerella lateralis, M. grandis e M. parva
tém sido comumente encontradas em associacdo com outras espécies de
Mycosphaerella e Teratosphaeria que causam manchas foliares (Milgate et al.,
2001; Crous et al., 2006). Desta maneira, infec¢gdes multiplas podem ocorrer, 0
que aumenta o impacto da doencga e torna complexa a identificacdo de seu
agente etiolégico e o controle da doenga (Gezahgne et al., 2006).

A doenca caracteriza-se por numerosas lesdes inicialmente
arredondadas de cor palha e com o progresso da infecgdo, as lesdes
coalescem, adquirem formatos variaveis e atinge grande area do limbo foliar,
provocando intensa desfolha, o que reduz a capacidade fotossintética da planta
(Crous, 1998; Pinkard & Mohammed, 2006). A intensidade da doencga varia
com o estadio fenolégico das folhas de E. globulus, incidindo mais
severamente nas folhas juvenis (Alfenas et al,. 2009). O fungo produz inumeros
pseudotécios em ambas as faces do limbo foliar, mas predominantemente na
face abaxial. Em folhas molhadas, os ascdsporos sao ativamente ejetados dos
pseudotécios e disseminados pelo vento como in6culo primario ou secundario
até as folhas sadias onde germinam, penetram por estdbmatos e causam
infeccao (Park & Keane 1982; Park & Keane 1984).

Estudos sobre o processo infeccioso e o desenvolvimento da doenca
sdo baseados em T. cryptica e T. nubilosa. Ambos, ascosporos e conidios de
espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria sao infectivos. Em geral,
ascosporos, constituem indculo para a doenca causada por essas espécies,
embora conidios possam também iniciar a infecgdo (Park & Keane, 1987). A
fonte de ascésporos é predominantemente a partir de folhas infectadas, onde o
fungo sobrevive por varios meses, produzindo inoculo suficiente para
sucessivos ciclos de infeccao (Park & Keane, 1987; Crous et al., 2007a).

O plantio de gendtipos resistentes constitui a melhor alternativa de
controle de doencas em plantas, principalmente em espécies florestais em
condicbes de campo. Na selecdo de plantas resistentes é fundamental
determinar os protocolos de produgao de indculo, inoculagéo e quantificagao da

doenca. Todavia, o crescimento lento de Mycosphaerella spp. e Teratosphaeria
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spp. e as dificuldades de esporulagdo do fungo em cultura constituem os
maiores obstaculos para inoculagao, visando a selegao de plantas resistentes.
Os objetivos foram identificar as espécies de Mycosphaerella e
Teratosphaeria associadas a mancha foliar e desfolha de E. globulus no sul do
Brasil e determinar as condigdes Otimas para o crescimento micelial e

esporulacao do fungo em cultura.



MATERIAL E METODOS

1. Obtencgao de isolados monoascosporicos

Amostras de folhas infectadas de E. globulus coletadas no Sul do Brasil
foram empregadas para isolamento e identificagdo do agente etioldgico da
doenga. Para o isolamento, empregou-se a técnica de ejecdo ativa de
ascosporos (Crous, 1998). Para tal, lesbes contendo pseudotécios foram
mantidas em agua destilada durante 2h, a fim de estimular a ejegédo ativa dos
ascosporos. Apds esse periodo, cada lesido foi aderida a tampa de uma placa
de Petri contendo meio de extrato de malte - agar (MEA). As placas foram
mantidas a 25°C por 12 h. Culturas monoascospéricas foram obtidas a partir da
transferéncia de um unico ascdosporo para placa de Petri contendo meio MEA,
seguindo-se incubagéo a 15°C por 15 dias e posteriormente a 20°C durante 30

dias.

2. Caracterizacao das lesdes

Para a caracterizacdo das lesbes, as amostras foram analisadas sob
microscopio estereoscopico. Avaliou-se o tamanho, a forma, a cor das lesbes
bem como a distribuigdo dos pseudotécios na lesdo. Avaliaram-se 30 lesbes

por amostra.

3. Identificacao das culturas

Para a identificagdo das culturas, empregou-se o padrao de germinagao

e analises de DNA.



3.1. Padrao de germinacao dos ascosporos

O padrao de germinagdo dos ascoésporos (Crous, 1998) foi utilizado para

identificac&do prévia das culturas.

3.2. Analises de DNA

3.2.1. Extracao e quantificacao de DNA

Discos das culturas monoascospéricas com 45 dias de idade foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de batata - dextrose - agar
(BDA), com um papel celofane estendido sobre o meio e incubados a 20°C por
60 dias. Apds incubacao, o micélio foi raspado com o auxilio de uma espatula e
triturado em almofariz, contendo nitrogénio liquido, com o auxilio de pistilo até a
formagdo de um poé micelial fino. Posteriormente, as amostras foram
individualmente transferidas para tubos de microcentrifuga (1,5 mL), e tratadas
com 750 pL de tampéao de extragdo por grama de micélio (CTAB 2x; NaCl 1,4
M; EDTA 20 mM, pH 8,0; Tris HCI 100 mM, pH 8,3 e PVP), 15 uL de 2-R-
mercaptoetanol. A seguir, as amostras foram homogeneizadas em agitador do
tipo vortex e incubadas a 65°C por 30 min. Apds incubacgédo, adicionaram-se as
amostras, 500 pL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), cuja
homogeneizagdo se deu pela inversdo manual dos tubos por varias vezes.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 5 min. Apds
centrifugacéo, o sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo tubo de
microcentrifuga. Em seguida, foram adicionados 500 pL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) por tubo e as amostras homogeneizadas mediante inversao
manual dos tubos e centrifugadas novamente a 12.000 g por 5 min. O
sobrenadante (aproximadamente 500 pL) foi recolhido e transferido para um
novo tubo de microcentrifuga contendo 0,9 volumes (450 uL) de isopropanol
frio. Subsequentemente, as amostras foram novamente centrifugadas a 12.000
g por 7 min e o pellet foi lavado por duas vezes em 500 L de etanol 70% frio.
Apoés cada lavagem, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 5 min.
Apds a ultima centrifugagdo os pellets foram mantidos em temperatura

ambiente para secagem por 30 min. Apés a secagem, o pellet de DNA foi
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ressuspenso em 50 uL de TE (Tris 10mM e EDTA 1mM, pH 8,0) a 37°C por 2-4
h e armazenados a -20°C. Posteriormente, o DNA foi diluido em agua destilada

esterilizada na proporcéo de 1:10 e quantificado em espectrofotémetro.

3.2.2. Amplificagao dos fragmentos ITS (espacador interno transcrito 1, regido
5.8S e espacgador interno transcrito 2 do rDNA) e LSU (grande subunidade 28S
do rDNA) por PCR

As reagdes de PCR foram realizadas em 25 uL de solugédo contendo 5—
10 ng/pL de DNA gendmico, 2 yL a 10 mM de dNTP, 1,5 yL a 0,2 mM de cada
primer, 1,75 U taq polimerase (Promega®), 5 uL de tampéo 5x (Promega®), 2
ML de MgCl; a 25 mM e agua esterilizada para completar o volume final. Os
primers utilizados para amplificagdo da regido ITS foram ITS1-ITS4
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG/TCCTCCGCTTATTGATATGC), (White, 1990) e
para a amplificaggo da regido LSU os primers LROR-LR5
(ACCCGCTGAACTTAAGC/TCCTGAGGGAAACTTCG), (Cheewangkoon et al.,
2008). As amplificagdes foram realizadas em termociclador nas seguintes
condigdes: 5 min a 96°C, seguidos por 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C e
1 min e 30 s a 72°C, seguidos de 4 min a 72°C de extens&o final para os
primers ITS1 e ITS4 e 4min a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 1 min a 94°C,
1min e 30 s a 53°C e 2 min a 72°C, seguidos de 4 min a 72°C de extenséo final
para os primers LROR e LR5. Os produtos resultantes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, contrastados em brometo de etideo. Os
produtos de PCR foram purificados usando o Kit High Pure PCR Product

Purification-Roche Diagnostics®.

3.2.3. Sequenciamento do DNA e analises

O sequenciamento do DNA foi realizado em sequenciador (Applied
BioSystems, Foster City, CA). Os primers ITS1-ITS4 e LROR-LR5 usados para
amplificacgo do DNA foram wusados no sequenciamento. Para o

sequenciamento da regido LSU foram utilizados também os primers internos
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LR3R (GTCTTGAAACACGGACC) e LR16 (TTCCACCCAAACACTCG),
(Cheewangkoon et al., 2008). As sequéncias foram determinadas usando um
auto-sequenciador ABI PRISM 3100 (AppliedBioSystems) e as sequéncias de
dados foram analisadas usando o Sequence Navigator version 1.0.1 (Applied
BioSystems). As sequéncias ITS e LSU dos isolados estudados foram
comparadas com sequéncias do GenBank de outras regides e paises através
do algoritmo BLASTn.

3.2.4. Amplificacdo de fragmentos utilizando primers especificos para T.

nubilosa

As reacdes de PCR foram realizadas em 25 pL de solugao contendo 5
ML de tampéo para PCR 5X (Promega®), 2 yL de MgCl,; a 25mM (Promega®),
2 I dNTP a 10 mM, 1,75 U de taq polimerase (Promega®), 1,5 uL dos primers
especificos a  0,2mM MNF-MNR (CGTCGGAGTAATACAACC/
AGGCTGGAGTGGTGAAATG) (Geetha et al, 2004) e MN1F-MN1R
(GCGCCAGCCCGACCTCC/ GGTCCCCGTCAGCGAAACAGT) (Maxwell et al.,
2005) e 2 pL de DNA gendmico (5-10 ng/uL) e agua esterilizada suficiente para
completar o volume final. As amplificacbes foram realizadas em termociclador
nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial de 10 min a 94°C seguida por 35
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, 1 min a 72°C e extens&o final por 10 min a
72°C para os primers MNF-MNR e 2 min a 85°C, seguidos de 30 ciclos de 2
min a 96°C, 30 s a 94°C e 30 s a 55°C, 2 min a 72°C e extensao final por 7 min
a 72°C para os primers MN1F-MN1R. Os produtos amplificados (5 pL) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e contrastados com

brometo de etideo.

3.2.5. Analises filogenéticas

Alinhamentos separados foram feitos para as regides ITS e LSU. As
analises filogenéticas incluiram sequéncias dos isolados obtidos a partir deste
estudo, 33 sequéncias obtidas do GenBank para a regido ITS (Tabela 1) e 43
sequéncias para a regido LSU (Tabela 2). Os taxons utilizados como outgroup

foram Dothidea insculpta e D. sambuci. As sequéncias de DNA foram alinhadas
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e adiconadas as sequéncias GenBank e outgroup utilizando o Sequencer
Alignment Editor v. 2.0a11 (Rarnbaut, 2002) e ajustadas manualmente quando
necessario . As analises filogenéticas das sequéncias de dados foram feitas no
Paup*v.4.0b10 (Swofford, 2003). Para a andlise de parcimbnia, os gaps de
alinhamento foram tratados como um caracter de quinto estado e todos os
caracteres eram desordenados e de peso igual. A analise de maxima
parcimOnia foi realizada utilizando a opgao de busca heuristica com taxa de
adicdo aleatdria de 100 para a regido LSU e 50 para a regido ITS e TBR
(arvore de bissecgao e reconstrugdo) com o algoritmo branch-swapping. As
ramificacbes de comprimento zero foram colapsadas e todas as multiplas
arvores igualmente parcimoniosas foram salvas. A robustez das arvores
obtidas foi avaliada em 1000 replicacbes de bootstrap (Hillis & Bull
1993). Comprimento de ramo (CR), indice de consisténcia (IC), indice de
retencao (IR) e indice de consisténcia redimensionado (RC) foram calculados e
as arvores resultantes foram construidas e editadas com TreeView v. 1.6.6
(Page, 1996). Todas as novas sequéncias geradas neste estudo foram

depositadas no banco de dados de nucleotideos do NCBI GenBank.

Tabela 1 — Espécies incluidas no estudo para andlises de comparagdo de sequéncia

da regiao ITS.
Espécie Acesso Genbank Referéncia
Teratosphaeria CBS111370  GQ852800 Crous et al., 2009¢
destructans
T. parva CBS122894 EU707877 Crous et al., 2008a
T. molleriana CBS 120746 EF394844 Crous et al., 2007c
T. cryptic CBS 111679 DQ302951 Crous et al., 2006
T. Mexicana CBS 110502 AY725558 Crous et al., 2004
T. fibrillosa CBS121707 EU707862 Crous et al., 2008a
CBS 110949 AY725575 Crous et al., 2004
T ohnowa CMW9102 AF468880 Hunter et al., 2004
CMW9103 AF468881 Hunter et al., 2004
CBS120745 EF394845 Crous et al., 2007c
CBS 111048 FJ493194 Crous et al., 2009a
T. flexuosa - AF309603 Crous et a., 2001
CBS111163 DQ302957 Crous at al., 2006
T. juvenalis CBS 111149 AY725514 Crous et al., 2004
CBS 116005 AY725572 Crous et al., 2004
T. nubilosa - EU255901 -
CPC933 AY725548 Crous et al., 2004
CPC934 AY725549 Crous et al., 2004




CPC12830 GQ852809 Crous et al., 2009c

CPC13828 GQ852812 Crous et al., 2009c

CPC13849 GQ852819 Crous et al., 2009c

T. perpendicularis CPC10983 DQ303006 Crous et al., 2006
T. pseudafricana CBS114782 DQ303008 Crous et al., 2006
Mycosphaerella CBS 111282 AY725552 Crous et al., 2004

lateralis

M. acaciigena CBS120740 EF394822 Crous et al., 2007c
M. ellipsoidea CBS110483 AY725545 Crous et al., 2004
M. scytalidii CBS51693 DQ303014 Crous et al., 2006
CPC10998 DQ303016 Crous et al., 2006
M. africana CBS68095 AY626981 Glen et al., 2007

M. endophytica CBS114662 DQ302953 Crous et al., 2006

M. heimii CBS120741 EF394837 Crous et al., 2007c

M. heimioides CBS111364 DQ267586 Hunter et al., 2006a
M. marksii CBS116316 DQ302980 Crous et al., 2006
M. parkii CBS38792 AY626979 Glen et al., 2007
M. communis CBS112890 AY725540 Crous et al., 2004
Dissoconium dekkeri - AF173309 Crous et al., 1999
CBS111282 AY725552 Crous et al., 2004
D. commune CPC10440 AY725541 Crous et al., 2004

Ramularia endophylla CBS113265 AY490763 Verkley et al., 2004
R. uredinicola CPC10813 GU214694 Crous et al., 2009d

R. aplospora CBS54582 EU040238 Crous et al., 2007b

R. proteae CBS112161 EU707899 Crous et al., 2008a

R. miae CBS120121 DQ885902 Crous & Groenewald, 2006
R. eucalypti CBS120726 EF394860 Crous et al., 2007c
Dothidea insculpta CBS 18958 AF027764 Jacobs & Rehner, 1998
D. sambuci CBS 19858 AY930109 Shoemaker & Hambleton, 2005

Tabela 2 — Espécies incluidas no estudo para analises de comparagdo de seqiiéncia da

regiao LSU.

Espécie Acesso Genbank Referéncia
Teratosphaeria sp. CPC14997 FJ372419 Crous et al., 2008b
T. destructans CBS111370 GQ852690 Crous et al., 2009b
T. parva CBS122892 EU707875 Crous et al., 2008a
T. molleriana CBS116370 GU214508 Crous et al., 2009d
T. cryptica CBS110975 GQ852682 Crous et al., 2009b
T. mexicana CBS110502 GU214507 Crous et al., 2009d
T. fibrillosa CBS121707 GU323213 Schoch et al., 2009
T. ohnowa CBS112896 EU019305 Crous et al., 2007a
T. flexuosa CBS111048 Fl493216 Crous et al., 2009a
CMWS5224 DQ246232 Hunter et al., 2006a
T. juvenalis CBS111149 EU019294 Crous et al., 2007a
T nubilosa CBS116005 EU019304 Crous et al., 2007a
CPC13849 GQ852707 Crous et al., 2009b
T. secundaria CBS115608 EU019306 Crous et al., 2007a
M. acaciigena CBS112516 GQ852600 Crous et al., 2009b




M. africana CBS116154 GQ852601 Crous et al., 2009b
M. ellipsoidea CBS110843 GQ852602 Crous et al., 2009b
M. endophytica CBS114662 GQ852603 Crous et al., 2009b
Cbs111519 DQ246255 Hunter et al., 2006a
M. heimii CBS110682 GQ852604 Crous et al., 2009b
M. heimioides CBS111364 DQ204752 Hunter et al., 2006b
M. marksii CBS110942 GQ852612 Crous et al., 2009b
M. parkii CBS38792 GQ852616 Crous et al., 2009b
M. stromatosa CBS101953 EU167598 Simon et al., 2009
M. pyri CPC3677 GU214495 Crous et al., 2009d
Dissoconium CBS114239 GQ852590 Crous et al., 2009b
commune
D. dekkeri CPC825 GU214422 Crous et al., 2009d
CPC1188 GU214424 Crous et al., 2009d
Ramularia acroptiti CBS120253 GU214689 Crous et al., 2009d
Pseudocercospora go154990  GQ852646 Crous et al., 2009b
schizolobii
P. fijiensis X300 GU214474 Crous et al., 2009d
P. ocimicola CPC10283 GU214678 Crous et al., 2009d
Penidiela columbiana CBS28680 EU019274 Crous et al., 2007a
Dothidea insculpta CBS18958 DQ247802 Schoch et al., 2006
D. sambuci CBS19858 AY930109 Shoemaker & Hambleton, 2005

4. Crescimento micelial e esporulagao em diferentes meios de cultura

O crescimento micelial de cinco isolados (PM01, PM02, PM06, PMO08 e
PM10) foi avaliado em diferentes meios de cultura. Testaram-se os meios V8
agar [100 mL/L de V8 (Campbell Soup Company) e 20 g/L de agar], V8 CaCOs;
(100 mL/L de V8, 2 g/L de CaCOg3e 20 g/L de agar), MEA (20 g/L de extrato de
malte e 20 g/L de agar), BDA [39 g/L de batata dextrose agar (Acumedia®)],
BCA (extrato de 20 g/L de batata, extrato de 20 g/l de cenoura e 20 g/L de
agar), MIC (10 g/L de farinha de soja, 10 g/L de dextrose e 10 g/L de agar),
CLA (20 g/L de agar — adicao de 4 fragmentos de folhas de cravo por placa),
MEG (macerado de 200 g/L de folhas de E. globulus e 20 g/L de agar), FEG
(filtrado de 200 g/L de folhas de E. globulus e 20 g/L de agar), ACA (1000 mL
de agua de coco (Ducoco) e 20 g de agar), CVA (200 mL de caldo de vegetais,
20 g/L de agar e 100 mL de agua destilada), (Pereira et al., 2003) e AVSA (20
g/L de aveia, 15 g/L de sacarose e 20 g/L de agar). Realizaram-se dois
ensaios, o primeiro com os isolados PM01, PM02 e PM06 e o segundo com os
isolados PM06, PM08 e PM10 (Tabela 2). Discos de cultivo de 5 mm (primeiro

ensaio) ou 3 mm (segundo ensaio) de didametro foram retirados das bordas de
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colbnias crescidas em meio BDA por 40 dias a 20 °C e fotoperiodo de 12 h e
transferidos para placas de Petri (6 mm), contendo 5 mL dos respectivos meios
de cultura. As placas foram mantidas a 20 °C no escuro em delineamento
inteiramente casualizado no esquema fatorial (meio x isolado) com cinco
repeticdes de cada meio de cultura-isolado testado. A cada sete dias avaliou-se
o didmetro da colbénia. Aos 14 dias de incubacgao, as culturas foram submetidas
a luz negra continua a fim de estimular a esporulacdo. A cada sete dias,
avaliou-se a presenca de esporulacdo das colbnias sob microscopio
estereoscopico.

Os dados de diametro em funcédo do tempo foram utilizados para calcular a
area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) empregando-se a
formula: AACCM = [(Yi+1+Yi)/2][Xi+1-Xi]onde,

Yi = média do crescimento micelial (por unidade de tempo) na i - ésima
observacao;
X i =tempo em (dias) nai - ésima observacao e,
n = numero total de observagdes

Realizou-se a analise de varidncia e compararam-se as meédias dos
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o software SAS
(SAS/STAT. 1989).
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RESULTADOS

1. Isolamento e obtengao das culturas monoascosporicas

Foram obtidos 19 isolados monoascospéricos, sendo onze provenientes

de amostras de Santa Catarina e oito do Rio Grande do Sul (Tabela 3).

Tabela 3 — Espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria encontrados

associados a MLD no Brasil

Isolado n:ijRl’ I\/IIDS;) Identificago® Clone Eitjl(:?age
PMO1 - - M. scytalidii Anselmo Rama SC
PMO02 - - T. ohnowa Anselmo Rama SC
PMO03 - - T. pseudafricana Anselmo Rama SC
PMO04 - - T. ohnowa Batman SC
PMO5 - - M. lateralis Batman SC
PMO6 - - T. flexuosa Batman SC
PMO7 - - T. ohnowa Batman SC
PMO08 + + T. nubilosa Batman SC
PMO09 + + T. nubilosa Semente RS
PM10 + + T. nubilosa Semente RS
PM11 + + T. nubilosa Semente RS
PM12 + + T. nubilosa Semente RS
PM13 + + T. nubilosa Semente RS
PM14 + + T. nubilosa Semente RS
PM15 - - T. ohnowa Rivera SC
PM16 - T. pseudafricana Anselmo Rama SC
PM17 - - T. perpendicularis Rivera SC
PM18 + + T. nubilosa Semente RS
PM19 + + T. nubilosa Semente RS

1)

2)

3)
4)

PCR espécie-especifica para T. nubilosa utilizando os primers NMF e NMR (Geetha

et al

., 2004)

PCR espécie-especifica para T. nubilosa utilizando os primers NM1F e NMI1R
(Maxwell et al., 2005)
Com base na andlise filogenética da regiao ITS1-gene 5.8s-ITS2
Estado de SC = Santa Catarina e RS = Rio Grande do Sul (Brasil)
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2. Caracterizagao das lesdes

As amostras de folhas apresentaram lesées de tamanhos variaveis (1 x
2 a7 x 8 mm no clone Anselmo Rama; 0,5 x 0,5 a 8 x 9 mm no clone Batman;
1x1a7x10 mm no clone Rivera; 2 x2 a7 x9 mm no material da Aracruz),
de coloragao predominantemente palha, com presenca de pseudotécios nas
superficies adaxial e abaxial das folhas, bordas irregulares ou ndo (Figura 1).
Cortes histolégicos revelaram a presenga de pseudotécios, contendo ascas
bitunicadas com oito ascdsporos uniseptados, caracteristica das familias

Mycosphaerellaceae e Teratosphaeriaceae.

Figura 1 — Lesbes foliares causadas por Mycosphaerella sp e Teratosphaeria sp. A) Clone

Anselmo Rama; B) Clone Batman; C) Clone Rivera; D) Material Aracruz.

3. Padrao de germinacao dos ascosporos

Os padrdes de germinacéo dos ascésporos observados (Figura 2) foram
oC,D,F, G, I, KelL (Figura 3) para T. nubilosa, T. parkii, T. africana, T.

juvenis, M. lateralis, T. flexuosa e T. suttoniae.
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Figura 2 — Padrbes de germinacao dos ascosporos ejetados. A, G, H e | - padrédo F, tipico de
Mycosphaerella juvenis . B — padrdo L, tipico de Mycosphaerella suttoniae. C — padrao G, tipico
de Mycosphaerella africana e padrdo K, tipico de Mycosphaerella flexuosa. D — padréo F e
padrao K. E — padrao D, tipico de Mycosphaerella parkii. F — padrao |, tipico de Mycosphaerella
lateralis.

Figura 3: Padrées de germinagéo observados nas culturas identificadas. Padrao D, tipico de
Mycosphaerella parkii, padrao F, tipico de Mycosphaerella juvenis, padrdo G, tipico de
Mycosphaerella africana padrdo H, tipico de Mycosphaerella mexicana, padrdo J, tipico de
Mycosphaerella colombiensis, padréo K, tipico de Mycosphaerella flexuosa, padrao M, tipico de

Mycosphaerella suttoniae e padréo N, tipico de Mycosphaerella parva.
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4. Analises filogenéticas

Aproximadamente 1700 bases, abrangendo as regides ITS e LSU, foram
obtidas das amostras sequenciadas. A regido ITS foi utilizada nas analises
filogenéticas para um posicionamento em nivel de género (Figura 4) e a regiao
LSU para determinar as relagdes em nivel de espécies (Figura 5) das amostras
estudadas. Dentre o alinhamento ITS que continha 64 taxons incluindo as duas
sequéncias outgroup, 511 caracteres foram usados nas analises filogenéticas,
destes, 262 foram de parciménia-informativa, 27 foram variaveis e parciménia-
nao informativa e 222 foram constantes. As 22 arvores igualmente mais
parcimoniosas foram retidas a partir de busca heuristica e a primeira delas esta
demonstrada na figura 4 (TL = 1035, Cl = 0531, RI = 0.861, RC = 0.458). O
alinhamento LSU continha 54 taxons com 754 caracteres utilizados nas
analises filogenéticas. Destes 172 foram de parciménia-informativa, 50 foram
variaveis e parcimbnia-ndo informativa e 532 foram constantes. Somente
dezesseis arvores igualmente mais parcimoniosas foram retidas pela busca
heuristica e a primeira delas € mostrada na figura 5 (TL = 549, Cl = 0.563, Rl =
0.845, RC = 0.476).

Os primers especificos para T. nubilosa amplificaram fragmentos de
aproximadamente 200pb (MNF-MNR) e 400pb (MN1F-MN1R) apenas para os
isolados PM08, PM09, PM10, PM11, PM12, PM13, PM14, PM18 e PM19 o que

reforca os resultados obtidos nas analises filogenéticas para esta espécie.
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Dothidea insculpta AF027764
— Dothidea sambuci AY930109
1;30 i\$?{225555i9|| Dissoconium commune
AF173309
75 PMO5 Dissoconium dekkeri
AY725552
100 Pﬂl\/?/gﬁsphaereﬂa endophytica DQ302953
2} DQ303014 | Mycosphaerella scytalidii
DQ303016
.-'L;;'ycosphaereﬂa parkii AY626979
Mycosphaerella marksii DQ302980
Wcosphaereﬁa africana AY626981
cosphaerella ellipsoidea AY725545
lycosphaerella heimioides DQ267586
ﬂﬁcosphaereﬂa acaciigena EF394822
cosphaerella heimit EF394837
amularia endophylla AY490763
Ramularia uredinicola GU214694
Ramularia aplospora EU040238
Ramularia proteae EU707899
Ramularia miae DQ885902
Ramularia eucalypti EF394860
Teratosphaeria mexicana AY725558
100; PM 03
671 PM 16 Teratosphaeria pseudafricana
DQ303008
Teratosghaerfa parva EUT07877
PM 1

DQ303006 Teratosphaeria perpendicularis

r AF309603
o E‘ﬁ%? 94 Teratosphaeria flexuosa
DQ302957
- PM 07
r PM 02
1001 PM 15
PM 04 Teratosphaeria oh
AF468881 eratospnaeria onnowa
AY725575
EF394845
AF468880
Teratosphaeria molleriana EF394844
100 Teratosphaeria fibrillosa EU707862
Teratosphaeria juvenalis AY725514
Teratosphaeria crjépﬁca DQ302951
Teratosphaeria destructans GQ852800
66 EU255901
— PM13
AYT725549
AY725548
PM 11
109 P 18
PM 12
GQ852819 | Teratosphaeria nubilosa
PM 08
PM 09
PM 14
PM 19
GQ852809
PM 10
g2| AY725572
GQ852812

100

10 changes

95

61

Figura 4: A primeira das 22 arvores igualmente mais parcimoniosas obtidas a partir da
busca heuristica com taxa de adicdo 50 aleatorizagbes para o alinhamento de
sequéncias ITS. A barra de escala mostra 10 alteracbes e os valores de suporte
bootstrap (1000 replicagbes) estdo mostrados nos nds. As sequéncias das espécies
tipo estdo destacadas em negrito e ramos presentes na arvore consenso estéo
espessados. A arvore foi enraizada com sequéncias de duas espécies de Dothidea.
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Dothidea sambuci AY930109
Dothidea insculpta DQ247802
Ramularia acroptili GU214689
1007 Mycosphaerella africana GQB852601
Mycosphaerella ellipsoidea GQ852602
Mycosphaerella endophytica DQ246255
Mycospaherella scytalidii PM 01
Mycosphaerella endophytica GQ852603
Mycosphaerella stromatosa EU167598
100 Dissoconium commune GQ852530
Dissoconium dekkeri GU214422
Dissoconium dekkeri GU214424
Dissoconium dekkeri PM 05
Mycosphaerella parkii GQ852616
Mycosphaerella marksii GQ852612
Mycosphaerella acaciigena GQ852600
Mycosphaerella heimioides DQ204752
Mycosphaerella heimii GQ852604
Mycosphaerella pyri GU214495
Pseudocercospora schizolobii GQ852646
Pseudocercospora fijiensis GU214474
Pseudocercospora ocimicola GU214678
Pseudocercospora sp. PM15
—— Teratosphaeria parva EU707875
Teratosphaeria sp. FJ372419
Penidiella columbiana EU019274
Teratosphaeria mexicana GU214507
Teratosphaeria pseudafricana PM 03
82 Teratosphaeria pseudafricana PM 16
Teratosphaeria perpendicularis PM 17
Teratosphaeria secundaria EU019306
Teratosphaeria flexuosa PM 06
Teratosphaeria flexuosa FJ493216
Teratosphaeria flexuosa DQ246232
Teratosphaeria ohnowa EU019305
Teratosphaeria ohnowa PM 07
Teratosphaeria ohnowa PM 04
Teratosphaeria ohnowa PM 02
Teratosphaeria cryptica GQ852682
r Teratosphaeria juvenalis EU019294
Teratosphaeria destructans GQ852690
E Teratosphaeria molleriana GU214508
57 Teratosphaeria fibrillosa GU323213
EU019304
PM 19
PM18
PM 14
PM13
of” PM 12 Teratosphaeria nubilosa
PM 11

100

10 changes

GQ852707

Figura 5: A primeira das dezesseis arvores igualmente mais parcimoniosas obtidas a
partir da busca heuristica com taxa de adicao 100 aleatorizagbes para o alinhamento
de sequéncias LSU. A barra de escala mostra 10 alteracbes e os valores de suporte
bootstrap (1000 replicagdes) estdo mostrados nos nés. As novas sequéncias geradas
neste estudo aparecem em negrito e ramos presentes na arvore consenso estdo
espessados. A arvore foi enraizada com sequéncias de duas espécies de Dothidea.
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5. Crescimento micelial e esporulacdo em diferentes meios de cultura

Houve interacdo significativa entre isolados e meios de cultura
(P<0,0001), ou seja, o crescimento micelial dos isolados variou de acordo com
o0 meio de cultura (Tabela 4).

Tabela 4 — Area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) de isolados

de M. scytalidii, T. ohnowa, T.flexuosa, T. nubilosa' e T. nubilosa?

Ensaio | | Ensaio I
M. scytalidii T. chnowa T. flexuosa T. nubilosa’ T. nubilosa® T. flexuosa
94,4 A**b* 102,31 Ab 114,52 Aa 55.16 Ab 56.84 Ab 123.76 Aa
ACA ACA ACA BDA BDA ACA
84,67 ABb 84,07 Bb 98,28 Ba 54,25 Ab 51.59 Ab 101.92 ABa
MEA MEA MEA AVSA AVSA V8
78,26 BCb 83,72 Bb 94,99 BCa 47.04 Ab 50.61 ABb 101.43 ABa
BDA AVSA AVSA MEA MEA AVSA
77,53 BCb 79,56 Bb 94,50 BCa 46.69 ABb 47.74 Bb 100.06 ABa
AVSA MIC V8 MIC MIC MEA
70,53 CDb 75,78 BCb 91,42 BCa 41.09 Bb 45.43 BCb 98.7 ABa
CLA BDA MIC CVA BCA MIC
70,21 CDb 69,61 CDb 87,99 DEa 37.66 BCb 45.15 BCb 93.87 Ba
CVA V8 BDA V8CaCO3 CVA BDA
69,37 CDb 65,84 DEb 84,35 Ea 37.03 BCb 42.35 BCb 89.81 Ba
MIC CVA V8CaCO3 V8 CLA FEG
68,50 CDb 65,73 DEa 83,16 EFa 36.61 EFb 39.62 Cb 88.34 BCa
V8CaCO3 FEG CVA BCA ACA CVA
64,51 DEab 64,30 DEab 83,16 EFa 35.42 BCb 39.41Cb 87.78 BCa
BCA CLA BDA ACA V8CaCO3 V8CaCO3
59,92 EDb 58,98 EFb 77,98 Fa 32.83 Cb 38.92 Cb 86.17 BCa
V8 V8CaCO3 CLA MEG V8 BCA
52,85 EFb 54,47 Fb 62,09 Gab 31.71Bb 32.90 Db 83.89 BCa
FEG BCA FEG CLA FEG CLA
42,14 Fb 53,34 Fa 47,04 Hab 30.73 Cb 31.99 Db 51.73 Da
MEG MEG MEG FEG MEG MEG

**Médias seguidas por letras mailsculas equivalem a comparagdes na vertical e * médias seguidas por letras
minusculas equivalem a comparagdes na horizontal. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia. CV (%): 5,62 para ensaio | e 6,06 para ensaio Il.

' —isolado PM10

% isolado PM08

No primeiro ensaio, 0 meio que proporcionou maior crescimento micelial
foi o ACA para os isolados PM01, PM02 e PMO06, seguido por MEA para os
isolados de PM01, PM02 e PM06 e BDA foi o terceiro melhor meio para o
isolado PMO01, MIC para o isolado PM02 e AVSA para o isolado PM06. No meio
MEG o crescimento foi inferior aos demais para os isolados avaliados. Ja no
segundo ensaio, os melhores meios para os isolados PM10 e PM08 foram
BDA, seguido de AVSA e MEA e para o isolado PM06 foram ACA, V8 e AVSA.
O meio FEG foi o menos eficiente para o crescimento do isolado PM10 e o
meio MEG para os isolados PM08 e PM06 (Figuras 6 e 7).
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Nenhum dos meios testados induziu a esporulagao, sob as condi¢des de

incubacgéo testadas.

Figura 6 — Ensaio de crescimento micelial em diferente meios de cultura. 1 — BDA; 2 — BCA; 3 —
V8; 4 —V8CaCOs3; 5 —MEG; 6 — FEG; 7 — ACA; 8 — AVSA; 9 — CVA; 10 - CLA; 11 —MEA e 12 - MIC. A —
Mycosphaerella scytalidii (PM01). B — Teratosphaeria ohnowa (PM02). C — Teratosphaeria flexuosa

(PMOS).

NSFASA A AN A A TA- A
Figura 7 — Ensaio de crescimento micelial em diferente meios de cultura. 1 — BDA; 2 — BCA; 3
—V8; 4 —V8CaCO;; 5 —MEG; 6 — FEG; 7 — ACA; 8 — AVSA; 9 — CVA; 10 - CLA; 11 - MEA e
12 — MIC. A - Teratosphaeria nubilosa (PM10). B — Teratosphaeria nubilosa (PM08). C —
Teratosphaeria flexuosa (PMO06).
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DISCUSSAO

As lesbdes em E. globulus incitadas por Mycosphaerella e Teratosphaeria
podem variar de acordo com a espécie do patégeno e hospedeiro (Hunter et
al., 2004). Neste trabalho, observaram-se diferencas na forma, na coloragéao,
no tamanho, na quantidade e na distribuicdo de pseudotécios nas lesdes que
podem estar relacionadas a espécie do fungo presente. Nao raro, patdégenos
secundarios e oportunistas colonizam tecidos necréticos resultantes de
infeccdo de patdgenos primarios, injurias por insetos ou senescéncia natural
das folhas (Crous et al., 2006). Acredita-se que M. marksii, M. parkii, T.
nubilosa, T. suberosa e T. suttonii sejam as espécies mais comuns no Brasil
(Alfenas et al., 2009), associadas a Eucalyptus spp. Patdégenos primarios como
T. nubilosa e T. cryptica colonizam o tecido foliar vivo e adquirem nutrientes de
forma hemibiotréfica (Hunter et al., 2009).

A identificacdo de espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria
baseada em caracteristicas morfologicas € complexa. Em geral € baseada em
pequenas diferengcas nas dimensdes, na forma, no padrdo de germinagédo dos
ascosporos e na associacdo com a espeécie hospedeira (Crous, 1998). Os
padrées de germinagao dos ascosporos observados, neste estudo, foram C, D,
F, G, |, K e L tipicos respectivamente de T. nubilosa, T. parkii, T. africana, T.
juvenis, M. lateralis, T. flexuosa e T. suttoniae. Contudo, somente foram
isoladas as espécies T. nubilosa, T. lateralis e T. flexuosa. O padrdo de
germinagao parece nao ser um bom critério para diferenciagdo de espécies,
uma vez que pode variar dependendo do meio de germinagdo (agua ou meio
de cultura) (Crous,1998), e com o estadio fenolégico da folha. Perez et al.
(2009a) ao examinarem o padrao de germinagao de ascésporos de T. nubilosa
ejetados de lesdes de E. globulus verificaram padrao de germinagao F a partir
de folhas juvenis e intermediarias, diferentemente do observado em
ascosporos ejetados de lesdes de folhas adultas. Analogamente Carnegie
(2007), ao estudar T. nubilosa observou ascosporos germinados com multiplos
tubos germinativos.

Neste trabalho, ndo foi realizado um monitoramento entre a lesdo e a

espéecie de Mycosphaerella e Teratosphaeria isolada, porém observou-se a
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presenca de diferentes padrdes de germinagcdo de ascédsporos advindos de
uma mesma lesdo. Diferentes espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria
podem ser encontradas em uma unica folha e até mesmo em uma mesma
lesdo (Crous & Wingfield, 1996). Mycosphaerella lateralis, M. grandis e M.
parva tem sido frequentemente associadas secundariamente a lesdes
causadas por outras espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria (Milgate et
al., 2001; Crous et al., 2006)

A co-ocorréncia de mais de uma espécie em uma mesma lesdo, a
necessidade de empregar culturas monoascosporicas, o lento crescimento
micelial e a auséncia de esporulagdo do fungo em cultura dificultam sua
identificacdo (Crous et al., 2004). Crous et al. (2006) concluiram ser impossivel
identificar espécies de Mycosphaerella e Teratosphaeria de Eucalyptus sem a
utilizacao de analises de sequéncias de DNA.

A utilizacdo de técnicas moleculares tem contribuido para o aumento do
numero de espécies descritas nos ultimos anos (Silva et al., 2009). Sequéncias
de nucleotideos de DNA podem diferir entre espécies de Mycosphaerella e
Teratosphaeria e por isso tem sido amplamente utilizadas em estudos de
taxonomia e filogenia destes géneros (White et al., 1990; Crous et al., 2001).
Crous et al. (2006) e Hunter et al. (2006a), ao empregarem varias sequéncias
de DNA de Mycosphaerella spp., verificaram que a regido ITS oferece
resolugdo suficiente para distinguir espécies. No presente estudo, foram
empregadas sequéncias de DNA das regides ITS e LSU para as comparagdes
filogenéticas e consequentemente identificacdo dos isolados obtidos. Foram
identificadas duas espécies de Mycosphaerella e cinco de Teratosphaeria. Os
isolados de Mycosphaerella foram identificados como M. scytalidii e M. lateralis
e quando comparadas com outras sequéncias, foram agrupadas em diferentes
clados, conforme foi encontrado por Crous et al. (2006). Existem trés relatos de
M. scytalidii, sendo o primeiro na Colédmbia e o segundo no Brasil em E.
globulus (Crous et al.,, 2006) e recentemente no Uruguai em E. grandis, E.
dunni e E. globulus (Pérez et al., 2009). M. lateralis primeiramente descrito
como hiperparasita de T. nubilosa e T. cryptica (Hoog et al., 1991; Jackson et
al., 2005) teve sua patogenicidade confirmada por Jackson et al.(2005). M.
lateralis j& foi relatada na Australia, Africa do Sul, Zambia, Bolivia, Espanha,

Portugal e no Uruguai em E. grandis, E. globulus, E. saligna, E. nitens, E.
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maidenii e hibridos de E. grandis x E. saligna (Crous, 1998; Maxwell, 2000;
Crous et al., 2006; Perez et al., 2009).

Das cinco espécies identificadas como Teratosphaeria, somente T.
nubilosa foi relatada no Brasil (Perez et al., 2009b). Teratosphaeria ohnowa foi
relatada na Africa do Sul e Australia em E. grandis e no Uruguai em E. viminalis
(Crous et al., 2004; Crous et al., 2007b; Perez et al., 2009), T. pseudafricana foi
relatada em Zambia em E. globulus (Crous et al., 2006), T. perpendicularis foi
relatada na Coldmbia em hibridos de E. urophylla x E. urograndis (Crous et al.,
2006) e T. flexuosa na Coldbmbia em E. globulus (Crous, 1998). Porém a
patogenicidade de T. pseudafricana e T. flexuosa ainda nao foi comprovada.

Dentre as espécies identificadas neste estudo, T. nubilosa € a mais
importante por incitar intensa desfolha em Eucalyptus globulus em varios
paises. Recentemente foi identificada em plantios de E. globulus e E. dunnii no
Uruguai e E. globulus no Brasil (Perez et al., 2009b). Neste estudo, T. nubilosa
foi constatada no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, onde tem causado
intensa desfolha em E. globulus.

Em um estudo de genética de populagdo no Uruguai, Perez et al.
(2009a) encontraram um unico haplétipo do patégeno idéntico ao haplotipo
encontrado na Espanha e em Portugal, onde a populagdo de T. nubilosa é
também monoclonal (Hunter et al., 2008). Os autores sugeriram que o
patdgeno foi introduzido no Uruguai a partir material vegetativo desses paises.
E possivel que este patdgeno tenha sido introduzido no Brasil a partir do
Uruguai em virtude da proximidade das areas de plantio e intercambio de
material genético entre os dois paises.

O plantio de materiais resistentes € a unica estratégia de controle da
doenca (Alfenas et al., 2009). Recentes estudos tém mostrado a existéncia de
variabilidade genética para resisténcia a mancha foliar e desfolha em E.
globulus, causadas por Mycosphaerella spp. e Teratosphaeria spp., tornando a
resisténcia genética um método factivel no controle da doenga (Freeman,
2008).

Para a selecdo de materiais resistentes a partir de inoculagdo sob
condicbes controladas € fundamental desenvolver métodos de producao
massal e esporulagdo do patégeno em cultura bem como estabelecer

protocolos de inoculagcdo e quantificacdo da doenca. Neste estudo,
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compararam-se meios de cultura para o crescimento e esporulagdo do fungo,
uma vez que a composicdo do meio determina a quantidade e qualidade do
crescimento micelial e esporulagdo (Dhingra & Sinclair, 1995). Espécies de
Mycosphaerella e Teratosphaeria apresentam crescimento lento e geralmente
nao esporulam em meios de cultura (Crous, 1998). Neste estudo nenhum dos
meios testados proporcionou esporulagcao dos fungos testados, entretanto os
meios ACA e MEA proporcionaram melhores taxas de crescimento para T.
nubilosa, T. flexuosa, T. pseudafricana e M. scytalidii, enquanto V8-agar foi
eficiente apenas para T. flexuosa. Os meios MEA, BDA e AVSA séao
comumente utilizados em estudos com espécies de Mycosphaerella e
Teratosphaeria (Crous et al. 2009a). Neste estudo esses meios estdo entre os
melhores para crescimento micelial, porém nao induziram esporulacdo das
espécies testadas. Estes resultados dédo suporte a estudos futuros para a
producao massal de inéculo.

Neste trabalho foram encontradas seis espécies de Mycosphaerella e
Teratosphaeria em apenas quatro materiais de E. globulus, o que sugere que
podem existir muitas outras espécies associadas a Eucalyptus no Brasil.
Comparacado de sequéncias de DNA baseada em multiplos genes deve ser
realizada para o levantamento das espécies que ocorrem no Brasil. Além
disso, sdo necessarios estudos sobre a patogenicidade dessas espécies em
Eucalyptus, visto que muitos autores focam apenas na identificagcdo e

descricdo de novas espécies.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

e Mais de uma espécie de Mycosphaerella e/ou Teratosphaeria esta
associada a mancha foliar e desfolha de E. globulus no Brasil.

e Diferentes espécies podem co-ocorrer em uma mesma folha ou lesao.

e As espécies T. pseudafricana, T. perpendicularis, T. flexuosa, T. ohnowa
e M. lateralis foram identificadas pela primeira vez no Brasil.

e Os meios ACA, MEA, BDA, MIC e AVSA foram os mais favoraveis para
o crescimento micelial de M. scytalidii, T. ohnowa e T. flexuosa.

e Teratosphaeria nubilosa apresentou melhor crescimento nos meios BDA,
seguido de AVSA e MEA.

e Nenhum dos meios de cultura testados propiciou a esporulagdo das

especies testadas.
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