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RESUMO

GRACA, Rodrigo Neves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2007.
Penetracdo e condicdes favoraveis a infeccdo de Cylindrocladium pteridis em
eucalipto. Orientador: Acelino Couto Alfenas. Co-orientadores: Luiz Ant6nio
Maftia e Douglas Lau.

Avaliaram-se os efeitos da concentragdo de inoculo, do tempo de molhamento
foliar, da idade da planta e da posi¢do dos ramos na copa sobre a severidade da mancha
foliar e desfolha, causados por Cylindrocladium pteridis em dois clones hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla. Os padroes de adesdo, germinagdo e penetragao do
patégeno em folhas jovens e velhas de eucalipto foram avaliados em microscopio
eletronico de varredura (MEV). Nos experimentos de concentragcdo de indculo, tempo
de molhamento foliar e de idade da planta ndo se observou desfolha nos ter¢os mediano
e apical, sendo utilizados nas andlises estatisticas apenas os valores de desfolha,
aferidos no terco basal. Nos mesmos experimentos, em folhas jovens ocorreram valores
muito baixos de area foliar lesionada, e por isso utilizou-se, nas andlises, a média de
severidade do segundo par de folhas totalmente expandidas (velhas) contado da base
para o apice do ramo mediano do terco basal das plantas inoculadas. Os valores de area
foliar lesionada e de desfolha aumentaram a medida que se variou a concentracdo de
inoculo de 1x10% a 1x10° conidios/mL, em ambos os clones. Observou-se incremento na
severidade da doenga (4rea foliar lesionada e desfolha) com o aumento do tempo de
molhamento foliar. A severidade da doenga foi significativamente maior em plantas
mais velhas. A posicdo dos ramos na copa afetou significativamente os valores de

desfolha e area foliar lesionada. A desfolha foi significativamente maior em ramos
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situados proximos da base, tendendo a zero no sentido do 4pice, em ambos os clones.
Assim como observado para desfolha, os maiores valores de area foliar lesionada
ocorreram em folhas de ramos situados no ter¢o basal das plantas, dos dois clones
testados. A correlagdo de Pearson entre desfolha e area foliar lesionada foi significativa
em todos os experimentos (r > 0,8) indicando alta associacao entre estas duas varidveis.
Observagdes em microscopio eletronico de varredura (MEV) mostraram que a
penetracao de C. pteridis em folhas de eucalipto ocorre tipicamente por estdmatos e que
ndo hé diferenca no niimero de penetracdes entre folhas jovens e velhas, embora a
severidade da doenga seja mais elevada em folhas mais velhas. Os resultados deste
trabalho, permitem concluir que a penetragao de C. pteridis em folhas de eucalipto
ocorre tipicamente por estobmatos e que em estudos deste patossistema deve se empregar
suspensdo de inoculo a 1x10* conidios/mL, tempo de cdmara de nevoeiro de 48h e aferir

a desfolha em ramos do terco basal de plantas com mais de 120 dias de idade.
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ABSTRACT

GRACA, Rodrigo Neves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2007.
Penetration and favorable conditions to infection of Cylindrocladium pteridis
in eucalypt. Adviser: Acelino Couto Alfenas. Co-Advisers: Luiz Anténio Maffia
and Douglas Lau.

The effects of inoculum concentration, duration of leaf wetness period, plant age,
and stem position on the severity of leaf spot and defoliation caused by
Cylindrocladium pteridis in eucalypts were assessed in greenhouse studies using two
hybrid clones of Eucalyptus grandis x E. urophylla. The pattern of adhesion,
germination, and penetration of the pathogen in eucalypts leaf was evaluated trough
Scanning Electronic Microscopy (SEM). In the experiments of inoculum concentration,
wetness period, and plant age, defoliation was not observed in the median and apical
parts of the plants. Therefore only the values of defoliation on the lower part of plants
were analyzed. Since young leafs showed low values of affected leaf area, disease
severity was assess on the second completely expanded leaf pair counted from the base
to the top of the main twig of the basal third part of the plant. The values of affected leaf
area and defoliation increased as inoculum concentration increased from 1x107 to 1x10
conidia/ml, in both clones. Disease severity also increased as time of leaf wetness
duration increased from 6 to 48h. Disease severity was also significantly higher on older
plants. Twig position in plants affected significantly the values of affected leaf area and
defoliation. Defoliation was significantly higher at stem base tending to zero to the apex,
in both clones. As observed for defoliation, the highest values of affected leaf area were

observed at stem base, in both clones. The Pearson correlation between defoliation and



affected leaf area was significantly in all experiments (r > 0,8) showing high association
between this two variables. Scanning Electronic Microscopy (SEM) showed that the
penetration of C. pteridis in eucalypts leafs occurs through stomata. No differences in
the number of penetration between young and old leaves were found. The results of the
present study showed that this fungus penetrates eucalyptus leaves typically by stomata
and in studies of this patosystem, one should use inoculum suspension at 1x104
conidia/ml, 48 of mist chamber, > 120 day old plants, and score defoliation at the third

basal part of the plants.
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1. INTRODUCAO

Espécies de Cylindrocladium infectam diversas espécies hospedeiras, e causa
perdas significativas, principalmente nas condi¢des tropicais e subtropicais (Alfenas,
1986; Crous e Wingfield, 1994; Cedeno e Carrero, 2000; Poltronieri et al., 2004). As
diferentes espécies deste fungo que infectam eucalipto podem causar tombamento de
mudas (“damping off”), podridao de raizes, cancros, queima de brotos, manchas foliares
e desfolha (Alfenas, 1986; Ferreira, 1989; Cedeno e Carrero, 2000, Alfenas et al.,
2004). A mancha foliar e desfolha causadas por Cylindrocladium pteridis F.A.Wolf.
(teleomorfo Calonectria pteridis Crous, Wingfield e Alfenas) ¢ uma das principais
enfermidades foliares da eucaliptocultura no Brasil (Ferreira, 1989; Ferreira ¢ Milani,
2002; Alfenas et al., 2004).

Cylindrocladium pteridis foi descrito em 1926 como agente causal da mancha
marrom em samambaia “chapéu de couro”, Polystichum adiantiforme (G. Forst.) J.Sm.,
na Florida (Wolf, 1926). Os primeiros relatos deste patdgeno no Brasil datam de 1975
(Hodges et al., 1975) e 1986 (Dianese, 1986), nos estados da Bahia e do Para,
respectivamente, causando queima de aciculas de Pinus caribaea var. hondurensis
(Sénécl.) W.H.G. Barret & Golfari. No Maranhdo, em 1981 foi observado causando
mancha foliar em coqueiro (Silva e Souza, 1981) e no mesmo ano foi isolado a partir de
amostras de solos cultivados com Crotalaria sp. no Distrito Federal (Almeida e Bolkan,
1981). O primeiro relato de C. pteridis em eucalipto ocorreu no final da década de 60,
em plantas de Eucalyptus cinerea F. Muell. en Benth. nos Estados Unidos (Sobers,
1968). No Brasil a mancha-de-pteridis em eucalipto foi relatada em 1995, induzindo

severa desfolha em plantagdes clonais de E. grandis, com um ano de idade (Ferreira et



al.,, 1995). Atualmente a doenga esta amplamente distribuida no pais, e incide mais
severamente em plantios no estadio fenolégico B (Ferreira, 1989), de seis meses até 2-3
anos apods o plantio. A doenca caracteriza-se por lesdes foliares, inicialmente, pequenas
e arredondadas de coloracdo cinza clara, progredindo para manchas coalescidas de
coloragao marrom clara, podendo ocupar todo o limbo foliar, que resultam em intensa
desfolha em gendtipos suscetiveis (Ferreira et al., 1995). Acredita-se que a desfolha
provocada pelo fungo pode reduzir o incremento volumétrico da planta e facilitar o
crescimento de plantas invasoras, devido a entrada de luz no sub-bosque, tornando as
plantas sujeitas aos efeitos da mato-competi¢do. A doenga ¢ mais severa em condigdes
de altas temperaturas e periodos prolongados de chuva (Alfenas et al., 2004).
Observagdes em nivel de campo de infecgdes naturais de C. pteridis e inoculagdes
em condi¢des de casa de vegetacdo indicam que, em eucalipto, a resisténcia pode ser
quantitativa e parece haver correlacdo positiva entre aumento da idade das folhas e
suscetibilidade a doenca (dados ndo publicados). Essas caracteristicas dificultam a
separacdo de materiais genéticos quanto a resisténcia. Fendmeno similar ocorre em
outros patossistemas. Folhas velhas de Coix lacryma-jobi L. inoculadas com Bipolaris
coicis (Y. Nisikado) Shaemaker, apresentam maior severidade da doenga (area foliar
lesionada) que folhas novas, independentemente do estadio de desenvolvimento da
planta e da cultivar inoculada (Chang e Hwang, 2003). No patossistema trigo-
Pyrenophora tritici-repentis (Diedicke) Drechsler, folhas velhas sdo mais suscetiveis a
doenga que folhas jovens (Riaz et al., 1991). Em diversos estudos, a resisténcia de
plantas de batata a Alternaria solani Sor. foi também afetada pela idade das folhas, e
folhas velhas sdo mais suscetiveis que jovens (Broggio e Ranucci, 1992; Rotem, 1994;
Stevenson, 1994). Ademais, maior periodo de incubacdo e menores valores de nlimero
de lesdes, taxa de expansao de lesdo, severidade e area abaixo da curva de progresso da
doenga ocorreram no terco superior de plantas de batata, o que comprovou a menor
suscetibilidade de 6rgdos jovens a A. solani (Rodriguez, 2003). Em plantas de tomate a
resisténcia a A. solani ¢ negativamente correlacionada a maturidade fisiologica e
produtividade da planta. Folhas velhas e senescentes sdo mais suscetiveis que as jovens,
plantas jovens sdo mais resistentes que plantas adultas e plantas com pesada carga de
frutos sdo mais suscetiveis a doenca que plantas menos produtivas (Maiero, 1990). Na
interacdo Phytophthora infestans (Mont.) De Bary - batateira, ocorreu um incremento
gradativo na resisténcia das folhas basais para as folhas do apice, independentemente da

cultivar avaliada. Assim, a posi¢do da folha tem efeito significativo na resisténcia a



requeima, sendo necessario, portanto, avaliar folhas da mesma posi¢ao na avaliagdo da
resisténcia (Visker et al., 2003).

Apesar de Cylindrocladium spp. serem importantes patdgenos na eucaliptocultura,
ndo existem estudos visando compreender os aspectos envolvidos na resisténcia de
eucalipto a fungos deste género. O conhecimento da patogénese de C. pteridis em
eucalipto, desde a penetracdo até a multiplicagdo, bem como os fatores que influenciam
esses processos, sdo pré-requisitos basicos para subsidiar investigacdes morfoldgicas e
citoquimicas necessarias ao entendimento dos mecanismos de resisténcia e de expressao
de genes envolvidos na resisténcia. Além disso, o desenvolvimento de técnicas
apropriadas para selecdo de geno6tipos resistentes, incluindo a definicdo da concentragao
ideal de inoculo, do tempo de molhamento foliar apds a inoculacdo, do padrao de
distribuicdo da doenga na planta e do estddio de desenvolvimento das plantas
inoculadas, ¢ essencial para diferenciar a reagdo de diferentes gendtipos de Eucalyptus
spp. a C. pteridis. Diante do exposto, este trabalho objetivou determinar, em hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla: as condi¢oes favoraveis a infec¢do de C. pteridis; o
efeito do estadio fenologico de plantas e de seus tecidos sobre a infecgdo de C. pteridis;

¢ 0 modo de penetragdo de C. pteridis, por meio de estudos histologicos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Mudas com 60 dias de idade de dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla (6021e 9882), foram cultivados em vasos com 8 L de capacidade contendo
solo misturado com areia e esterco de curral, na propor¢cdo de 3:1:1, previamente
esterilizado com brometo de metila a 80 cc/m’, suplementado com super simples (1g/L).
As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e adubadas duas vezes por semana
com 100 mL de uma solucdo de Ouro Verde® (macro e micronutrientes) a 7,5 g/L, até
atingirem o estddio adequado para inoculagdo, aproximadamente, 120 dias apds o
transplantio. Durante a condugdo dos experimentos a temperatura minima na casa de
vegetacdo variou de 17 a 22°C e a maxima de 28 a 36°C. Na cadmara de nevoeiro a

temperatura variou de 21 a 26°C.

2.2. Obtencéo e armazenamento de isolados de Cylindrocladium pteridis

Em todos os experimentos utilizou-se um isolado monospdrico de
Cylindrocladium pteridis (PF-1) obtido de plantas doentes de um plantio comercial de
eucalipto localizado em Lencgo6is Paulista, SP. O isolado foi mantido a -80°C em graos
de aveia colonizados. Este isolado vem sendo utilizado em trabalhos ¢ avaliacdes

realizados no Laboratério de Patologia Florestal-Genética da Interagdo Planta Patogeno



do Departamento de Fitopatologia da UFV, que visam identificar genotipos de

Eucalyptus spp. resistentes a esta doenga.

2.3. Producéo de indculo

Para a multiplicagdo do indculo, graos de aveia colonizados com micélio da
cultura monospérica de C. pteridis foram repicados para placas de Petri contendo meio
de aveia-dextrose-agar (AVDA). Apds a repicagem, as placas foram mantidas a 25 +
1°C, com fotoperiodo de 12 horas, até que o micélio ocupasse toda a superficie do meio.
Apos este periodo, visando estimular a produgdo de conidios, as culturas do fungo
foram submetidas a estresse fisico, por meio da deposi¢ao de 20 mL de dgua destilada
estéril na superficie da cultura e posterior raspagem da superficie da colonia com o
auxilio de um pincel, autoclavado, de modo a remover todo o micélio aéreo presente na
por¢do superior do meio de cultura. A seguir, foram depositados 10 mL de agua
destilada estéril em cada placa. A cultura permaneceu submersa por dois dias, quando se
descartou a 4gua e o excesso de umidade foi removido com o auxilio de gaze
esterilizada. A cultura foi mantida em condigdes de laboratorio (= 25°C) por
aproximadamente dois dias, até a esporulacdo do patégeno na superficie do meio de
cultura. A suspensdo de inéculo foi preparada por meio da adicdo de 20 mL de agua
destilada + Tween 20 a 0,05% na superficie da cultura e posterior remogao dos conidios
mediante a raspagem com um pincel de cerdas macias autoclavado. A suspensao obtida
foi filtrada em camada dupla de gaze esterilizada e ajustada para a concentragdo de

conidios desejada, que variou de acordo com o ensaio.

2.4. Severidade da mancha foliar e desfolha do eucalipto, sob diferentes

concentracdes de indculo de Cylindrocladium pteridis

O efeito da concentracdo de indculo no desenvolvimento da doenga foi estudado
inoculando-se plantas dos clones 6021 e 9882, com suspensao de inoculo contendo

1x10? , 1x1 0’ , 1x1 0* e 1x10° conidios/mL. Plantas com 120 dias de transplantio foram



atomizadas com o auxilio de um pulverizador de SL de capacidade munido de um bico
do tipo leque n°1001 e regulador de pressdo, de modo a cobrir homogeneamente as
superficies abaxial e adaxial de todas as folhas da copa. Apods a inoculagdo, as plantas
foram mantidas em camara de nevoeiro por 48h e, posteriormente, transferidas para
casa de vegetacdo. O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com cinco repeti¢des por tratamento, sendo cada planta considerada uma
repeticdo. Como testemunha, cinco plantas de cada clone foram mantidas sob as
mesmas condi¢gdes descritas anteriormente excetuando a inoculagdo do patdgeno.

A desfolha foi avaliada em todos os ramos presentes nos tercos basal, mediano e
apical das plantas aos 0, 10, 20, 30, 40 e 50 dias apods a inoculacao. Consideraram-se
apenas os ramos principais; brotacdes secundarias ao longo destes ndo foram avaliadas.
A érea foliar lesionada foi quantificada 10 dias ap6s a inoculag@o, por meio da captura
de imagens digitais do segundo (folhas velhas) e penultimo (folhas jovens) par de folhas
a partir da base de ramos situados na parte mediana do terco basal. As imagens obtidas
foram analisadas no programa Quant (Vale et al., 2003), para estimar o percentual de
area foliar lesionada. Com os percentuais de desfolha ao longo do tempo, estimou-se a

area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

2.5. Severidade da mancha foliar e desfolha causadas por Cylindrocladium pteridis

em eucalipto, sob diferentes periodos de molhamento foliar

Para avaliar o efeito do tempo de molhamento foliar sobre a infeccdo de C.
pteridis, plantas do clone 6021 com 120 dias de transplantio foram inoculadas com
suspensdo de inoculo a 1x10* conidios/mL Apds a inoculagdo (idem item 2.4.), as
plantas foram mantidas em cdmara de nevoeiro por 0, 6, 12, 24 ou 48h, e posteriormente
transferidas para casa de vegetagdo. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, com cinco plantas por tratamento sendo cada planta
considerada uma repeticdo. As plantas foram avaliadas seguindo a metodologia descrita

no item 2.4.



2.6. Severidade da mancha foliar e desfolha em plantas de eucalipto com diferentes
idades, inoculadas com Cylindrocladium pteridis

Visando avaliar o efeito da idade de plantas de Eucalyptus spp. sobre a infec¢ao por
C. pteridis, mudas de 60 dias de idade dos clones 6021 e 9882, foram transplantadas aos
60, 120 ou 180 dias antes da inoculagdo. As plantas foram inoculadas com suspensdo do
patogeno a 1x10* conidios/mL (idem item 2.4.) ¢ mantidas em cimara de nevoeiro por
48 h, sendo posteriormente transferidas para casa de vegetagdo. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, utilizando-se cinco plantas por
tratamento e cada planta considerada uma repeti¢do. Como controle, cinco plantas de
cada clone transplantadas nos intervalos descritos acima, foram mantidas sob as
mesmas condigdes que as plantas inoculadas excetuando a inoculacao do patdégeno. As

plantas foram avaliadas seguindo a metodologia descrita no item 2.4.

2.7. Distribuicdo dos sintomas de mancha foliar e desfolha causados por
Cylindrocladium pteridis em plantas de eucalipto

Para caracterizar o padrdo de distribui¢do dos sintomas de mancha foliar e
desfolha, induzidos por C. pteridis em eucalipto, cinco plantas do clone 6021 e cinco do
clone 9882, 90 dias apos o transplantio foram inoculadas com suspensdo de inoculo a
1x10* conidios/mL e mantidas em camara de nevoeiro por 48 h, sendo posteriormente
transferidas para casa de vegetacdo. O fuste principal das plantas foi dividido em
intervalos de 0-20, 20-40, 40- 60, 60-80, 80-100 e acima de 100 cm, sendo a desfolha
aferida em todos os ramos compreendidos em cada intervalo, aos 0, 10, 20, 30, 40 ¢ 50
dias apos a inocula¢do. Consideraram-se apenas os ramos principais; brotagdes
secundarias ao longo destes ndo foram avaliadas. A area foliar lesionada foi
quantificada 10 dias ap6s a inoculagdo, por meio da captura de imagens digitais de todas
as folhas de um ramo situado na regido mediana de cada ter¢o das plantas (basal,
mediano e apical). As imagens obtidas foram analisadas no programa Quant (Vale et
al., 2003) para estimar o percentual de area foliar lesionada. Com os percentuais de
desfolha estimou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). O

periodo médio de incubagao foi aferido em cada ter¢o das plantas, sendo considerado



como o tempo transcorrido desde a inoculacao até o aparecimento dos sintomas em pelo
menos uma folha em 50% dos ramos de cada tergo. As avaliagdes foram efetuadas as 6h
e 12h apds a inoculacdo e posteriormente a cada 12 horas. O periodo latente foi aferido
em folhas de ramos de cada ter¢o da planta por meio da observagdo de estruturas
vegetativas ou reprodutivas do patéogeno, com o auxilio de uma lupa de bolso (20x
aumento). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com cinco

repeticdes (uma planta = uma unidade experimental).

2.8. Penetracgéo de Cylindrocladium pteridis em eucalipto

Para caracterizar o padrao de adesdo, germinagdo e penetracdo de C. pteridis em
folhas de eucalipto, foram coletadas aleatoriamente, de trés plantas do clone 6021, duas
folhas velhas do segundo ramo da copa (sentido base — apice) e duas folhas jovens do
pentltimo ramo de cada planta. Os peciolos das folhas foram envolvidos em algodao
umedecido e estas mantidas em camara imida (Gerbox + espuma umedecida + tela de
nailon) a 25°C. As folhas foram inoculadas por meio da deposi¢do de gotas de 10 pL de
uma suspensio a 1x10* conidios/mL, nas faces adaxial ou abaxial. Cinco fragmentos de
4 mm? de cada folha inoculada foram coletados as 6h ap6s a inocula¢io. Os fragmentos
foram pré-fixados em glutaraldeido (3%, tamponado com cacodilato de sodio pH 7,
0,05 M) durante 2h a temperatura ambiente, e lavados por seis vezes, 10 min. cada, em
cacodilato de s6dio. Posteriormente foi realizada a fixacao dos fragmentos em tetroxido
de 6smio (OsO4 1%) durante 4h, a 4°C. Apos fixados, os fragmentos foram lavados por
seis vezes, uma lavagem a cada 10 min., com cacodilato de sodio e desidratados em
série alcoolica (30, 50, 70, 80, 95 e 100%). Apos a desidratagdo, foram submetidos a
secagem em ponto critico, utilizando o aparelho “Critical Point Dryer” (Balzers, modelo
CPD020). Os fragmentos foram montados sobre suporte de metal e, em seguida,
cobertos com ouro por meio de pulverizagdo catddica, no “Sputter Coater” acoplado a
uma “Freezing Drying Unit” (Balzers, FDU010). O material foi examinado ao
microscopio eletronico de varredura (LEO, modelo 1430VP) operando a 10Kv.
Avaliou-se a 4rea central (= 0,09 mm?) de cada um dos cinco fragmentos aferindo-se: o
nimero de estdmatos, o nimero de conidios, o nimero de tubos germinativos, 0 nimero

de penetragdes por estdmatos e o nimero de penetragdes diretas.



2.9. Andlise estatistica

Nas analises estatisticas empregou-se o programa SAS (The SAS Institute Inc.,
Version 6.01, Cary, NC, Estados Unidos). Os valores de area foliar lesionada, desfolha
e area abaixo da curva de progresso da doenga para desfolha (AACPD) foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA).

Efetuou-se analise de regressdo linear dos valores de area foliar lesionada e de
desfolha obtidos nos experimentos de posicdo dos ramos na copa, concentragao de
indculo e tempo de molhamento foliar apds a inoculagdo. Os modelos de regressao
foram selecionados com base no coeficiente de determinagdo, ¢ na normalidade e
homogeneidade dos residuos. Nestes ensaios folhas jovens apresentaram valores baixos
de area foliar lesionada. Portanto, utilizou-se nas analises estatisticas a média de
severidade observada no par de folhas velhas do ramo avaliado. Analogamente, ndo se
observou desfolha nos tercos mediano e apical das plantas, considerando-se apenas os
valores de desfolha aferidos no terco basal das plantas.

No experimento de idade compararam-se as médias de area foliar lesionada e
desfolha pelo teste Fischer LSD a 95% de probabilidade.

Os valores de area foliar lesionada e de desfolha, de cada um dos experimentos,
foram submetidos a analise de correlagdo de Pearson.

Na analise dos eventos microscopicos efetuou-se a comparacao da idade da folha
(folhas velha e nova) e da face foliar inoculada (faces abaxial e adaxial), com base na
média e no desvio padrao dos eventos de adesdo, germinagdo, penetragdo ¢ do nimero
de estomatos observados em cada tratamento.

Todos os experimentos foram repetidos por pelo menos duas vezes em épocas

distintas.



3. RESULTADOS

3.1. Severidade da mancha foliar e desfolha do eucalipto, sob diferentes
concentragdes de indculo de Cylindrocladium pteridis

A andlise de varidncia mostrou efeito significativo (P < 0,01) do clone, da
concentragdo de indculo e da interagao “clone x concentragao” sobre a desfolha e a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), indicando respostas diferenciadas
dos genotipos em relacdo as concentragdes de indculo utilizadas. Ja para a area foliar
lesionada, efeito significativo foi observado somente para a concentracdo de indculo
(Tabela 1).

Quando aferida aos 50 dias apds a inoculagdo, a desfolha aumentou a medida que
se variou a concentra¢io de indculo de 1x10% a 1x10° conidios/mL (Figura 1A e B).
Observou-se uma relacdo linear entre a concentracdo de indculo e o percentual de
desfolha, para os dois clones avaliados. Entretanto, em todas as concentragdes o
percentual médio de desfolha no clone 6021 foi menor que no 9882. Plantas dos clones
6021 e 9882, inoculadas com suspensio de indculo a 1x10° conidios/mL apresentaram
desfolha média de 35,2 e 53,7%, respectivamente. Os menores percentuais de desfolha
foram observados a 1x10? conidios/mL, sendo de 4,9% para o clone 6021 e de 12,6%
para o 9882.

Nao houve efeito do clone sob os valores de area foliar lesionada, sendo as médias
dos dois clones submetidas a analise estatistica. A area foliar lesionada também

aumentou com o aumento da concentracdo de indculo (Figura 2). Folhas velhas de
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plantas inoculadas com suspensdo de inéculo a 1x10* e 1x10° conidios/mL
apresentaram 1,5 e 10% de éarea foliar lesionada, respectivamente, sendo este percentual
aumentado para 29,5 e 56% de area foliar lesionada quando as plantas foram inoculadas
com suspensdo de inéculo a 1x10* ¢ 1x10° conidios/mL, respectivamente.

O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre os percentuais de area foliar
lesionada e de desfolha foi de 0,68 (Figura 3), indicando associacdo positiva entre as
duas variaveis utilizadas na avaliagcdo da severidade da doenca.

Para ambos os clones, a AACPD aumentou com o aumento da concentragdao de
inéculo (Figura 4). O clone 6021 apresentou os menores valores de AACPD,
independentemente da concentragado utilizada.

As plantas testemunha, inoculadas com 4gua destilada e Tween 20, ndo

expressaram sintomas da doenga.

Tabela 1. Analise de variancia para 4rea abaixo da curva de progresso da doenca para
desfolha (AACPD), desfolha ¢ area foliar lesionada, em funcdo da
concentragdo de in6culo, em plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus

grandis x E. urophylla (6021 e 9882), inoculadas com Cylindrocladium

pteridis
FV GL QM F P

AACPD
Clone 1 1763975,18 30,48 <0,0001
Concentracéo 4 4696506,15 81,15 <0,0001
Clone*Concentracao 4 233745,03 4,04 0,0078
Desfolha
Clone 1 1447,89 33,11 <0,0001
Concentracéo 4 3560,74 81,43 <0,0001
Clone*Concentracéo 4 194,6 4,45 0,0047
Area foliar lesionada
Clone 1 1,5347 0,02 0,8967
Concentracéo 4 5565,04 61,91 <0,0001
Clone*Concentracao 4 3,69 0,04 0,9967
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Figura 1. Percentual de desfolha (y) em ramos do ter¢o basal de plantas de dois clones
hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 - A e 9882 - B) sob
diferentes concentragoes de inoculo (CI) de Cylindrocladium pteridis, aos 50

dias apos inoculagao.
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Figura 2. Média de area foliar lesionada, em fun¢@o da concentrag@o de inoculo, aferida
no segundo par de folhas totalmente expandidas (folhas velhas), situadas no
ramo mediano do tergo basal de plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus
grandis x E. urophylla (6021 e 9882), aos 7 dias apds a inoculagdo com

Cylindrocladium pteridis.
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Figura 3. Correlagdo de Pearson entre percentuais de area foliar lesionada e desfolha,
obtidos no experimento de concentragdo de indculo, considerando as médias de

dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 e 9882).
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Figura 4. Area abaixo da curva de progresso da desfolha (AACPD), por concentragio de
inoculo, para os clones 6021 e 9882, hibridos de Eucalyptus grandis x E.

urophylla. Linhas verticais correspondem ao desvio padrdao da média.

3.2. Severidade da mancha foliar e desfolha causadas por Cylindrocladium pteridis

em eucalipto, sob diferentes periodos de molhamento foliar

A desfolha, a area foliar lesionada e a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) foram afetadas significativamente (P < 0,01) pelo tempo de molhamento
foliar apos a inoculacdo (Tabela 2). Nao se observou desfolha nos tercos mediano e
apical em nenhum dos tratamentos, sendo os valores de desfolha e de area foliar
lesionada obtidos no terco basal das plantas.

Houve aumento na severidade da doenca (desfolha e area foliar lesionada) com o
aumento do tempo de molhamento foliar (Figuras 5 e 6). E em plantas mantidas por 24
e 48h em camara de nevoeiro, aos 50 dias ap6s a inoculagdo, a desfolha foi de 29,9 e
44,5%, respectivamente. Enquanto que, em plantas mantidas por 6 ¢ 12h em camara de
nevoeiro, a desfolha média foi de 5,1 e 3,7%, respectivamente.

Folhas velhas, de ramos do ter¢o basal de plantas mantidas em camara de nevoeiro
por 6 e 12h, apresentaram o mesmo valor de area foliar lesionada, sendo 5,1%, em

média. Quando as plantas foram submetidas a 24 e 48h de molhamento, folhas no
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mesmo estadio fenoldgico apresentaram 20 e 26% de area foliar lesionada,
respectivamente.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a area foliar lesionada e desfolha,
foi de 0,8 (Figura 7), indicando alta associa¢do entre as duas variaveis utilizadas na
avaliacao da severidade da doenca.

A AACPD aumentou com o aumento dos tempos de molhamento foliar (Figura 8).

Plantas utilizadas como controle, inoculadas e mantidas em condi¢des de casa de

vegetacdo na auséncia de molhamento foliar, ndo desenvolveram sintomas da doenca.

Tabela 2. Analise de variancia para 4rea abaixo da curva de progresso da doenca para
desfolha (AACPD), desfolha e area foliar lesionada, em fun¢do do tempo de
molhamento foliar, em plantas do clone 6021, hibrido de Eucalyptus grandis

x E. urophylla, inoculadas com Cylindrocladium pteridis

FV GL QM F P
AACPD

Molhamento 4 1939642,45 13,29 <0,0001
Desfolha

Molhamento 4 1912,24 24,35 <0,0001
Area foliar lesionada

Molhamento 4 619,95 23,54 <0,0001
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Figura 5. Percentual de desfolha, em ramos do terg¢o basal, de plantas do clone 6021,
hibrido de eucalyptus grandis x E. urophylla, sob diferentes periodos de

molhamento foliar, aos 50 dias apds inoculagdo com Cylindrocladium

pteridis.
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Figura 6. Percentual de area foliar lesionada aferida no segundo par de folhas totalmente
expandidas (folhas velhas), situadas no ramo mediano do ter¢o basal de
plantas do clone 6021, hibrido de eucalyptus grandis x E. urophylla, sob
diferentes periodos de molhamento foliar, aos 7 dias apos inoculacdo com

Cylindrocladium pteridis.

16



80 r=080
__ 60 -
X .
S
S 40 .
20 A
O #’\ " T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Area foliar lesionada (%9

Figura 7. Correlagdo de Pearson entre percentuais de area foliar lesionada e desfolha,
obtidos no experimento de molhamento foliar em plantas do clone 6021,

hibrido de Eucalyptus grandis x E. urophylla.
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Figura 8. Area abaixo da curva de progresso da doenca para desfolha (AACPD),
causada por Cylindrocladium pteridis, sob diferentes periodos de molhamento
foliar, em plantas do clone 6021, hibrido de Eucalyptus grandis x E.

urophylla. Linhas verticais correspondem ao desvio padrdo da média.
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3.3. Progresso da mancha foliar e desfolha em plantas de eucalipto com diferentes
idades, inoculadas com Cylindrocladium pteridis

A interacdo “clone x idade” ndo afetou significativamente os valores de area foliar
lesionada, de desfolha e de area abaixo da curva de progresso da doenga para desfolha
(AACPD). No entanto, todas as variaveis avaliadas foram afetadas significativamente (P
< 0,01) pelo tempo de transplantio anterior a inoculag¢do (idade). O clone teve efeito
significativo sobre os percentuais de area foliar lesionada e de desfolha, mas nao sobre os
valores de AACPD (Tabela 3). Nao se observou desfolha nos ter¢os mediano e apical em
nenhum dos tratamentos, sendo os valores de desfolha e de area foliar lesionada avaliados
no tergo basal das plantas.

Diferencas significativas nos percentuais de desfolha em fun¢do da idade foram
observadas para os dois clones inoculados (Figura 9). A intensidade de desfolha foi
significativamente maior em plantas mais velhas. Plantas dos clones 6021 e 9882, com
180 dias de idade, apresentaram desfolha média de 36,8 e 40,6%, respectivamente.
Enquanto que a desfolha média, em plantas dos mesmos clones com 120 dias de
transplantio, foi de 18,6 e 26,6%, respectivamente. Plantas com 60 dias de idade ndo
exibiram desfolha aos 50 dias ap0s a inoculagdo.

Nao houve diferencga significativa entre os valores de area foliar lesionada em plantas
com 120 e 180 dias de idade, para ambos os clones (Figura 10). Folhas velhas de plantas
com 180 dias apresentaram 18,5 e 28,3% de area foliar lesionada, para os clones 6021 e
9882, respectivamente. O percentual médio de area foliar lesionada em plantas com 120
dias de idade, nos clones 6021 e 9882, foi de 15,5 e 26,4% respectivamente. Plantas com
60 dias apresentaram os menores valores de area foliar lesionada, sendo de 0,97 e 1,2%,
para os clones 6021 e 9882.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (1) entre a area foliar lesionada e desfolha, foi
de 0,83 (Figura 11), indicando alta associa¢do entre as duas variaveis utilizadas na
avaliacdo da severidade da doenca.

Os maiores valores de AACPD foram observados em plantas com 180 dias idade.
Plantas com 60 dias ndo exibiram desfolha, apresentando, portanto valor nulo de AACPD
(Figura 12).

As plantas controle para cada tempo de transplantio, inoculadas com dgua destilada e

Tween 20, ndo expressaram sintomas da doenca.
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Tabela 3. Analise de variancia para 4rea abaixo da curva de progresso da doenca para
desfolha (AACPD), desfolha e area foliar lesionada, em fun¢ao da idade da
planta, em plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E.

urophylla (6021 ¢ 9882), inoculadas com Cylindrocladium pteridis

FV GL QM Teste F P
AACPD
Clone 1 83566,57 2,32 0,1411
Idade 2 4418453,44 122,55 <0,0001
Clone*ldade 2 35,166,82 0,98 0,3915
Desfolha
Clone 1 115,36 5,67 0,0256
Idade 2 3781,68 185,71 <0,0001
Clone*ldade 2 39,29 1,93 0,1671
Area foliar lesionada
Clone 1 366,38 10,64 0,0033
Idade 2 1496,99 43,48 <0,0001
Clone*ldade 2 86,51 2,51 0,1021
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Figura 9. Percentual de desfolha em ramos do terco basal de plantas, com
diferentes idades, de dois clones hibridos de Eucalyptus grandis com E.
urophylla (6021 e 9882), aos 50 dias ap6s a inoculagdo com
Cylindrocladium pteridis. Médias seguidas pela mesma letra dentro do

mesmo clone ndo diferem pelo teste Fisher (LSD; P=0,05).
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Figura 10. Percentual de 4rea foliar lesionada aferido no segundo par de folhas
totalmente expandidas (folhas velhas), situadas no ramo mediano do terco
basal de plantas, com diferentes idades, de dois clones hibridos de
Eucalyptus grandis com E. urophylla (6021 e 9882), aos 7 dias apds a
inoculagdo com Cylindrocladium pteridis. Médias seguidas pela mesma letra

dentro do mesmo clone ndo diferem pelo teste Fisher (LSD; P=0,05).
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Figura 11. Correlagdo de Pearson entre percentuais de area foliar lesionada e desfolha,
obtidos no experimento de idade de plantas, considerando as médias de dois

clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 e 9882).
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Figura 12. Area abaixo da curva de progresso da doenga, por tempo de transplantio
anterior a inoculagdo, com base nas médias de dois clones hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 e 9882). Linhas verticais

correspondem ao desvio padrao da média.
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3.4. Distribuicdo dos sintomas de mancha foliar e desfolha causados por
Cylindrocladium pteridis em plantas de eucalipto

A andlise de varidncia mostrou efeito significativo (P < 0,05) da interacdo
entre clone e posicdo dos ramos na copa (“clone x altura”) para a area foliar
lesionada, mas nao sobre a desfolha e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). A posi¢do dos ramos na copa afetou significativamente todas as
variaveis avaliadas. Ndo foi observado efeito do clone sobre a severidade da
doencga (Tabela 4).

A desfolha foi significativamente maior em ramos situados proximos a base
das plantas, tendendo a ser nula no sentido do apice, independentemente do clone
inoculado (Figura 13). Ramos de plantas dos clones 6021 e 9882, compreendidos
no intervalo de 0 a 20 cm de altura, apresentaram desfolha média de 20,8 e 25,7%,
respectivamente. A partir de 80 cm de altura ndo se observou desfolha em nenhum
dos genotipos avaliados (Figura 13 e 14).

Assim como ocorreu para desfolha, os maiores valores de area foliar
lesionada foram observados em folhas de ramos situados no tergo basal das plantas,
independentemente do clone avaliado. A area foliar lesionada em folhas de ramos
da regido mediana e apical foi significativamente menor que a observada no terco
basal (Figura 15). Folhas de ramos situados no terco basal de plantas dos clones
6021 e 9882 apresentaram em média 12 e 21,8% de area foliar lesionada,
respectivamente. Ja no ter¢co apical a severidade média foi de 1,8% para o clone
6021 e 1,3% para o 9882.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a area foliar lesionada e
desfolha foi de 0,91 (Figura 16), indicando alta associac@o entre as duas variaveis
utilizadas na avaliacdo da severidade da doenga.

Os maiores valores de AACPD foram observados em ramos situados
proximos da base das plantas. Ramos localizados a partir de 80 cm de altura ndo
exibiram desfolha apresentando, portanto valor nulo de AACPD (Figura 17).

O periodo médio de incubagdo foi de 36 h, independentemente do ter¢o da
planta ¢ do clone avaliado (Figura 18A e B). As 48 h ap6s a inoculagio, todos os

ramos das plantas apresentavam pelo menos uma folha lesionada,
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independentemente do clone. Nao foram observadas estruturas do patdégeno, ao

término das avaliagdes, ndo sendo possivel definir o periodo latente do patégeno.

Tabela 4. Andlise de variancia para area abaixo da curva de progresso da desfolha

(AACPD), desfolha e area foliar lesionada em fungao da posicao do ramo na

copa (altura), em plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla (6021 e 9882), inoculadas com Cylindrocladium pteridis

FV GL QM Teste F P
AACPD
Clone 1 29779,45 0,93 0,3389
Altura 5 4044636 25,34 <0,0001
Clone*Altura 5 23011,2 0,72 0,6109
Desfolha
Clone 1 61,83 2,78 0,1023
Altura 5 855,14 38,38 <0,0001
Clone*Altura 5 20,33 0,91 0,4808
Area Foliar Lesionada
Clone 1 55,08 3,08 0,0922
Altura 2 690,39 38,55 <0,0001
Clone*Altura 2 94,62 5,28 0,0125
40 5 5
y =28,86 —0,62*x + 0,003*X " =87,6%
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Figura 13. Gradiente de desfolha em fun¢do da posi¢ao dos ramos na copa, observado

em plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla

(6021 ¢ 9882), aos 50 dias ap6s inoculagdo com Cylindrocladium pteridis.
Posic¢ao dos ramos: 10= 0 a 20, 30= 20 a 40, 50= 40 a 60, 70= 60 a 80, 90=
80a 100e 110, acima de 100 cm.
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Figura 14. Desfolha causada por Cylindrocladium pteridis em plantas de dois clones
hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 ¢ 9882), aos 50 dias
apos a inoculacdo. Posi¢do dos ramos: 1= 0 a 20, 2= 20 a 40, 3=40 a 60, 4=
60 a 80, 5= 80 a 100 e 6 acima de 100 cm. Barras correspondentes ao desvio
padrdo das médias ndo sdo visualizados devido aos elevados valores da

escala.
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Figura 15. Area foliar lesionada aferida em todas as folhas de ramos situados nos
diferentes ter¢os de plantas (base, meio e apice) de dois clones hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla, aos 7 dias apods inoculagdo com
Cylindrocladium pteridis. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste Fisher (LSD; P=0,05).
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Figura 16. Correlagdo linear de pearson entre percentuais de area foliar lesionada e desfolha,
obtidos no experimento de distribuicdo da doenga na planta, considerando as
médias de dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 e
9882).
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Figura 17. Area abaixo da curva de progresso da desfolha, por posi¢do dos ramos na
copa das plantas, com base as médias considerando as médias de dois clones
hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 e 9882). Linhas verticais

correspondem ao desvio padrao da média.
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Figura 18. Periodo médio de incubagao (horas) de Cylindrocladium pteridis nos ter¢os
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basal, médio e apical de plantas de dois clones hibridos de eucalyptus grandis
x E. urophylla (A- 6021 e B- 9882). Linhas verticais correspondem ao desvio

padrao da média.
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3.5. Penetracao de Cylindrocladium pteridis em eucalipto

Apobs 6 h da inoculagdo, todos os conidios observados possuiam pelo menos um
tubo germinativo, independentemente do tratamento. Cada conidio produziu em média
dois tubos germinativos. Freqiientemente, esses se ramificavam e se desenvolviam ao
longo da epiderme sem orientacdo visivelmente definida até encontrar um estémato e
penetrar (Figura 19). Na face abaxial de folhas jovens inoculadas com C. pteridis foram
observados, em média, 10 conidios aderidos, todos germinados, e trés eventos de
penetragdo estomatica. Por outro lado, na face adaxial de amostras de folhas da mesma
idade foram observados, aproximadamente, cinco conidios aderidos, todos germinados,
porém sem eventos de penetragdo. O mesmo padrdo ocorreu em folhas velhas, em cuja
face abaxial observaram-se, em média, 15 conidios aderidos e trés eventos de
penetragdo estomatica, por fragmento. Na face adaxial, foram observados,
aproximadamente, quatro conidios aderidos, todos germinados, mas sem eventos de
penetracdo. Todas as penetragdes observadas ocorreram por estomatos. Nao foram
constatados apressorios e eventos de penetracdo direta no tecido do hospedeiro.
Estomatos foram observados apenas na face abaxial do limbo foliar, independentemente
da idade da folha (Figura 20). Observou-se o intumescimento do tubo germinativo e
formagdo de estruturas semelhantes a apressorios sob estdmatos que estavam fechados
no momento da penetragdo (Figura 21a). Em estomatos abertos a penetragdo ocorreu

sem alteracdes na morfologia do tubo germinativo (Figura 21b).
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Figura 19. Superficie abaxial de folhas de eucalipto (clone 6021) visualizadas ao microscopio

eletronico de varredura, as 6h apods inoculagdo com Cylindrocladium pteridis: A-
Germinacao de conidio em folha joven; B- Germinacao de conidios e penetragdes

por estomatos (setas brancas) em folhas jovens;

Continua...
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Figura 19 (cont.). C- Extremidade de conidio germinado e penetragdo estomatica (seta
branca) com emissdo de novo tubo germinativo em folha jovem; D-
Penetragdo estomatica em folha velha e E- Penetragdo estomatica em

folha jovem.

30



100 -
» 80 -
o
[

(]

> 60 -

()

©

o

5 40 -

e

S

< 20 -
0,

m Conidios
0 Tubos germinativos
[0 Penetracdes

O Estbmatos
z ﬁlH — - Z Sy
abaxial ‘ adaxial ‘ adaxial
Folha nova Folha velha

Figura 20. Numero de conidios, tubos germinativos e penetragdes por estomatos de
Cylindrocladium pteridis e numero de estomatos nas faces abaxial e adaxial
de folhas novas ¢ velhas do clone 6021, hibrido de Eucalyptus grandis x E.
urophylla 6 h apos a inoculagdo, visualizados ao microscopio eletronico de

varredura. Os valores correspondem a média de cinco repeti¢des. Linhas

verticais correspondem ao desvio padrao da média.

Figura 21. Penetragdo de Cylindrocladium pteridis em estomatos de folhas velhas de
eucalipto: A- Estrutura semelhante a apressorio sob estdmato fechado e B-

Penetragdes em estdmato aberto sem alteracdes na morfologia dos tubos

germinativos.
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4. DISCUSSAO

O desenvolvimento da mancha foliar e desfolha causados por Cylindrocladium
pteridis em eucalipto pode ser influenciado pelo gendtipo do hospedeiro, pela
concentracdo de indculo, pelo tempo de molhamento foliar apds a inoculagdo, pela
idade das plantas e pelo estadio fenologico de seus 6rgdos. Este trabalho demonstrou
que todas estas variaveis afetaram significativamente a severidade da doenga.

O aumento da concentracdo de inoculo aumentou linearmente os valores de
desfolha nos dois clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (6021 e 9882).
Entretanto, o percentual médio de desfolha no clone 6021 foi menor em todas as
concentragdes. A 4rea foliar lesionada também aumentou com o aumento da
concentragdo de inoculo. No entanto, ndo se observaram diferengas significativas entre
os clones. Acredita-se que sob concentragdes elevadas de indculo ocorra um maior
nimero de penetracdes, o que resulta em maior severidade da doenca. Resultados
similares aos deste trabalho foram observados em outros patossistemas (Dillard, 1989;
Chakraborty, 1990; Chang e Hwang, 2003).

Plantas de ambos os clones inoculadas com suspensdo de indculo superior a 1x10*
conidios/mL apresentaram sintomas similares aos observados em condi¢des de campo.
No entanto, nas maiores concentragdes de indculo foram observadas muitas lesdes na
haste dos ramos, o que nao é tdo comum em infec¢des naturais. Na maior concentragao
de indculo estudada, estas lesdes progrediram formando mini-cancros que culminaram

na quebra de ramos.
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A severidade da mancha foliar ¢ desfolha causadas por C. pteridis em eucalipto, foi
diretamente proporcional ao tempo de molhamento foliar. Plantas inoculadas e mantidas
por 6 ¢ 12h em camara de nevoeiro apresentaram valores muito baixos de area foliar
lesionada e desfolha, sendo necessario pelo menos 24h de molhamento foliar para
reproduzir satisfatoriamente os sintomas da doenga. O molhamento foliar afeta
principalmente o evento de germinagdo. Nesta fase, ocorre a absorcdo de dgua e a
ativacdo de enzimas hidroliticas responsaveis pela quebra de reservas nutricionais, e
posterior formagdo do tubo germinativo (Mizubuti e Maffia, 2006).

Em eucalipto o maior nivel de infec¢do de Puccinia psidii, expressa em ntimero de
soros, foi observado em plantas submetidas a 24h de molhamento foliar apos a
inoculagdo (Ruiz, 1988). Plantas da mesma espécie inoculadas com Quambalaria
eucalypti apresentaram um aumento exponencial na severidade da doenga, atingindo
40% de area foliar lesionada no maior tempo de molhamento foliar testado (Andrade,
2004). Resultados similares tém sido observados em outros patossistemas (Dillard, 1989;
Johnson e Miliczky, 1993; Chang e Hwang, 2003).

Na interagdo C. pteridis x eucalipto, o tempo de 48 h de molhamento foliar foi o
que melhor reproduziu os sintomas da doenga. Conforme constatado no presente
trabalho, ap6s a germinagao, o tubo germinativo de C. pteridis desenvolve na superficie
foliar até sua penetracdo pelos estdmatos. Assim, provavelmente, nos maiores periodos
de molhamento um maior nimero de tubos germinativos alcangam o sitio de penetragao,
0 que resulta no aumento da severidade da doenga.

No presente estudo a idade das plantas afetou significativamente a infecgcdo de C.
pteridis em ambos os clones. Plantas mais velhas foram mais suscetiveis que plantas
jovens, sendo as de 180 dias as que apresentaram os maiores niveis de desfolha,
independentemente do clone. Enquanto, que plantas com 60 dias de idade, de ambos os
clones, ndo exibiram desfolha e a area foliar lesionada também foi menor. Plantas do
clone 6021 apresentaram menor severidade da doenga, independentemente da idade.

O efeito da idade de plantas no progresso de doencas tem sido objeto de muitos
estudos (Pfender, 2004; Whalen, 2005). Em batata, plantas muito jovens sdo suscetiveis
a Phytophthora infestans, plantas com idade intermediaria sdo resistentes e plantas
velhas, com mais de 70 dias de plantio, tornam-se suscetiveis novamente (Mooi, 1965;
Fry e Apple, 1986; Stewart, 1990). Plantas jovens de C. lacryma inoculadas com B.
coicis apresentaram menor severidade da doenga em relagdo a plantas velhas (Chang e

Hwang, 2003). Embora ndo haja at¢é o momento explicagdes conclusivas sobre a
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influéncia da idade na infeccdo de C. pteridis em eucalipto, acredita-se que plantas
relativamente mais velhas, por possuirem maior nimero de folhas velhas, estariam mais
predispostas a infec¢do. Portanto, a idade da planta no momento da inoculagdo deve ser
considerada em estudos deste patossistema.

A posicao dos ramos na copa das plantas de eucalipto afetou significativamente os
valores de éarea foliar lesionada e desfolha, que foram significativamente maiores em
folhas dos ramos basais de ambos os clones. A area foliar lesionada, também foi maior
em folhas do terco basal, independentemente do clone avaliado A partir de 80 cm de
altura nao se observou desfolha em nenhum dos dois clones.

Analogamente ao encontrado neste trabalho, em outros patossistemas Orgaos
fisiologicamente mais velhos, sdo mais suscetiveis que o6rgaos jovens. Em condi¢des de
campo, acreditava-se que folhas basais de plantas de batata seriam mais severamente
infectadas por P. infestans devido as condigdes microclimaticas nas porgdes inferiores
da planta (Harrinson, 1992). No entanto, inocula¢des deste oomiceto em folhas
destacadas de batata mostraram que folhas velhas sdo mais suscetiveis a requeima que
folhas jovens, independentemente da arquitetura da planta ou das condi¢des de
ambiente (Visker et al., 2003). Em plantas de batata, folhas jovens sdo mais resistentes a
A. solani, por possuirem um maior nimero de células por unidade de area e,
provavelmente, uma maior quantidade de transcritos relacionados a resposta de defesa
da planta (Rodriguez, 2003). No patossistema A. solani — tomateiro, o maior nivel de
expressao dos genes de defesa associado a uma maior velocidade de resposta, pode ser
um dos fatores responsaveis pela menor severidade da doenca observada na parte apical
das plantas de tomate (Scheuermann, 2006). E provavel que o mesmo ocorra na
interacao C. pteridis — eucalipto.

A analise de microscopia eletronica de varredura realizada ndo mostrou diferengas
quanto ao numero de penetracdes entre folhas jovens e velhas, o que indica que a
resisténcia de folhas jovens esta provavelmente relacionada com mecanismos que atuam
apos a penetragdo do patdgeno. A diferenga observada entre o nimero de penetragdes
nas faces abaxial e¢ adaxial, de folhas jovens e velhas, pode ser devido ao fato da
penetragao de C. pteridis ocorrer exclusivamente por estdmatos, e estes ocorrerem
somente na face abaxial, independentemente da idade da folha.

Os percentuais de area foliar lesionada e de desfolha foram significativamente
maiores no terco basal das plantas, independentemente do ensaio ¢ do clone avaliado.

Nos tercos mediano e apical ndo se observou desfolha e os percentuais de area foliar
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lesionada foram muito baixos. Com base nestas observagdes, em estudos do
patossistema C. pteridis - Eucalyptus spp., devem se avaliar folhas de ramos de
posicdes correspondentes e plantas da mesma idade.

Em todos os ensaios a area foliar lesionada foi correlacionada a desfolha. Portanto,
a avaliacdo de qualquer uma destas variaveis fornece resultados similares e consistentes.
No entanto, a desfolha por ser de mensuragdo mais facil e mais rapida, ¢ a varidvel ideal

para estimar a severidade da doenga em plantas de eucalipto.

5. CONCLUSOES

1. A penetragdo de C. pteridis em folhas de eucalipto ocorre tipicamente por estdmatos;

2. Nao ha diferenca no nimero de penetracdes entre folhas jovens e velhas;

3. Deve-se aferir a desfolha em ramos do terco basal de plantas com 120 dias de idade
inoculadas com suspenséo de inéculo a 1 x 10* conidios/mL e mantidas em cimara

de nevoeiro por 48 h, sob 40% da luminosidade ambiente.
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