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RESUMO

LACERDA, Juliana Pires. Doencas fungicas e bacterianas em algumas
Araceae. 2006. 81p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Dentre as plantas ornamentais tropicais cultivadas, as da familia Araceae se
destacam, pela beleza, durabilidade, exoticidade de formas e grande aceitagdo no
mercado externo. No entanto, fitopatogenos, tais como fungos e bactérias,
podem reduzir a qualidade das inflorescéncias e folhagens e consequentemente o
valor comercial destas plantas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi fazer o
levantamento das doengas fungicas e bacterianas mais freqiientes em Araceas.
Procederam-se as coletas de ardceas com sintomas de doengas no viveiro de
plantas ornamentais da UFLA, em canteiros domésticos e comerciais de Lavras
e Tiradentes, MG, Rio Verde, GO, Rio de Janeiro, RJ e Registro, SP, no periodo
de janeiro a novembro de 2005. A diagnose foi feita nos Laboratérios de
Micologia e Bacteriologia do Departamento de Fitopatologia, por exame direto
das lesdes e laminas ao microscopio, exsudacdo em gota, isolamento,
patogenicidade, reacdo de hipersensibilidade, testes bioquimicos, extracdo de
DNA e PCR. Os materiais vegetais estudados foram herborizados e, juntamente
com as laminas das estruturas flngicas, arquivados no Laboratério de
Bacteriologia. Quatro tipos basicos de sintomas foram identificados. Os fungos
dos géneros Colletotrichum ¢ Glomerella e as bactérias dos géneros
Xanthomonas ¢ Erwinia foram os patdgenos mais freqiientes. Glomerela
cingulata e Colletotrichum gloeosporioides foram observados em antlrio e
singdnio, Colletotrichum falcatum em espatifilum e singdénio, Cercospora
richardiaecola em copo-de-leite, Xanthomonas spp. em anturio ¢ copo-de-leite
e Erwinia spp. apenas em copo-de-leite. Nos testes de patogenicidade cruzada,
os isolados de C. gloeosporioides e C. falcatum induziram lesdes necroticas nas
mudas de antirio, pimentdo, lirio-da-paz e sing6nio. Os isolados de
Xanthomonas sp. induziram lesdo necrotica em todas as mudas de araceas, mas
ndo em pimentdo. Xanthomonas vesicatoria causou lesdes apenas nas mudas de
tomate e copo-de-leite.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — DFP/UFLA (Orientador),
Eduardo Alves DFP/UFLA e Patricia Duarte de Oliveira
Paiva DAG/UFLA (Co-orientadores)



ABSTRACT

LACERDA, Juliana Pires. Fungicals and bacterials diseases in some Araceae
species. 2006. 81p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Among the cultivated tropical ornamental plants, those belonging to the Araceae
family are among the most important ones, because of its unique features such as
beauty, durability, exoticity of forms and high acceptance in the international
market. However, plant pathogens, such as fungi and bacteria, can damage
inflorescence and shoot quality, consequently reducing plant trade. Thus, this
work was performed with the objective to know fungal and bacterial diseases on
aroids. For that, symptomtics parts were sampled from plants belonging to
Araceae, from January to November 2005 from commercial growers of UFLA,
Registro — SP, domestic backyards in Lavras — MG, Tiradentes — MG, Rio
Verde — GO and Rio de Janeiro — RJ. Those samples were analyzed for
micologycal and bacteriological studies in the Laboratories of Mycology and
Bacteriology of the Department of Plant Pathology from the Universidade
Federal de Lavras, by direct examination of lesions on microcope, hangin drop
slide test, isolation, pathogenicity tests, hypersensitive reaction, DNA extraction
and PCR. The studied plant materials were herborized and shelved in the
Laboratory of Bacteriology and glass slides containing structures of the studied
fungi were stored. Four basics disorders were identified. Fungi from the genera
Colletotrichum and Glomerella, and the bacteria from the genera Xanthomonas
and Erwinia were the most frequent. Glomerela cingulata and Colletotrichum
gloeosporioides were observed in anthure and singonio, Colletotrichum falcatum
in peace lilies and singonio, Cercospora richardiaecola in calla lilies,
Xanthomonas spp. in anthure and calla lilies, and Erwinia spp. was observed
only in calla lilies. In cross pathogenicity tests, the isolates of Colletotrichum
gloeosporioides and C. falcatum induced necrotic lesions in anthure, green
pepper, peace lily and singonio plants. Strains of Xanthomonas sp. induced
necrotic lesions in all aroids plants, but not in tomato. Xanthomonas vesicatoria
induced lesions only for calla lily and tomato plants.

* Guidance comitee: Ricardo Magela de Souza — DFP/UFLA (Advisor),
Eduardo Alves DFP/UFLA and Patricia Duarte de
Oliveira Paiva DAG/UFLA(Co-advisors)

il



1 INTRODUCAO

O uso de flores e plantas ornamentais constitui um costume desde a
Antigiiidade (Aki & Perosa, 2002). Naquela época, as flores eram cultivadas em
jardins e se destinavam & ornamentagdo das casas, palacios e templos. Com o
passar do tempo, a demanda por flores e plantas ornamentais se tornou intensa e
incentivou o cultivo para fins comerciais. Atualmente, ¢ um setor competitivo,
em plena fase de expansdo e movimenta bilhdes de ddlares em todo o mundo.
No Brasil, a floricultura tem se destacado como importante segmento da
agricultura, com grande crescimento nas exportacdes. Este crescimento deve-se
ao enorme potencial nacional para a producdo de diversas espécies de flores em
funcao da amplitude de climas e solos (Dias, 2005).

As plantas ornamentais tropicais, flores e folhagens, destinadas
principalmente para corte sdo perenes e de grande beleza por seu porte e formas
exoticas. Estas plantas sdo apreciadas em arranjos florais e nos jardins, devido a
rusticidade e ao valor ornamental que apresentam (Luz et al., 2005). Dentre as
espécies tropicais cultivadas, as pertencentes a familia Araceae se destacam pela
beleza, durabilidade, exoticidade de formas e grande aceitagdo no mercado
externo.

Geralmente, plantas pertencentes a familia Araceae exigem temperaturas
entre 16°C e 30°C, alta umidade relativa e solos férteis com alto teor de matéria
organica. Essas condi¢des climaticas, associadas a alta densidade de plantio e ao
manejo inadequado, favorecem a ocorréncia de doengas, principalmente
fungicas e bacterianas. O conhecimento destas doengas torna-se pratica
imprescindivel para a adocdo de medidas de manejo integrado, visando

aumentar a qualidade das inflorescéncias e, conseqiientemente, a produtividade.



Entretanto, poucos trabalhos tém sido publicados no Brasil sobre as relagdes
entre as espécies da familia Araceae e fitopatogenos (Tombolato, 2004).

Para aprimorar esses conhecimentos, o estudo de doengas em araceas ¢é
importante, pois permite catalogar dados de ocorréncia em locais diferenciados.
Esses dados poderao ser utilizados em trabalhos de biologia sobre determinado
patdgeno, permitindo desenvolver estudos epidemioldgicos diversos, métodos de
controle das doengas, melhoramento genético, manejo integrado, entre outros.
Na extensdo rural, podera ser utilizado na orientagdo de medidas de manejo dos
cultivos, incluindo medidas legislativas para impedir o deslocamento dos
patégenos na regido.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivos:

Diagnosticar doengas causadas por fungos e bactérias e avaliar a

especificidade destes patdogenos em plantas da familia Araceae no Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da floricultura

A floricultura, em seu sentido amplo, abrange o cultivo de plantas
ornamentais, desde flores de corte e plantas envasadas, floriferas ou ndo, até a
producdo de sementes, bulbos e mudas de arvores de grande porte.

Dentre os segmentos produtivos e agroindustriais que se destacam de
forma crescente nos cenarios nacional e internacional, a floricultura é um dos
mais dindmicos e promissores. A producdo comercial, inicialmente restrita a
paises como Holanda, Italia, Dinamarca e Japao, provavelmente em virtude de
habitos culturais, tem se expandido para outras regides do mundo,
principalmente aquelas em que ha condigdes edafoclimaticas favoraveis e
disponibilidade de mao-de-obra. Em fun¢ao disso, o mercado internacional de
flores e plantas ornamentais estd em plena fase de expansdo, tornando-se um
importante segmento para a Organizagdo Mundial do Comércio (OMC) (Dias,
2005).

No Brasil, a profissionalizagdo e o dinamismo comercial da floricultura
sdo fendmenos relativamente recentes. No entanto, a atividade ja contabiliza
numeros significativos, comparada a outros setores da agricultura. O pais possui
mais de quatro mil produtores de flores e plantas ornamentais, cultivando uma
area de 5,2 mil hectares distribuidos em todo o pais. Atualmente, as exportacdes
brasileiras registram nimeros expressivos, contribuindo para o crescimento da
balanca comercial (Junqueira & Peetz, 2004).

Apesar desse crescimento, a produgdo brasileira de flores e plantas
ornamentais ainda é pequena, considerando o potencial de exploracdo do pais

em fungdo da diversidade de climas e solos (Claro et al., 2001). Geralmente, a



floricultura brasileira ¢ implantada em pequenas areas e utiliza mao-de-obra
familiar. Entretanto, caracteriza-se como uma grande geradora de empregos
(Kiyuna et al., 2002).

A produgdo e o mercado de flores e plantas ornamentais estdo
distribuidos por todo o pais, de forma bastante diversificada, englobando a
producdo de bulbos, plantas para jardins, plantas para vaso e flores de corte.
Atualmente, o uso de tecnologia ¢ de modernizacdo em todo o processo
produtivo das espécies ornamentais ¢ essencial para atender & demanda e as
exigéncias dos consumidores (Aki & Perosa, 2002).

O cultivo de plantas ornamentais tropicais ¢ um dos setores da
floricultura que mais utiliza tecnologia para producao, desde o plantio até a pos-
colheita (Aki & Perosa, 2002). Dentre as espécies tropicais cultivadas, as da
familia Araceae se destacam devido a beleza, durabilidade, exoticidade de

formas e grande aceitagdo no mercado externo (Luz et al., 2005).

2.2 Familia Araceae

A familia Araceae pertence a divisdo Angiospermae, classe
Monocotyledonae e ordem Spathiflora e destaca-se entre as demais flores
tropicais por ser facilmente adaptavel e exigir poucos cuidados. Esta familia
apresenta cerca de trés mil espécies e 106 géneros. A maioria das espécies ¢é
terrestre, havendo, no entanto, varias epifitas e um género aquatico (Pistia).
Existem, ainda, araceas toxicas, como Dieffenbachia (comigo-ningém-pode) e
algumas comestiveis, como Alocasia esculenta (inhame) e Xanthosoma
violaceum (mangarito) (Corréa et al., 2005).

A familia Araceae ¢ bem distribuida por todo Brasil, ocorrendo espécies
desde as areas subtropicais mais sulinas até as florestas equatoriais do extremo
norte. As espécies desta familia sdo indicadas para cultivo em regides de clima

ameno (Corréa et al., 2005). No estado de Minas Gerais, a regido Centro-Sul



apresenta caracteristicas climaticas favoraveis para o cultivo destas espécies.

Dentre as araceas mais cultivadas destacam-se os seguintes gé€neros:
Aglaonema spp. (aglaonema), Alocasia spp. (inhame), Anthurium spp. (anturio),
Dieffenbachia spp. (comigo-ninguém-pode), Philodendron spp. (filodendro),
Monstera deliciosa (monstera), Spatiphyllum spp. (liro-da-paz), Syngonium spp.

(sing6nio) e Zantedeschia spp. (copo-de-leite).

Antario

O antrio (Anthurium andraeanum) ¢é a segunda planta ornamental
tropical mais comercializada no mundo, entretanto, sdo poucas as informagdes
técnicas para o cultivo dessa espécie no Brasil (Vivekanda et al., 2003). E uma
das flores tropicais mais utilizadas para ornamentacdo e seu uso como flor de
corte cresce a cada dia. Atualmente, sdo conhecidos mais de 600 espécies e
hibridos com diferentes coloragdes (Luz et al., 2005). As Américas do Sul e
Central constituem os principais centros de origem dessa espécie.

O cultivo de anttrio deve ser feito em locais com temperaturas entre
20°C e 30°C, sob sombreamento € com alta umidade relativa. O melhor
desenvolvimento desta espécie ¢ obtido em solos férteis, bem drenados e com
alto teor de matéria organica (Luz et al., 2005). No Brasil, as principais regides

de cultivo sdo Holambra e Vale do Ribeira, SP.

Copo-de-leite

O copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica), planta originaria da Africa
do Sul, ¢ cultivada desde os tempos mais remotos, tanto para flor de corte quanto
para composi¢do de jardins (Almeida & Malavolta Jr., 1998). As suas
inflorescéncias sdo utilizadas, por serem versateis na composi¢cdo de varios
estilos de arranjos florais. Ainda, as folhas também sdo utilizadas, aumentando

as vantagens do cultivo dessa espécie. Atualmente, existem no mercado novas



variedades de copo-de-leite, com varias cores, porém, a cor branca constitui a
preferéncia do consumidor (Almeida & Paiva, 2004).

O copo-de-leite, na sua forma nativa, ocorre em terrenos imidos ou na
margem de lagos, entretanto, o seu cultivo, geralmente, ¢ feito em areas bem
drenadas, porém, com irrigacdo constante, mantendo a umidade elevada. Esta
espécie desenvolve-se melhor em regides com temperaturas entre 16°C e 22°C
(Almeida & Malavolta Jr., 1998). No Brasil, ¢ produzido, principalmente, na
regido sudeste (Almeida & Paiva, 2004).

Lirio-da-paz

O lirio-da-paz (Spathiphyllum spp.) tem como centro de origem as
Américas do Sul e Central. Destaca-se por suas inflorescéncias brancas e por
ndo apresentar perfume. Atualmente, sdo conhecidas, aproximadamente, 41
espécies (Schott & Endlicher, 1999).

O melhor desenvolvimento desta planta ¢ obtido em solos férteis, bem
drenados e com alto teor de matéria organica. O cultivo ¢ feito sob
sombreamento, com alta umidade relativa. A producdo dessa espécie ¢ realizada

no estado de Sdo Paulo, principalmente em Holambra.

Singénio

O sing6nio (Syngonium sp.) é planta semi-herbacia ascendente, de clima
tropical, muito cultivada em vasos e utilizada para decorar ambientes internos ou
como forragdo, a meia sombra em jardins. Seu maior atrativo comercial sdo as
folhas que formam uma massa verde fechada (Souza & Jasmim, 2004).

Exige temperaturas entre 18°C e 21°C e alta umidade relativa, sendo o
melhor desenvolvimento desta espécie obtido em solos férteis, bem drenados,
com alto teor de matéria organica e sob sombreamento. E produzido no estado

de Sao Paulo, principalmente em Holambra.



Outras espécies de importancia
Aglaonema

A aglaonema (Aglaonema spp.) ¢ uma planta herbacea, cultivada em
regides de clima imido e sob sombreamento. As folhas variegadas constituem
seu principal atrativo comercial. Atualmente, sdo conhecidas, aproximadamente,

21 espécies (Chen et al., 2004).

Alocasia

A alocasia (Alocasia spp.) ¢ uma planta herbacea, de importincia
ornamental secundéria. Cultivada em vasos, jardineiras ou formando conjuntos
isolados, em canteiros a meia-sombra. Nao tolera temperaturas baixas, sendo

recomendada apenas para regides tropicais e subtropicais (Long & Liu, 2001).

Comigo-ninguém-pode

O comigo-ninguém-pode (Dieffenbachia spp.) ¢ uma planta herbacea,
cultivada em regides de clima tropical e sob sombreamento (Young, 1986). As
folhas sdo toxicas. Atualmente sdo conhecidas, aproximadamente, 135 espécies

(Croat, 1997).

Filodendro

O filodendro (Philodendron spp.) ¢ uma planta hemiepifitica
escandescente, arborescente ou acaulescentes, com caule trepador ou rastejante a
rizomatoso. Cultivada em locais imidos e sob sombreamento, ndo tolera baixas
temperaturas, sendo indicado para regides de clima tropical e subtropical.

Apresenta, aproximadamente, 400 espécies (Coelho, 2000).



Monstera
A monstera (Monstera deliciosa) € um planta semi-herbacea e

rizomatosa, cultivada em locais imidos e sob sombreamento (Peppard, 1992).

2.3 Doencas em araceas

De modo geral, as plantas pertencentes a familia Araceae exigem
temperaturas entre 16°C e 30°C, alta umidade relativa e solos férteis com alto
teor de matéria orgénica. Este microclima, aliado a alta densidade de plantio e ao
manejo inadequado, favorece a incidéncia de doengas, principalmente fingicas e
bacterianas.

As informagbes sobre doencas em Araceas ainda sdo escassas e, em

conseqliéncia, o controle, geralmente, ¢ realizado baseando-se em dados

existentes para outras familias de plantas ornamentais.

2.3.1 Doengcas fungicas

As doengas de origem fungica em araceas podem afetar inflorescéncias,
folhas, caules, rizomas e raizes, sendo mais severas quando as plantas sofrem
estresses hidrico e nutricional, bem como adensamento da populagdo. Neste
grupo de doengas, destacam-se a antracnose, as manchas foliares, as ferrugens, a
murcha vascular e as podriddes de hastes e raizes. Tais doengas causam redugio
na produtividade e qualidade das flores, aumentam o custo de produgdo e
limitam o cultivo de espécies de maior valor comercial (RPD, 1998; Kelemu et

al., 1999; Jones & Averre, 2000; Shaw, 1991).

2.3.1.1 Antracnose
A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, destaca-
se pela ocorréncia comum e pelos danos as plantas. O ataque € mais severo em

épocas umidas, com temperaturas em torno de 25°C. Afeta varias espécies de



araceas, desenvolvendo-se em qualquer parte da planta, reduzindo a
produtividade e desvalorizando as flores para comercializagao.

Dependendo da parte da planta afetada, apresenta diferentes sintomas.
Nas folhas, observam-se manchas encharcadas, inicialmente pequenas, de
coloracdo escura e deprimidas, de forma circular ou eliptica, geralmente
circundadas por um halo amarelo, podendo coalescer ¢ ocupar grandes areas do
tecido afetado. Os sintomas iniciam-se das bordas para o centro. Nas flores, sdo
observadas manchas pequenas, de coloragdo escura e deprimidas, de forma
circular ou eliptica (Deshmukh et al., 1999; Alvarez & Alvarez, 2001).

Deshmukh et al. (1999) constataram a presenca de Colletotrichum
gloeosporioides causando antracnose em anturio, na india, por meio de teste de
patogenicidade e estudo da gama de hospedeiro, verificando que o fungo
infectava também outras ornamentais da familia Araceae, como aglaonema,
inhame e singdnio. Na Argentina, sintomas de antracnose causados por
Colletotrichum dematium e Colletotrichum gloeosporioides foram observados
em folhas de aglaonema e singdnio, respectivamente (Alvarez & Alvarez, 2001).
Bushe et al. (2004) também relataram a ocorréncia de Colletotrichum

gloeosporioides causando antracnose em flores de anttirio nos Estados Unidos.

2.3.1.2 Manchas foliares

Varios fungos sdo responsaveis por manchas em inflorescéncias e
folhagens de plantas da familia Araceae, causando importantes danos na
producao.

Kubota & Hirano (1995) relataram a ocorréncia de manchas foliares em
Monstera deliciosa (costela-de-addo), causadas por Phoma exigua. Zheng et al.
(2000) identificaram trés novas espécies de fungos causando mancha foliar em

filodendro: Phomopsis philodendri, Sphaeropsis philodendri e Alternaria



philodendri. O fungo Sphaerobolus stellatus foi relatado por Bushe et al. (2004)
causando manchas em flores de anturio.
Entretanto, os géneros que freqiientemente provocam manchas foliares

em araceas sdo Alternaria, Cercospora ¢ Phyllosticta (USDA, 2005).

Mancha de Alternaria

Manchas foliares causadas por Alternaria estdo entre as mais comuns
em araceas. A doenca inicia-se com pequenas manchas de coloragdo marrom-
escura a preta. E caracteristico o desenvolvimento de anéis concéntricos.
Normalmente, as folhas baixeiras, mais velhas, sdo atacadas primeiro, mas os
sintomas progridem para as folhas de cima, as quais tornam-se amareladas e
senescentes, podendo secar ou cair precocemente (Melton et al., 2000).

A ocorréncia de mancha de alternaria foi relatada em anturio, alocasia,
comigo-ninguém-pode, copo-de-leite, jiboia, filodendro, lirio-da-paz e singénio

nos Estados Unidos (USDA, 2005).

Cercosporiose

Manchas foliares causadas por Cercospora sao caracterizadas por serem
pequenas, cerca de 3 a 5 mm de diametro, mais ou menos circulares, com o0s
bordos escuros e o centro cinza-claro, fino, papiladceo, podendo se desprender
formando furos. As manchas podem permanecer pequenas e separadas ou
coalescerem resultando em grandes areas necroticas (Vieira & Barreto, 2004).

Cercospora sp. foi relatada em comigo-ninguém-pode, filodendro, lirio-
da-paz e singdnio, nos Estados Unidos ¢ Cercospora callae ¢ Cercospora
richardiaecola para anttrio, jiboia e copo-de-leite, nos Estados Unidos, Porto
Rico, Africa do Sul e Ilhas Virgens (USDA, 2005).
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Mancha de Phyllosticta

Os sintomas iniciais sdo manchas pequenas, com aproximadamente 0,5
cm de didmetro, de coloracdo marrom-escura com halo amarelado. Os bordos
sdo irregulares e, algumas vezes, apresentam manchas de formatos variados,
concentradas nos bordos das folhas, seguindo em direcdo a nervura central.
Geralmente, ocorre o coalescimento das lesdes, dando o aspecto de queima nas
areas necrosadas (Cerezine et al., 1995).

Manchas foliares causadas por Phyllosticta sp. foram relatadas para
antario, em Barbados, Estados Unidos, Guatemala ¢ Panama e para jiboia,
comigo-ninguém-pode, filodendro, lirio-da-paz e singdnio, apenas nos Estados

Unidos (USDA, 2005).

2.3.1.3 Ferrugens

As ferrugens ocorrem com maior freqiiéncia nos periodos de baixa
temperatura e alta umidade relativa, quando as perdas causadas podem ser
elevadas. Os sintomas sdo observados em folhas e hastes. Nas folhas, sdo
caracterizados, inicialmente, por manchas descoloridas, que evoluem e rompem
a pustula, na parte abaxial correspondente a estrutura reprodutiva do fungo
(Pernezny & Kucharek, 2003).

Puccinia paullula f. sp. monsterae foi o agente etiologico da ferrugem
em costela-de-addao e em jibdia, na Australia (Shaw, 1991, 1995). Sintomas de
ferrugem causados por Uredo alocasiae foram relatados para inhame em Nova
Guiné e por Uredo anthurii para varias espécies de antario no Brasil, Colémbia,
Costa Rica, Equador, Republica Dominicana, Franga, Gautemala, México,
Panama, Porto Rico e Ilhas Virgens. Uredo anthurii-colombianae foi relatado
apenas para antdrio, na Colombia. Nos Estados Unidos, foi relatada a ocorréncia
de Uromyces ari-triphylli em copo-de-leite e Uromyces sp. em sing6nio (USDA,
2005).
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2.3.1.4 Murchas vasculares

As murchas vasculares caracterizam-se pela perda de turgidez das folhas
e outras partes da planta infectada, as quais tornam-se flacidas, de coloragdo
verde-clara a amarelada, evoluindo para murcha, amarelecimento, escurecimento
e morte. As folhas murchas podem apresentar enrolamento dos bordos. Brotos
jovens murcham e morrem rapidamente (Chase & El Gholl, 1982).

Esta doenga resulta da presenga ¢ atividade do patdégeno nos vasos do
xilema da planta. Em cortes transversais da haste de plantas murchas, podem-se
observar areas de descoloracdo do sistema vascular. A obstru¢cdo dos vasos ¢
conseqiiéncia de géis e gomas produzidos pelo acimulo e oxidacdo de produtos
da célula vegetal quebrados pelo fungo.

Fusarium ¢é o principal fungo causador de murchas vasculares em
araceas (USDA, 2005). Fusarium solani foi relatado causando murchas em
comigo-ninguém-pode, filodendro, singénio e anturio nos Estados Unidos e
Barbados (Chase & El Gholl, 1982). Fusarium oxysporum em anturio e
singo6nio, nos Estados Unidos, e Fusarium sp. em anturio, lirio-da-paz, sing6nio

e copo-de-leite, na Africa do Sul e nos Estados Unidos (USDA, 2005).

2.3.1.5 Podriddes de hastes e raizes

As podriddes podem ser secas ou umidas, com ou sem odor
desagradavel, podendo atingir raizes, bulbos, hastes e estacas. No caso de
bulbos, as podriddes ocorrem no campo € prosseguem no armazenamento,
ocasionando grandes perdas (Jones & Averre, 2000).

Os agentes causadores de podriddo sdo, em sua maioria, fungos
habitantes de solo, que podem viver saprofiticamente, sob condi¢cdes de alta

umidade (Jones & Averre, 2000).
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Os géneros Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia e Sclerotium sdo os
principais responsaveis por causar podridoes de hastes e raizes em araceas
(USDA, 2005).

Pythium splendens e Pythium sp. foram relatados causando podriddo de
raiz em antario, comigo-ninguém-pode, jibodia, lirio-da-paz, filodendro, singonio
¢ inhame nos Estados Unidos (USDA, 2005).

Phytophthora meadii, P. parasitica, Phytophthora nicotianae var.
parasitica e Phytophthora sp. foram relatadas causando podriddo de raiz em
aglaonema, anturio, comigo-ninguém-pode, jiboia, filodendro e singénio em
Taiwan, Venezuela e Estados Unidos (Ann, 1992; Aponte et al., 2003; USDA,
2005).

Podriddo de raiz, causada por Rhizoctonia solani, foi relatada para
inhame e antario nos Estados Unidos, e para lirio-da-paz nos Estados Unidos e
Grécia. Rhizoctonia solani também foi relatado, causando podriddo de hastes e
raizes em jibdia e copo-de-leite, na Argentina e nos Estados Unidos (USDA,
2005).

Sclerotium rolfsii foi relatado causando podriddo de hastes e raizes,
apenas em jiboia, na Florida (USDA, 2005).

No Brasil, existem poucos relatos sobre doengas fiingicas ocorrendo em
Araceas, sendo a maioria baseada em revisdes bibliograficas, nos quais os
patogenos sdo descritos de forma incompleta, geralmente até o nivel de género

(Tabela 1).
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TABELA 1 Relagdo de espécies fungicas ocorrendo na Familia Araceae, no Brasil.

UFLA, Lavras, MG, 2005.

Agente etioldgico Hospedeiro Autor
Colletotrichum sp. Anturio Pitta et al., 1989
Copo-de-leite Pozza, 1994
Pitta, 1995

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

Uredo anthurii

Anturio

Caladio
Comigo-ninguém-pode
Filodendro

Singoénio

Anturio

Souza et al., 2001

Pozza et al.,1996
Souza et al., 2001

D. Neto et al., 2003
Warumby et al., 2004

Souza et al., 2001
D. Neto et al.,2003

Pitta et al., 1989
Pozza, 1994

Pozza et al., 1996
Pitta, 1995

Souza et al., 2001
Warumby et al., 2004

...continua...
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TABELA 1, Cont.

Fusarium oxysporum
Fusarium sp.
Phytophthora sp.
Phytophthora parasitica
Cladosporium sp.
Phomopsis sp.

Septoria sp.

Phoma sp.

Alternaria sp.

Helmintosporium sp.

Phyllosticta sp.

Cylindrocladium spathiphylli

Cercospora richardiaecola

Anturio

Comigo-ninguém-pode

Comigo-ninguém-pode

Lirio-da-paz

Anturio

Costela-de-adédo

Copo-de-leite

Copo-de-leite

Filodendro

Lirio-da-paz

Copo-de-leite

Pitta et al., 1989
Souza et al., 2001
Pitta, 1995

Pitta, 1995

Fischer et al., 2004
Pitta et al., 1989
Pozza, 1994

Pozza et al., 1996

Souza et al., 2001

Pozza, 1994
Pozza et al., 1996

Pozza, 1994
Pozza et al., 1996

D. Neto et al., 2003

Reis et al., 2004

Vieira & Barreto, 2004
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2.3.2 Doencas bacterianas

Cerca de 100 espécies de bactérias causam doenga em plantas, sendo
considerados mais importantes os géneros Pseudomonas, Ralstonia,
Xanthomonas, Agrobacterium, Streptomyces, Erwinia ¢ Xylella. Os sintomas
causados pelas fitobactérias variam bastante, podendo ocorrer sob a forma de
manchas foliares, requeima, podriddes moles, murchas, galhas no caule, sarna e

cancro (Malavolta Jr. et al., 1995).

2.3.2.1 Manchas foliares causadas por espécies de Xanthomonas

Plantas da familia Araceae, como anturio, comigo-ninguém-pode,
filodendro ¢ singdnio, entre outras, sdo afetadas por Xanthomonas. Os sintomas
sdo caracterizados por lesdes em folhas e na espadice, inicialmente pequenas,
aquosas e de coloracdo amarelada que, posteriormente, coalescem, adquirindo a
coloracao castanho-avermelhada. Quando a penetracdo ocorre por hidatodios, a
lesdo fica confinada aos bordos da folha (Chase et al., 1992).

Em anturio, as lesdes sdo escuras, irregulares, tomando grandes areas do
limbo a partir dos bordos, circundadas por um halo amarelo. Entretanto, a
infec¢do pode ser sistémica, havendo, neste caso, clorose generalizada das folhas
mais velhas e quebra de peciolos, os quais apresentam descoloragdo vascular. A
infec¢do sistémica pode causar manchas foliares em qualquer parte das folhas,
ao passo que as manchas resultantes de infecgdes foliares ficam restritas as
margens (Fukui et al., 1996).

Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae foi o agente causal de
manchas em folhas de antirio nos Estados Unidos e Filipinas (Cooksey, 1985;
Natural e Alvarez, 1990). Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae foi
identificada em antario, comigo-ninguém-pode e aglaonema, na Turquia,
Estados Unidos, China e Ilhas Mauricio (Aysan & Sahin, 2003; Bushe, 2004; Ji
et al., 2004; Guan et al., 2004; Khoodoo et al., 2005).
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Cortes (1991) identificou X. campestris pv. syngonii causando manchas
em folhas de singdnio, em Porto Rico e Lee et al. (2004) constataram X.
campestris pv. zantedeschiae causando manchas foliares em copo-de-leite, na

Turquia.

2.3.2.2 Podriddes moles

As podriddes moles ocorrem com freqiiéncia em araceas. S@o
caracterizadas pelo colapso aquoso do tecido vegetal, normalmente em 6rgaos
de reserva como tubérculos, rizomas, bulbos, folhas tenras e carnosas, hastes e
frutos. As bactérias que normalmente incitam podriddo mole sdo Erwinia
carotovora subsp. carotovora (Jones, 1991; Dye et al., 1923), E. carotovora
subsp. atroseptica (Van Hall) Dye (1969), E. chrysanthemi (Burk Holder et al.,
1953) e algumas espécies de Pseudomonas do grupo fluorescente. Essas
bactérias produzem enzimas, chamadas genericamente de pectinases, que atuam
sobre as substancias pécticas da lamela média do tecido vegetal, fazendo com
que este perca sua rigidez, tornando-se mole ¢ aquoso. Na seqiiéncia, ocorrem
fermentacdes e também a invasdo do tecido por saprofitas, provocando a
liberagdo de gases com odores desagradaveis (Almeida et al., 1997).

As podridées moles podem ocorrer tanto no campo quanto em pos-
colheita. Essas bactérias penetram o hospedeiro tipicamente por ferimentos.
Assim, a incidéncia da doenca aumenta, quando as plantas s3o injuriadas durante
as praticas culturais, pela agdo dos ventos, chuva de granizo, ataque de insetos
sugadores e mastigadores, principalmente pragas de solo. Alta umidade ¢ fator
essencial para a ocorréncia de podridées moles, uma vez que Erwinia spp. ¢
dependente de agua livre sobre o tecido (Almeida et al., 1997).

Segundo Snijder et al. (2004), a podridio mole causada por Erwinia
carotovora subsp. carotovora ¢é a principal doenga de copo-de-leite. Cetinkaya et

al. (2004) e Cho et al. (2005) identificaram Erwinia carotovora subsp.
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carotovora, causando podriddo mole, em comigo-ninguém-pode, na Turquia e
em copo-de-leite, na Coréia.

Erwinia chrysanthemi foi relatada causando podridio mole em
filodendro, nos Estados Unidos e em singbnio, na Califérnia (Miller &
Fadden,1961; Lai et al.,1978; Haygood et al.,1982).

No Brasil, também sdo poucos os relatos sobre doengas bacterianas em
Araceas, entretanto, elas ainda sdo mais estudadas do que as doengas fungicas.

Por meio de isolamentos e testes de patogenicidade, Pseudomonas sp.
foi identificada causando mancha foliar em antario (Malavolta Jr. et al., 1995;
Sugimori et al., 1980). P. fluorescens e P. cichorii foram caracterizadas por
testes bioquimicos, fisioldgicos, culturais e de patogenicidade, causando
crestamento bacteriano em folhas de filodendro (Robbs et al., 1983; Malavolta
Jr. et al., 2001).

Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae foi relatada para anturio,
caladio, comigo-ninguém-pode ¢ filodendro, por Malavolta Jr. et al. (1995) e
Souza et al. (2001). Estes mesmos autores relataram, também, a ocorréncia de X.
campestris pv. syngonii em sing6nio.

Testes bioquimicos, fisiolégicos, culturais e de patogenicidade
permitiram constatar a ocorréncia de Erwinia carotovora subsp. carotovora e E.
chrysanthemi, em plantas de comigo-ninguém-pode, copo-de-leite e filodendro e
antario (Almeida et al., 1996; 1997; Almeida & Malavolta Jr., 1998; Souza et
al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

O levantamento de fungos e bactérias associados as plantas da familia
Araceae foi realizado no periodo entre janeiro e novembro de 2005. As andlises
dos materiais doentes foram realizadas nos Laboratorios de Bacteriologia e
Micologia do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). O material vegetal estudado foi coletado no viveiro de plantas
ornamentais da UFLA, em canteiros domésticos de Lavras, MG, Tiradentes,
MG, Rio Verde, GO e Rio de Janeiro, RJ e em cultivos comerciais de Registro,
SP.

3.1 Coleta de amostras

Foram estudadas 4 espécies da Familia Araceae (Anexo B), antlrio
(Anthurium sp. Schott.), copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.),
lirio-da-paz (Spathiphyllum wallisi Regel) e singdnio (Syngonium angustatum
Schott). Para a coleta das amostras, foram retiradas partes das plantas que
apresentavam qualquer tipo de sintoma de doenga. As amostras foram
acondicionadas em sacos de papel, dentro de sacos plasticos e imediatamente

levadas para o laboratério.

3.2 Diagnose

No Laboratério de Bacteriologia, o material coletado foi cadastrado em
fichas individuais, com o objetivo de se obter o maximo de informagdes, as
quais poderiam ajudar na diagnose. Além disso, as amostras foram submetidas a
uma triagem para se determinar a etiologia da doenga, averiguando-se a natureza
fingica ou bacteriana, por meio de cdmara umida, teste de exsudagdo em gota,

isolamento, teste de patogenicidade e reac¢ao de hipersensibilidade.
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3.3 ldentificacéo dos isolados de fungos fitopatogénicos

As folhas, previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2%,
foram submetidas a camara umida em sacos plésticos contendo algodao
umedecido com 4agua estéril. Os sacos plasticos contendo o material doente
foram deixados & temperatura ambiente. Apds 24 horas de incubagdo, foram
observadas as estruturas fingicas desenvolvidas nas lesoes.

Para o isolamento indireto, utilizou-se o meio MA 2% (malte-agar).
Foram cortados quatro pequenos pedagos medindo de 5 a 10 mm® da érea
marginal a lesdo. No mesmo corte, havia tecido saudavel e tecido doente. Os
cortes foram submersos em alcool 50% por 30 segundos, hipoclorito de sédio
2% por 60 segundos e lavados trés vezes em agua estéril, nesta seqliéncia. Apds
a secagem com papel de filtro esterilizado, os pedacos de tecido vegetal foram
colocados em placas de Petri de 9 cm de diametro, as quais continham meio MA
2%, utilizando-se uma pinca previamente flambada em chama. Todo esse
procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar. Posteriormente, as
placas de Petri contendo os cortes de tecido vegetal foram levadas a camara de
incubagdo regulada para 25°C e fotoperiodo de 24 horas onde permaneceram até
o desenvolvimento e frutificagdo dos fungos. A seguir, foi feita a transferéncia
para placas de Petri contendo meio apropriado para a sua manutencao e estudo.

Os materiais vegetais contendo sintomas de origem flingica foram
fotografados, herborizados a temperatura ambiente e arquivados, assim como as
laminas contendo estruturas fungicas. Foram também preenchidas fichas com o
resultado do diagndstico. Estas foram arquivadas no Laboratorio de
Bacteriologia do DFP/UFLA.

Para a preparagdo microscopica foram utilizadas ldminas e laminulas de
vidro, estiletes para a raspagem das estruturas fingicas e laminas de barbear para
a preparagdo de cortes. Os liquidos de montagem utilizados foram azul de

bromotimol para estruturas hialinas e solu¢do de agua-glicerol para estruturas
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apresentando coloracdo natural. As laminas foram seladas com esmalte de
unhas. Foram observadas e mensuradas as estruturas fiingicas e a identificagdo
foi feita baseando-se nas descricdes de Sutton (1980), Hanlin (1990),
Alexopoulus et al. (1996), Cannon (1991) e Vieira & Barreto (2004).

3.3.1 Testes de patogenicidade

Foram seguidos os postulados de Koch para se confirmar a
patogenicidade dos isolados, inoculando-os em mudas de anturio, singdnio e
lirio-da-paz (Liyanage et al.,1992; Kelemu et al., 1996) ¢ em folhas destacadas
de copo-de-leite (Hodges & Ferreira, 1981).

Para se averiguar a patogenicidade de Colletotrichum sp. em mudas de
antuario, singonio e lirio-da-paz, foram utilizadas suspensdes de esporos em agua
destilada, na concentragdo 1x 10° conidios/mL. A inoculagio foi realizada por
pulverizacdo da suspensdo de esporos sobre as mudas, at¢ o ponto de
escorrimento. Utilizou-se também uma planta, da mesma espécie, como
testemunha, na qual foi empregada 4dgua destilada esterilizada.

As mudas foram mantidas em cdmara imida durante 24 horas antes e 72
horas apods a inoculagdo. O ensaio foi instalado em camara climatizada a
temperatura de 26 +/- 2°C e fotoperiodo de 12 horas.

O método de inoculagdo em folhas destacadas foi utilizado para se
determinar a patogenicidade de Cercospora sp. ao copo-de-leite. Foram
aplicados seis discos de micélio do fungo em folhas isentas de qualquer sintoma,
as quais foram previamente destacadas das plantas e submetidas a desinfec¢io
superficial com hipoclorito de sodio a 2%, seguida de lavagem em 4gua estéril.
Trés discos foram colocados na parte adaxial e outros trés na parte abaxial das
folhas. Seis folhas com discos contendo somente meio de cultura serviram como
testemunha. A seguir, estas foram acondicionadas em camara Umida, até o

surgimento de sintomas.
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3.3.2 Inoculacéo cruzada de isolados de Colletotrichum spp. em diferentes
hospedeiros para verificar a especificidade

Os isolados de Colletotrichum sp. utilizados no ensaio foram obtidos das

amostras HO2, HO8, H14, H16 ¢ H18 (Tabela 2) e CML 620 proveniente de

pimentdo. Os isolados foram transferidos do tubo de ensaio, onde estavam

conservados em meio de aveia, para placas de Petri contendo o mesmo meio de

cultura e incubados a 25°C, sob iluminagdo continua, para favorecer a

esporulacio.

3.3.2.1 Preparo das mudas

Para a inoculagdo dos isolados de Colletotrichum sp. em mudas de
pimentdo (Familia Solanaceae) foi realizada a semeadura em bandejas de 288
células contendo o substrato Plantmax. Com um més de idade, as mudas foram
transplantadas para vasos contendo a mistura solo, areia e esterco curtido
(1:1:1), obtendo-se 30 mudas de pimentdo. Utilizou-se pimentdo para avaliar a
especificidade dos isolados de Colletotrichum sp. obtidos no presente estudo.

As mudas de anturio, lirio-da-paz e singdnio utilizadas no ensaio foram

obtidas da empresa Clonagri, Holambra (SP).

3.3.2.2 Preparo do in6culo e inoculagao

Para as inoculacdes, as suspensdes de esporos de cada um dos cinco
isolados mencionados no item 3.3.2 foram ajustadas, separadamente, para cerca
de 1 x 10° conidios/mL e misturadas, visando eliminar possiveis efeitos da
variabilidade e possivel adaptacdo patogénica do fungo.

As mudas foram mantidas em cadmara umida 24 horas antes ¢ 72 horas
apos a inoculagdo, realizada por pulverizacdo da suspensdo de esporos, sobre as
mesmas, até o ponto de escorrimento. O ensaio foi instalado em camara

climatizada com temperatura de 26 +/- 2°C e fotoperiodo de 12 horas.

22



Os tratamentos utilizados, para cada isolado, foram: T1, testemunha nio

inoculada e T2, planta inoculada com suspensao de esporos.

3.3.2.3 Avaliacdes
As avaliagdes foram realizadas com base na incidéncia da doenga na
fase de mudas, contando-se o nimero de mudas com sintomas de folhas
necrosadas. As avaliagdes foram feitas aos sete dias apds a inoculagdo (DAI),
medindo-se o didmetro das lesdes em dois sentidos diametralmente opostos.
Foram feitos o reisolamento dos isolados em cultura pura e a

comparagao com as colonias inoculadas.

3.3.2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5 x 4 (5 isolados x 4 espécies de plantas), com 4 repetigdes,
sendo cada repeticdo constituida de 1 muda. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade, para a comparacao

das médias.

3.4 Identificacdo de isolados de bactérias fitopatogénicas
3.4.1. Obtencdo dos isolados

Os materiais com suspeita de infeccdo por bactérias foram submetidos
ao teste de exsudacdo em gota. Foram cortados pequenos fragmentos medindo
de 5 a 10 mm® da area marginal a lesdo. Os cortes foram transferidos para uma
lamina de vidro, sobre a qual se depositou uma gota de agua observando-se ao
microscopio com objetiva de menor aumento. No caso de resultado positivo
foram visualizadas células bacterianas, fluindo lentamente a partir da borda do
fragmento do tecido (Hayward, 1983). Posteriormente, o material foi submetido

ao isolamento.
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Apds desinfecgdo superficial, conforme descrito anteriormente (alcool
50% por 30 segundos, hipoclorito de sddio 2% por 60 segundos e lavados trés
vezes em agua estéril), os fragmentos de plantas, com sintomas de lesdo local,
foram transferidos para uma gota de agua destilada e esterilizada e macerados.
Em seguida, este macerado foi transferido com uma alga de platina para placas
de Petri contendo MB1 (meio 523, Kado & Heskett, 1970) pelo método de estria
paralela. Apos o crescimento, foram observadas a pureza do isolado, a cor e a
morfologia das colonias. As colonias individualizadas e devidamente
caracterizadas foram repicadas para tubos de ensaio contendo MB1 inclinado. A
partir das colonias em tubos de ensaio foram realizados os testes bioquimicos
para determinagdo do género, a inoculagdo em plantas hospedeiras, o teste de
hipersensibilidade e as inoculac¢des cruzadas.

Para o isolamento de bactérias, a partir de orgdos deteriorados, com
sintomas de podriddo-mole, adotou-se o método indireto, usando iscas
biologicas (Takatsu, 1983). Lavaram-se cuidadosamente, tubérculos sadios de
batata com agua e sabdo para a remogdo dos residuos de terra. Mergulhou-se o
material em alcool absoluto e flambou-se. Com escalpelo flambado e resfriado,
cortou-se superficialmente o tecido, tendo o cuidado de nao aprofundar muito a
incisdo. O tubérculo foi quebrado expondo-se a parte interna. Com estilete
flambado e resfriado, tocou-se o tecido exibindo podriddo mole e em seguida,
realizou-se a puncdo na regido central de uma das faces internas do tubérculo. A
duas faces foram unidas por meio de um eldstico. Os tubérculos foram
acondicionados em sacos plasticos com algoddo umedecido, proporcionando
uma camara imida e incubados a temperatura de 28°C, por 24 a 48 horas. Apds
o aparecimento dos sintomas de podriddo mole, com uma alca de platina
flambada, os isolados bacterianos foram transferidos para placas de Petri

contendo MBI, pelo método de estria paralela.
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Apbs o crescimento, foram observadas a pureza do isolamento, a cor e a
morfologia das colonias. As colonias individualizadas e devidamente
caracterizadas foram repicadas para tubos de ensaio, contendo MBI inclinado. A
partir das coldnias em tubos de ensaio foram realizados os testes bioquimicos
para a determina¢do do género, a inoculacdo em plantas hospedeiras e as
inoculagdes cruzadas. A descricdo dos isolados bacterianos obtidos no presente
estudo foi feita com base nas descrigdes de Krieg & Holt (1984) e Schaad et al.
(2001).

3.4.2 Reacdo de hipersensibilidade

A reacdo de hipersensibilidade foi feita para se comparar a
patogenicidade dos isolados. Uma suspensdo bacteriana na concentracao
aproximada de 10°® ufc/mL foi infiltrada nos espagos intercelulares da regido
dorsal das folhas de fumo, de tomate e de pimentdo, por meio de seringa
hipodérmica de 10 mL. A picada no tecido foi feita com a parte em bisel da
agulha voltada para baixo. As folhas infiltradas foram etiquetadas e as plantas
colocadas em ambiente seco, a temperatura maxima de 30°C. As avaliacdes
foram realizadas 24 horas apos o teste, observando-se o aparecimento de lesdes

necroticas, dessecadas e localizadas (Mariano & Silveira, 2005).

3.4.3 Teste de patogenicidade

Foram seguidos os postulados de Koch para se confirmar a
patogenicidade dos isolados bacterianos em mudas de anturio e copo-de-leite
(Fukui et al., 1996; Mariano & Silveira, 2005).

Para se averiguar a patogenicidade de isolados do género Xanthomonas,
trinta dias apds o transplante, as mudas de antirio e copo-de-leite foram
pulverizadas com a suspensdo bacteriana na concentracio de 1x10® ufc/mL (Ao

=0,12). As mudas foram mantidas em cadmara imida durante 24 horas antes e
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depois da inoculagdo. Nas mudas testemunhas, pulverizou-se agua destilada
esterilizada. As mudas foram isoladas umas das outras, por uma protecdo
pléstica, evitando-se, dessa forma, contato entre mudas inoculadas com isolados
diferentes. As avaliagdes foram realizadas aos dez dias ap6s a inoculagao.

Para se averiguar a patogenicidade de isolados de Erwinia, procedeu-se
a inoculacdo em mudas de copo-de-leite, trinta dias apos o transplante. Palitos
comuns de madeira foram previamente esterilizados, imersos em suspensio
bacteriana e introduzidos no ponto de inser¢do da folha no caule, deixando-se o
palito no caule. Na testemunha, foi empregada dgua destilada esterilizada. As
mudas foram isoladas umas das outras, com uma prote¢do plastica, evitando,

dessa forma, contato entre mudas inoculadas com isolados diferentes.

3.4.4 Inoculacdo em 6rgaos de reserva

Para a inoculagdo em oOrgdos de reserva, foram utilizados frutos de
pimentdo, bulbos de cebola, tubérculo de batata e raizes de cenoura, os quais
foram lavados cuidadosamente com agua e sabdo para a remog¢do dos residuos
de terra. Em seguida, o material foi mergulhado em alcool absoluto e flambado.
Com escalpelo esterilizado, cortaram-se pequenos fragmentos do tecido vegetal.
Com estilete flambado e resfriado, tocou-se varias vezes nas colonias do
patogeno com 24 a 48 horas e, em seguida, realizou-se a puncdo na regiao
central do tecido vegetal. Os fragmentos inoculados foram acondicionados sobre
um suporte dentro de placas de Petri contendo papel filtro umedecido. As placas
foram incubadas a temperatura de 28°C, por 24 a 48 horas. Observou-se o

surgimento de sintomas de podriddo mole (Romeiro, 2001).
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3.4.5 Caracteristicas bioquimicas para a determinacdo dos géneros
fitopatogénicos

3.4.5.1 Reacdo de Gram
Para a reacdo de Gram foram utilizados os métodos de coloragdo e de

solubilidade em KOH (Schaad et al., 2001).

Coloracao de Gram

Utilizando-se laminas limpas, preparou-se um esfregago a partir de uma
suspensdo bacteriana diluida em agua destilada. Com uma alca de platina,
flambada e resfriada, uma gota da suspensdo foi espalhada na superficie da
lamina. O esfregaco foi coberto com solugdo de cristal violeta por 1 minuto.
Lavou-se rapidamente com agua corrente e cobriu-se com lugol por 1 minuto,
lavando-se novamente com &agua corrente. Foi realizada a descoloragdo com
alcool etilico por 30 segundos e a contrastacdo com safranina por 30 a 60
segundos. Lavou-se em &agua corrente ¢ secou-se ao ar. As colonias foram
observadas em objetiva de imersdo. As células gram-positivas ficam com

coloragdo violeta e as gram-negativas tornam-se avermelhadas.

Método rapido de Ryu para reagédo de Gram

Com uma pipeta de Pasteur ponta fina, colocou-se uma pequena gota de
solugdo de hidréxido de potassio (KOH 3%) sobre uma lamina limpa. A partir
de uma cultura bacteriana com 24 a 48 horas, a 28°C em MBI, transferiu-se com
a alca de repicagem, flambada e resfriada, um pouco do crescimento para a gota
de KOH, com agitagdo rapida e circular. Apds 5 a 10 segundos, elevou-se e
baixou-se a alca, acima da superficie da lamina, para se detectar o efeito cordao
ou fio. O teste é considerado positivo se a viscosidade da gota aumentar e o fio

se formar dentro de 15 segundos. Para resultados positivos, a bactéria ¢ do tipo
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gram-negativa, pois as gram-positivas geralmente sdo dispersas dentro do KOH,

ndo aumentando a viscosidade do mesmo.

3.4.5.2 Utilizacéo de asparagina

Isolados bacterianos foram cultivados em MB1 liquido por 24 a 48 horas
e transferidos com al¢a de platina, para tubos contendo meio de asparagina
(asparagina - 10 g; KH,PO,4 - 0,5 g; MgS0,4.7H,0 - 0,5 g; agua destilada - 1000
mL). Os tubos foram incubados a 28°C, observando se houve ou ndo

crescimento bacteriano, por sete dias (Mariano & Silveira, 2005).

3.4.5.3 Produgéo de xanthomonadinas

Isolados de Xanthomonas foram cultivados em placas de Petri contendo
MBI, a 28°C por 24 a 48 horas. Preparou-se a suspensdo bacteriana em agua
destilada. As células bacterianas foram coletadas por centrifugacdo a 7.000 rpm,
por 10 minutos, ressuspendidas em agua destilada ¢ centrifugadas novamente,
descartando-se o sobrenadante. O sedimento foi transferido para tubos de ensaio
contendo metanol (grau de pureza analitico), de modo a formar uma suspensio
concentrada. Os tubos foram acondicionados em béquer contendo agua a 90°C,
por 10 minutos. A seguir, realizou-se nova centrifugagdo por 10 minutos,
recolhendo-se o sobrenadante para leitura em espectofotometro. O espectro de
absorc¢do foi determinado de 400 a 500nm (Schaad et al., 2001).

Xanthomonadinas, tipicamente, ddo um pico de absor¢do maxima a 443
nm e dois ombros, um a 420 nm e outro a 467 nm.

Como controle, para efeito de comparagdo, foi utilizada uma cultura

pura de Xanthomonas vesicatoria.
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3.4.6 Caracteristicas bioquimicas para determinacdo de espécies
fitopatogénicas

3.4.6.1 Género Erwinia

Crescimento a 37°C

Isolados de Erwinia foram cultivados em MBI liquido, a 28°C, por 24
horas. Tubos contendo MB1 foram pré-aquecidos em banho-maria, por 30
minutos. Apos, os tubos foram levados para a camara de fluxo laminar,
procedendo-se a repicagem com uma alga de platina. Manteve-se um tubo sem
repicagem como controle. Os tubos foram acondicionados, novamente, em

banho-maria, a 37°C, por 48 horas (Schaad et al., 2001).

Sensibilidade & eritromicina

Isolados de Erwinia foram cultivados em MBI liquido, a 28°C por 24
horas. Transferiu-se uma aliquota de 100 ul da suspensdo bacteriana para tubos
contendo MB1 semi-solido. Agitou-se a suspensdo, vertendo-a em placas de
Petri contendo MB1. Esperou-se solidificar e acondicionaram-se quatro discos
de sulfato de eritromicina em cada placa. As placas foram incubadas a 28°C, por
24 horas. Um halo de inibi¢do ao redor dos discos ¢é tido como resposta positiva

a sensibilidade (Schaad et al., 2001).

Producéo de gas a partir de glicose

Isolados de Erwinia foram cultivados em MBI liquido, a 28°C, por 24
horas. Preparou-se o meio de cultura basico liquido (NH4H,PO, — 0,5g; K,HPO,
- 0,5g; MgS0,. TH,O — 0,2g; NaCl — 5,0g; extrato de levedura — 1,0g; agua
destilada — 1.000 mL), acrescido do indicador de pH azul de bromotimol na
concentragdo de 0,0016g/ 100 mL de meio. Preparou-se uma solugdo de glicose

a 10%. Apos, adicionaram-se 0,5 mL da solugdo de glicose e um tubo de
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Duhram, com a abertura voltada para baixo, aos tubos contendo o meio. Com
uma alca de platina, transferiu-se uma gota da colonia bacteriana para os tubos.
Manteve-se um tubo sem repicagem como controle. Os tubos foram incubados a
28°C, por 7 dias. A producdo de gas ¢ indicada pelo acumulo de bolhas nos

tubos invertidos (Mariano & Silveira, 2005).

Producao de acido a partir de diversas fontes de acUcares

Isolados de Erwinia foram cultivados em MBI liquido, a 28°C, por 24 a
48 horas. Preparou-se um meio de cultura basico liquido (NH4H,PO, — 0,5g;
K,HPO,4 — 0,5g; MgSO,. 7TH,0 — 0,2g; NaCl — 5,0g; extrato de levedura — 1,0g;
agua destilada — 1.000 mL), acrescentando-se o indicador de pH azul de
bromotimol na concentracdo de 0,0016g/ 100 mL de meio. Prepararam-se as
solucdes de cada agucar a 10%. Apos, adicionaram-se 0,5 mL da solucdo de
acucares aos tubos contendo o meio. Com uma alg¢a de platina, transferiu-se uma
gota da suspens@o bacteriana para os tubos de ensaio contendo os agucares.
Manteve-se um tubo sem repicagem como controle. Os tubos foram incubados a
28°C, por 7 dias. A mudanga de cor para amarelo indica a utilizacdo do agucar
(Mariano & Silveira, 2005).

Os agucares utilizados no teste foram: lactose, maltose, trealose e

inositol.

3.4.6.2 Género Xanthomonas
Hidrdlise de amido

Isolados de Xanthomonas foram semeados, em zigue-zague, em placas
contendo meio EPGA (extrato de levedura — 3,0 g; peptona — 7,0 g; amido — 2,0
g; glicose — 15,0 g; agar — 20,0 g; agua destilada — 1000 mL) para que a colonia
crescesse somente ao longo do centro da placa. As placas foram incubadas a

28°C, por 5 a 7 dias. Apos o crescimento das colonias, colocou-se lugol sobre o
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meio e verificou-se o resultado. A hidrolise de amido ¢ caracterizada pela

formacao de um halo claro em volta da colonia (Schaad et al., 2001).

Oxidase

Isolados de Xanthomonas foram cultivados em MBI, a 28°C, por 24 a
48 horas. Preparou-se uma solugdo de dimetil-parafenileno-diamino a 1,0%, em
agua destilada e, com uma pinga, molhou-se um pedaco de papel de filtro
whatman na solugdo e esfregou-se uma pequena por¢do da bactéria no papel
tratado. O resultado ¢ considerado positivo se a colora¢do da colonia mudar para

rosa claro em 30 segundos (Mariano & Silveira, 2005).

Catalase

Colocou-se uma pequena porg¢do da colonia bacteriana de Xanthomonas,
cultivada em MBI soélido, sobre uma ldmina de vidro limpa e perfeitamente
flambada. Adicionaram-se algumas gotas de H,O, (peroxido de oxigénio) a
3,0% sobre o fragmento da colonia bacteriana. A coldnia ¢ considerada catalase

positiva se houver a liberagdo de bolhas em 30 segundos (Schaad et al., 2001).

Producéo de Urease

Isolados de Xanthomonas foram cultivados em MBI liquido, a 28°C,
por 24 a 48 horas. Preparou-se o meio de cultura basico liquido (NH4H,PO, —
0,5g; K;HPO4 — 0,5g; MgSO,4. 7H,0 — 0,2g; NaCl — 5,0g; extrato de levedura —
1,0g; agua destilada — 1.000 mL), acrescentando o indicador de pH vermelho de
cresol, na concentragdo de 0,0016g/ 100 mL de meio. Preparou-se uma solucio
de uréia a 2,0%. Apds, adicionou-se 1,0 mL da solucdo de uréia aos tubos
contendo o meio. Com uma alga de platina, transferiu-se uma gota da suspensio
bacteriana para os tubos de ensaio contendo a uréia. Manteve-se um tubo sem

repicagem como controle. Os tubos foram incubados a 28°C, por 7 dias. O teste

31



¢ positivo quando uma cor vermelho-escura aparece no meio (Mariano &

Silveira, 2005).

Producéo de 4cido a partir de diversas fontes de acUcares

Isolados de Xanthomonas foram cultivados em MBI liquido, a 28°C,
por 24 a 48 horas. Preparou-se um meio de cultura basico liquido (NH4H,PO4 —
0,5g; KoHPO, — 0,5g; MgSO,4. 7H,0 — 0,2g; NaCl — 5,0g; extrato de levedura —
1,0g; agua destilada — 1.000 mL), acrescentando-se o indicador de pH azul de
bromotimol na concentragdo de 0,0016g/ 100 mL de meio. Preparou-se as
solucdes de cada agucar a 10%. Apos, adicionaram-se 0,5 mL da solucdao de
acucares aos tubos contendo o meio. Com uma alga de platina, transferiu-se uma
gota da suspensdo bacteriana para os tubos de ensaio contendo os agucares.
Manteve-se um tubo sem repicagem como controle. Os tubos foram incubados a
28°C, por 7 dias. A mudanca de cor para amarelo indica a utilizagdo do actcar
(Mariano & Silveira, 2005).

Os acucares utilizados no teste foram: arabinose, dulcitol, glicose,

lactose, manitol, raminose, sacarose e sorbitol.

3.4.7 Caracteristicas moleculares
3.4.7.1 Extracao de DNA genbmico

O DNA dos isolados bacterianos foi extraido e purificado de acordo com
o método de Ausubel et al. (1994), com algumas modificacdes. Os isolados
foram cultivados em MB1 liquido. Aliquotas (1,5 mL) da cultura foram
transferidas para tubos eppendorfs, centrifugadas a 11.700 rpm por 2 minutos e
as células ressuspendidas em 567 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCL, pH 7,5;
EDTA 1 mM, pH 8,0). A seguir, adicionaram-se 30 puL de SDS 10% ¢ 3 pL de
proteinase K (20 mg/mL), agitando-se vagarosamente. Os tubos foram

incubados em banho-maria, a 37°C, por 1 hora. Ao contetido dos tubos
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adicionaram-se 100 pL de NaCl 5M, seguindo-se de agitagdo em vortex.
Novamente, adicionaram-se 80 pL de CTAB/NaCl (4,1g de NaCl e 10 g de
CTAB, em 100 mL de agua), seguindo-se de agitacdo em vortex. Os tubos
foram, entio, incubados em banho-maria, a 65°C, por 10 minutos e, a seguir, a
temperatura ambiente; adicionaram-se 550 uL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), seguindo-se de agitacdo manual por 10 minutos e centrifugagdo a 11.700
rpm, por 5 minutos. Apds este processo, a fase superior foi transferida para um
novo tubo, medindo-se o volume. Nesta etapa adicionaram-se 0,6 volumes de
alcool isopropilico e os tubos foram levados ao ultra frezeer, a -80°C, por 10
minutos. Novamente procedeu-se a centrifugagdo a 11.700 rpm, por 20 minutos.
Retirou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 70%, seguindo-se de
centrifugagdo a 11.700 rpm, por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 50
uL de TE e armazenado a 4°C.

3.4.7.2 Reacdo de amplificacdo do DNAPCR

A amplificagdo do DNA foi realizada com volumes de 50 pL, sendo 5
pL de tampdo 10X, 3 pL de cloreto de magnésio, 1,0 uL de dNTPs, 1 pL de
cada primer (10 pmol), 1 U de Taq polimerase ¢ 2 uL do DNA da amostra,
completando-se o volume com agua ultrapura. Os primers utilizados foram os
descritos por Honeycutt et al. (1995): 16S 1330 (5’-GTT CCC GGG CCT TGT
ACA CAC-3’) e 23s 322anti (5’-GGT TCT TTT CAC CTT TCC CTC-3’), os
quais permitem a amplificacdo de um fragmento especifico de 1,1 par de base. O
programa utilizado no termociclador, descrito por Honeycutt et al. (1995) foi
adequado as condi¢des deste experimento, sendo 30 segundos a 94°C para
desnaturacdo, 30 segundos a 65°C para anelamento, 1 minuto a 72°C para

extensdo, por 40 ciclos e 5 minutos a 72°C para extensao final.
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3.4.7.3 Corrida em gel de agarose

A visualiza¢do do produto da PCR foi feita em gel de agarose a 0,9%,
diluido em tampao TBE (TBE 10 X 108g Tris 89mM, 55g 4&cido bdrico 89 mM,
e EDTA 0,5 M em pH 8,0) e corado com brometo de etideo. Os produtos da
PCR dos isolados obtidos foram comparados com isolados de Xanthomonas

axonopodis pv. malvacearum e Erwinia carotovora subsp. carotovora.

3.4.8 Inoculacdo cruzada de isolados de Xanthomonas spp. em diferentes
hospedeiros para verificar a especificidade

3.4.8.1 Preparo das mudas

Para a inoculagio dos isolados de Xanthomonas sp. em mudas de tomate
(Familia Solanaceae), foi realizada a semeadura em bandejas de 288 células
contendo o substrato Plantmax e, com um més de idade, as mudas foram
transplantadas para vasos contendo a mistura solo, areia e esterco curtido
(1:1:1), obtendo-se 20 mudas de tomate. Utilizou-se tomate para avalaiar a
especificidade dos isolados de Xanthomonas sp. obtidos no presente estudo.

As mudas de anturio, copo-de-leite, lirio-da-paz e singdnio utilizadas no

ensaio foram obtidas da empresa Clonagri, Holambra (SP).

3.4.8.2 Preparo do in6culo e inoculagéo

Foram utilizados, neste ensaio, os isolados de Xanthomonas sp. obtidos
das amostras H20 e H21 (Tabela 2) e Xv (Xanthomonas vesicatoria) proveniente
de tomate. Os isolados foram transferidos do tubo de ensaio, onde estavam
conservados em MB1, para placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura e
incubados a 28°C, por 48 horas.

A suspensdo bacteriana foi preparada minutos antes de cada inoculagao.

Utilizaram-se suspensdes bacterianas em agua destilada, ajustadas de acordo

34



com a correlacdo entre densidade 6tica e unidade formadora de colonia/ ml para
0,12 Abs. (600nm), o que corresponde a, aproximadamente, 1x10% ufc/mL.

As mudas foram mantidas em camara umida durante 24 horas, antes ¢
depois da inoculacdo. Apoés, as mudas foram mantidas em casa de vegetacao até
o final do experimento. As inocula¢des foram realizadas por pulverizacdo da
suspensdo bacteriana sobre as mudas, até o ponto de escorrimento.

Os tratamentos utilizados, para cada isolado, foram: T1, testemunha nio

inoculada e T2, planta inoculada com suspensdo bacteriana.

3.4.8.3 AvaliacGes

As avaliagdes foram realizadas com base na incidéncia da doenga na
fase de mudas, aos sete dias apos a inoculagdo (DAI), medindo-se o diametro
das lesdes em dois sentidos diametralmente opostos. Foram feitos o
reisolamento dos isolados em cultura pura e a comparacdo com as colonias

inoculadas.

3.4.8.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 5 (3 isolados x 5 espécies de plantas) com 4 repetigdes,
sendo cada repeticdo constituida de 1 muda. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para comparacdo

das médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 64 amostras de araceas com sintomas de doencas,

provenientes de diferentes regides do Brasil (Tabela 2).

TABELA 2 Plantas da familia Araceae com sintomas de doengas, agente
etiologico e procedéncia. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Amostra Planta Cédigo Isolado Local de coleta Més
HO1 Antirio  CcM01  G.c* Lavras, MG Jan.
CMO02 CJg.
CMO03 G.c.
CM04 C.g/G.c.
CMO05 G.c.
CMO06 G.c.
HO2 Anturio CMO7 G.c. Lavras, MG Fev.
CM08 C.g/G.c.
CMO09 G.c.
CMI0 C.g/G.c.
CM11 c.g.*
CM12 G.c.
CM13 G.c.
CM14 C.0.
HO3 Antlrio CM15 C.g. Lavras, MG Margo
CM16 CJg.
CM17 C.0.
...continua...
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TABELA 2, Cont.

CMI8  Cg.
CMI9  Cug.
CM20  Cg
CM21 G _
HO4 Anturio CM22 C.g. Nepomuceno, MG Abril
CM23 G.c.
CM24  Cug.
CM25 G.c.
CM26 G.c.
. CM27 G.c. Rio Verde, GO Maio
HO5 Antirio CM28 G.e.
CM29 G.c.
CM30 G.c.
- CM31 C.g. Barbacena, MG Jun.
HO06 Anturio CM32 G )
CM33 G.c.
CM34 G.c.
, . CM35 C.g/G.c. Riode Janeiro, RJ Jul.
HO7 Antlrio on\3g Cgl G
HO8 Antirio  CM37 G.c. Lavras, MG Ago.
CM38 G.c.
CM39  Cug.
HO09 Antario  CM40 G.c. Lavras, MG Ago.
CM41 G.c.
CM42 G.c.
CM43  Cug. '
H10 Antirio  CM44 C.g. Registro, SP Out.
CM45  C.g.
...continua...

37



TABELA 2, Cont.

iy CM46 G.c. Lavras, MG Nov.
H11 Antlrio CM47 G.c. ’
Copo-de- . . .
Hl2 " CM48 C.r.* Rio de Janeiro, RJ Maio
eite

Copo-de- CM49 C.r.

H13 . CM50 Cr. Lavras, MG Ago.
leite CM51  Cur.
Hl14 Lirio-da-paz M52 Ctf Lavras, MG Maio
Singonio CM53 G.c. Lavras, MG Margo
HIS s CM54 G.c.
H16 Singdénio  CMS55 G.c. Lavras, MG Maio
H17 Singdnio  CMS56 G.c. Lavras, MG Ago.
HI8 Singdbnio ~ CM57 Cf. Rio Verde, GO Maio
H19 Singdnio  CMS58 G.c. Tiradentes, MG Jul.
Copo-de-
H20 ) CBO1 X.C.Z.% Lavras, MG Set.
leite
H21 Antlrio CB02  Xad.* Registro, SP Out.
Copo-de-
H22 . CB03  E.cc.x* Lavras, MG Jan.
leite
Copo-de-
H23 . CB04  E.c.c. Lavras, MG Ago.
leite
Copo-de-
H24 it CB05 E.* Lavras, MG Out.
ere CB06 E.

*C.r = Cercospora richardiaecola; C.f= Colletotrichum falcatum; C.g=
Colletotrichum gloeosporioides; G.c.= Glomerella cingula; E.= Erwinia sp.;
E.cc= Erwinia carotovora subsp. carotovora; X.a.d.= Xanthomonas
axonopodis pv. dieffenbachiae; X.c.z= Xanthomonas campestris pv.
zantedeschiae.
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Quatro tipos basicos de sintomas foram identificados (Tabela 3). O
principal sintoma observado foi o de mancha foliar (Figura 1). O género
Colletotrichum predominou entre os fungos ¢ Xanthomonas entre as bactérias

nas amostras estudadas (Figura 2).

TABELA 3 Sintomas causados por fungos ¢ bactérias, em plantas da familia

Araceae. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cédigo  Sintomas Agente etioldgico Hospedeiro
Tipol  Manchas pequenas, C. gloeosporioides Anturio
circulares, com ou sem C. richardiaecola Copo-de-leite
halo amarelado, em
folhas e peciolos
TipoIl  Lesdes cuneiformes, nos C. gloeosporioides Anturio
bordos foliares, podendo
ocorrer ao longo do limbo
Tipo I Manchas necroticas Glomerella cingulata  Anturio
iregulares, no limbo foliar C. falcatum Singo6nio
X. axonopodis pv. Lirio-da-paz
diefenbachiae Copo-de-leite
X. camperstris pv.
zantedeschia
Tipo IV Podriddao mole no limbo Erwina spp. Copo-de-leite

foliar, haste e rizoma
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Podridao nole
13%

Mancha foliar
87%%

FIGURA 1. Freqiiéncia relativa dos sintomas de maior ocorréncia em plantas da

familia Araceae estudadas. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Erwinia
11%

Colletotrichum

34%
Xanthomonas
22%
Cercosopora
Glomerella 11%
22%

FIGURA 2. Freqiiéncia relativa dos patdégenos de maior ocorréncia nas plantas

da familia Araceae estudadas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

As manchas foliares reduzem consideravelmente a qualidade das
folhagens, que representam o principal 6rgdo de interesse comercial da familia
Araceae. O género Colletotrichum foi o principal responsavel pelos sintomas de
mancha foliar nas folhagens e inflorescéncias, representando 50%, seguido de

Xanthomonas (33%) e Cercospora (17%) (Figura 3).
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Xanthomonas
33%
Colletotrichum
50%

Cercospora
17%

FIGURA 3. Principais géneros de patdgenos causadores do sintoma de mancha
foliar em plantas da familia Araceae estudadas. UFLA, Lavras, MG,
2005.

Neste trabalho, os fungos foram responsaveis por 67% dos sintomas de
mancha foliar e as bactérias por 33% (Figura 4). Pozza et al. (1996), em
levantamento sobre doengas de plantas ornamentais, realizado em Lavras, MG,
também constataram que a maioria dos sintomas observados eram manchas

foliares. Destes, 54,6% foram causados por fungos.
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Bactérias
33%

Fungos
67%

FIGURA 4. Freqiiéncia relativa dos patdgenos causadores de manchas foliares
em plantas da familia Araceae estudadas. UFLA, Lavras, MG,
2005.

D. Neto et al. (2003) diagnosticaram C. gloeosporioides, Cercospora sp.
e Xanthomonas campestris pv. Dieffenbachiae, em varias espécies de araceas da
Colegao Roberto Burle Marx.

De acordo com Graham & Strobel (1958), o género Colletotrichum é um
dos mais comuns causadores de doengas em ornamentais na América do Norte,
principalmente C. gloeosporioides. Este fungo é o agente etiologico da
antracnose, principal doenca das araceas. O género Cercospora esta
freqlientemente associado as folhas mais velhas de copos-de-leite, cultivados em
locais sombreados e irrigados por aspersdo (Vieira & Barreto, 2004). Segundo
Khoodoo et al. (2005), Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae é a

principal espécie bacteriana em araceas.
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As bactérias do género Erwinia, grupo carotovora, foram responsaveis
pelo sintoma de podriddo de hastes e bulbos. Resultado semelhante foi
encontrado em levantamento sobre doencas em varias espécies de ardceas da
Colecdo Roberto Burle Marx (D. Neto et al., 2003).

Segundo Almeida et at. (1996) as espécies E. chrysanthemi e E.
carotovora subsps. carotovora sdo responsaveis pelo sintoma de podridao mole
em varias ornamentais e Wright (1998) coloca Erwinia carotovora subsp.
carotovora como a responsavel pelo sintoma de podriddo mole em bulbos de

copo-de-leite.

4.1 Doengas fungicas e agentes etiologicos
4.1.1 Antdrio (Anthurium spp. Schott.)

Foram encontrados trés tipos de manchas foliares em anturios: o tipo II
(Tabela 3), iniciando com pequenos pontos escuros, que vao coalescendo até
necrosar toda a folhagem (Figuras 5 A ¢ B); o tipo I (Tabela 3), iniciando com
pequenas pontuagdes clordticas que evoluem formando manchas ovaladas
pardo-avermelhadas envolvidas por um halo amarelado, medindo de 0,4cm a
2,5cm de comprimento e de 0,4 a 1,7cm de largura (Figuras 5 C e D); e o tipo 111
(Tabela 3), apresentando bordos irregulares e, algumas vezes, forma circular
(Figuras S Ee F).

A maior concentragdo de manchas ocorreu proxima aos bordos das
folhas, havendo, geralmente, o coalescimento das lesdes, formando grandes

areas necrosadas (Figuras 5 A — F).
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FIGURA 5. Fotografia de sintomas de antracnose em antario. A, B e C) Manchas
foliares do tipo II, causadas por Colletotrichum gloeosporioides; D)
Mancha foliar do tipo I, causada por Colletotrichum gloeosporioides;
E e F) Manchas foliares do tipo III, causadas por Glomerella
cingulata. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Descri¢ao morfologica do fungo:
Peritécios com 150 a 250 um de diametro (Figura 6A), 120 a 150 um de
altura, globosos, de parede negra, com parafises carbonaceas ¢ ostiolados. Ascos

clavados, com 39 a 60 x 6 a 10 um, pedicelados, com 4 a 8 ascoporos (Figura
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6B). Ascdsporos hialinos, elipsoides, ligeiramente recurvos, asseptados, com 11
a 17 x 6 um (Figura 6C). Dessa forma, o fungo em questdo trata-se de

Glomerela cingulata (Stoneman) Spald. e H. Schrenk.

37,5um ; a2 \ 20 pm
" Y

FIGURA 6. Fotomicrografia de Glomerella cingulata. A) Peritécio; B) Asco; C)
Ascoporos. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Glomerella cingulata (Stoneman) Spald. & H. Schrenk foi isolado, com
maior freqiiéncia, dos sintomas do tipo III (Figuras 6 E e F). A identificacdo
dessa espécie fungica deu-se pela comparagdo com as decricdes de Viégas
(1944), Arx & Muller (1954), Hanlin (1990) e Cannon (1991). Este patoégeno foi
encontrado nas amostras de antario coletadas em Barbacena, Lavras,
Nepomuceno, Rio de Janeiro e Rio Verde, regides com longitude entre 43° a 51°
e latitude entre 17° a 23°, nos meses de janeiro a novembro de 2005 (Tabela 2).

Glomerella cingulata foi relatada em anttrio em Barbados, California,
Cuba, Venezuela, Malasia e Nova Zelandia (USDA, 2005). No Brasil, este foi o

primeiro relato de Glomerela cingulata em antario.
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Conidios com 9 a 24 x 3 a 4,5 pum, cilindrico (Figura 7) e apressorio 6 a

20 x 4 a 12 um, clavado ou irregular também foram encontrados em anturio,

correspondendo a Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.

FIGURA 7. Fotomicrografia de conidios de Colletotrichum gloeospodiroides.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. foi isolado dos sintomas
dos tipos I e II (Figuras 6 A, B e C). A identificagdo dessa espécie fungica
também deu-se pela comparagdo com as decri¢des de Viégas (1944), Arx &
Muller (1954), Hanlin (1990) e Cannon (1991). Este patogeno foi encontrado
nas amostras de antlrio coletadas em Lavras, Nepomuceno, Rio de Janeiro e
Registro, regides com longitude entre 44° a 48° ¢ latitude entre 21° a 24°, nos

meses de fevereiro, marco, abril, julho e outubro. A incidéncia deste patdgeno
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foi mais freqiiente em Lavras, no més de abril € em Registro, no més de outubro
(Tabela 2).

Colletotrichum gloeosporioides foi relatado para antdrio na Venezuela,
California, Havai, Coréia, Paises Baixos, Florida, Guatemala, Colombia,
Louisiana, Maryland, México e Trinidad e Tobaco (USDA, 2005). No Brasil,
Colletotrichum sp. e C. gloeosporioides foram relatados para antario por varios
autores (Pitta et al., 1989; Pozza, 1994; Pitta, 1995; Pozza et al.,1996; Souza et
al., 2001; D. Neto et al., 2003).

Os testes de patogenicidade com Colletotrichum gloeosporioides ¢
Glomerela cingulata em mudas de antario, produziram lesdes sete dias apds a
inoculac¢do, completando os postulados de Koch. Desse modo, pode-se atribuir a
Glomerela cingulata e Colletotrichum gloeosporioides a condi¢do de agentes

causadores da antracnose em anturio.

4.1.2 Copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.)

Nas plantas de copo-de-leite, os sintomas iniciaram-se como manchas
circulares do tipo I (Tabela 3) a irregulares distribuidas ao longo do limbo foliar,
com bordos pardos e centro branco, sem halo. O tamanho variou de 11 a 21 mm
de largura. Posteriormente, as manchas coalesceram, formando uma grande area

de tecido necrosado (Figuras 8 A e B).
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FIGURA 8. Fotografia de sintomas de cercospora em copo-de-leite. A ¢ B)
Manchas foliares do tipo I, causadas por Cercospora
richardiaecola. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Descri¢ao morfologica do fungo: Conididforo hipofilo, fasciculado,
cilindrico, ligeiramente sinuoso, geniculado, 74 a 151 x 5 a 10um, amarronzado,
3 a 9 septos. Conidio obclavado a filiforme, reto a ligeiramente curvado, 40 a
237 x2,5a7,5um, 5 a 15 septos, hialino, com uma cicatriz espessa ¢ escura.

A identificacdo dessa espécie fungica deu-se pela compara¢do com as
decrigdes de Vieira & Barreto (2004). Pela analise dos sintomas e das estruturas
do patdgeno, chegou-se a Cercospora richardiaecola. Este patégeno foi
encontrado nas amostras de copo-de-leite coletadas em Lavras e Rio de Janeiro,
regides com longitude entre 43° a 45° e latitude entre 21° a 23°, nos meses de
maio e agosto (Tabela 2).

Ha relatos de quatro espécies de Cercospora para copo-de-leite.
Cercospora callae e Cercospora callae f. sp. aethiopica foram relatadas na
Flérida e Espanha, respectivamente. Cercospora richardiicola em Hong Kong,
Maléasia, Africa do Sul, Zimbabue. Cercospora richardiaecola no Alabama,
Florida, Mississipi, Porto Rico, Africa do Sul e Ilhas Virgens (USDA, 2005).

Cercospora richardiaecola ja foi relatada no Brasil, no estado de Minas

Gerais, especificamente em Vigosa (Vieira & Barreto, 2004). No entanto, ndo
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foram encontrados relatos da ocorréncia de Cercospora richardiaecola em copo-
de-leite, nas regides de Lavras, MG e Rio de Janeiro, RJ.

Apos inoculagdo do patogeno em folhas destacadas, houve o
desenvolvimento de lesdes aos cinco dias, completando os Postulados de Koch.
Desse modo, pode-se considerar Cercospora richardiaecola como o agente

patogénico nas amostras de copo-de-leite analisadas.

4.1.3 Lirio-da-paz (Spathiphyllum spp. Regel)

Em lirio-da-paz foram observados manchas foliares dos tipos I e III
(Tabela 3), ovaladas pardo-avermelhadas envolvidas por um halo amarelado,
medindo de 0,4cm a 2,5¢cm de comprimento e de 0,4 a 1,7cm de largura, com
bordos irregulares e, algumas vezes, de forma circular. A maior concentracao de
manchas ocorreu proxima aos bordos das folhas, sendo freqiiente o
coalescimento das lesdes, formando grandes areas necrosadas (Figuras 9 A e B).

Descrigdo morfologica do fungo: Conidio com 15,5 a 26,5 x 4 a 5 um,
falcado, fusiforme, com apices obtusos (Figura 10). Apressorio 12,5 a 14,5 x

9,5a12 um (6 a2l x 6 a 17 um), clavado ou circular. Setas abundantes.
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FIGURA 9. Fotografia de sintomas de antracnose em liro-da-paz. A e B)
Manchas foliares dos tipos I e II, causadas por Colletotrichum
falcatum. UFLA, Lavras, MG, 2005.

FIGURA 10. Fotomicrografia de conidios de Colletotrichum falcatum. UFLA,
Lavras, MG, 2005.
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Apds a caracterizacdo das estruturas, o fungo coletado dos sintomas
descritos acima foi identificado como Colletotrichum falcatum Went pela
comparagdo com a descricdo encontrada em Sutton (1980) e Cannon (1991).
Este patdgeno foi encontrado nas amostras de lirio-da-paz coletadas em Lavras,
no més de maio (Tabela 2).

Colletotrichum falcatum ¢é um sério patdégeno da cana-de-agucar
(Saccharum spp.), sendo o agente causal da doenca conhecida como podriddo
vermelha (Cannon, 1991) e também foi relatado causando antracnose em varias
espécies de plantas, como Dahlia pinnata (dalia), Dichorisandra sp. (cana-de-
macaco), Erianthus giganteus (graminea), Ophiopogon japonicus (grama-preta),
Sorghum halepense (sorgo), Syngonium sp. (singdnio), Zebrina pendula
(trapoeraba-roxa), Zoysia japonica (grama-esmeralda) e Zoysia tenuifolia
(grama-coreana) (USDA, 2005; Briendis & Palacios, 1999). No Brasil, este foi o
primeiro relato de Colletotrichum falcatum em Spathiphyllum wallisi.

Sete dias ap6s a inoculagdo artificial em mudas de lirio-da-paz, houve o
desenvolvimento das lesdes tipicas de antracnose, completando os postulados de
Koch. Desse modo, pode-se atribuir a Colletotrichum falcatum a condigéo de

agente causal da doenga.

4.1.4 Singbnio (Syngonium spp. Schott)

Nos materiais H15, H16 e H17 de singdnio (Tabela 2) foram observados
sintomas tipo III (Tabela 3), iniciando com pequenas pontuagdes clorodticas que
evoluiram formando manchas ovaladas pardo-avermelhadas envolvidas por um
halo amarelado, medindo de 0,4 a 2,5cm de comprimento e de 0,4 a 1,7cm de
largura, com bordos irregulares. A maior concentragdo de manchas ocorreu
proximo aos bordos das folhas, com posterior coalescimento, formando grandes

areas necrosadas (Figuras 11 A e B).
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FIGURA 11. Fotografia de sintomas de antracnose em singdnio. A e B) Manchas
foliares do tipo III, causadas por Glomerella cingulata. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Descri¢do morfoldgica do fungo: Peritécios com 150 a 250 pum de
didmetro, 120 a 150 um de altura, globosos, de parede negra, com parafises,
carbonacea e ostiolados (Figura 6 A). Ascos clavados, com 39 a 60 x 6 a 10 um,
pedicelados, com 4 a 8 ascoporos (Figura 6 B). Ascosporos hialinos, elipsoides,
ligeiramente recurvos, asseptados, com 11 a 17 x 6 um (Figura 6 C).

O fungo isolado dos sintomas acima descritos foi Glomerella cingulata
(Stoneman) Spald. & H. Schrenk, cujo anamorfo ¢ Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc. A identificagdo dessa espécie fungica deu-se pela
comparagdo com as decri¢des de Viégas (1944), Arx & Muller (1954) e Hanlin
(1990). Este patogeno foi encontrado nas amostras de singénio coletadas em
Lavras e Tiradentes, regides com longitude de aproximadamente de 45° e
latitude de 21°, nos meses de margo, maio, julho e agosto (Tabela 2).

Colletotrichum sp. e Colletotrichum gloeosporioides foram relatados
para singdnio nos Estados Unidos, Flérida e Hong Kong (USDA,2005). No
Brasil, D. Neto et al. (2003) relataram C. gloeosporioides para singdnio, no

estado do Rio de Janeiro. Entretanto, Glomerela cingulata foi relatada para
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sing6nio apenas em Cuba e Washington (USDA, 2005), sendo este o primeiro
relato no Brasil.

Apds a realizacdo do teste de patogenicidade em mudas de singonio,
com o desenvolvimento de lesGes de Glomerela cingulata apos sete dias, os
Postulados de Koch foram cumpridos. Desse modo, Glomerela cingulata foi o
agente causal das lesdes em folhas de singdnio.

Nas amostras H18 ¢ H19 de singénio (Tabela 2), os sintomas foram
caracterizados por manchas marrom-escuras dos tipos I e III (Tabela 3),
apresentando bordos irregulares (Figuras 12 A e B). A maior concentracdo de
manchas ocorreu proximo aos bordos das folhas, havendo, geralmente, o

coalescimento das lesdes, formando grandes 4reas necrosadas.

FIGURA 12. Fotografia de sintomas de antracnose em singonio. A ¢ B) Manchas
foliares dos tipos I e II, causadas por Colletotrichum falcatum.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Descri¢do morfoldgica do fungo: Conidio com 15,5 a 26,5 x 4 a 5 um,
falcado, fusiforme, com apices obtusos (Figura 10). Apressério 12,5 a 14,5 x

9,5a12 um (6 a2l x 6 a 17 um), clavado ou circular. Setas abundanntes.
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Apds a caracterizagdo das estruturas, o fungo foi identificado como
Colletotrichum falcatum Went, conforme a descricdo encontrada em Sutton
(1980) e Cannon (1991). Este patogeno foi encontrado nas amostras de singénio
coletadas em Rio Verde, no més de maio (Tabela 2).

Colletotrichum falcatum foi relatado causando antracnose em
Syngonium sp. no Hawai (USDA, 2005). No entanto, ndo foram encontrados
relatos de Colletotrichum falcatum para singdnio no Brasil, sendo este o
primeiro relato.

O teste de patogenicidade em mudas de singdnio confirmou os
Postulados de Koch, podendo atribuir a Colletotrichum falcatum a condigéo de

agente etioldgico da doenga.

4.2 Inoculagdo de isolados de Colletotrichum gloeosporioides e C. falcatum
em diferentes hospedeiros para avaliacdo de patogenicidade

As maiores lesdes foram causadas pelos isolados CM02 de Glomerella
cingulata, em antario e pimentdo, e CM08 de C. gloeosporioides em singdnio e
anturio. As menores lesdes foram causadas pelo isolado CML620 de C.
gloeosporioides em anturio, singénio e lirio-da-paz (Tabela 4).

De maneira geral, as maiores lesdes foram produzidas pelos isolados em
seus hospedeiros de origem, exceto para o isolado CM52, obtido de lirio-da-paz
e inoculado em pimentdo e CM55, obtido de singdnio e inoculado em anturio e

lirio-da-paz (Tabela 4).
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TABELA 4 Patogenicidade cruzada de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides ¢ C. falcatum, avaliada pelo didmetro das lesdes
(cm) em diferentes hospedeiros. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Hospedeiros

Isolados

Pimentao Anturio Lirio-da-paz  Singbnio
Controle* 0,00d A 0,00b A 0,00b A 0,00d A
CML 620 1,72 bc A 0,87 b AB 1,07 ab AB 0,57 cd B
CMO8 0,96 cd B 337aA 1,87aB 2,12 ab AB
CMO02 3,00 ab A 325aA 1,50a B 0,96 bed B
CM52 2,65aA 2,07aB 2,20 a AB 1,85 abc B
CM55 1,34c A 2,15aA 2,00a A 1,64 abc A
CM58 2,25 abc A 2,15a A 1,72a A 245a A

As médias com a mesma letra mintscula nas linhas e letra maituscula nas
colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

*Controle = mudas ndo inoculadas; CML620 = Colletotrichum gloeosporioides
(pimentdo); CMO08 = Colletotrichum gloeosporioides (antario); CM02 =
Glomerella cingulata (anttrio); CM52 = Colletotrichum falcatum (lirio-da-paz);
CMS55 = Glomerella cingulata (singdnio); CM58 = Colletotrichum falcatum
(singonio).

Entretanto, os isolados de Glomerella cingulata, Colletotrichum
gloeosporioides e C. falcatum, provenientes de ardceas apresentaram-se
patogénicos a todas as plantas testadas. O mesmo foi observado para o isolado
de Colletotrichum gloeosporioides de pimentdo. Estes resultados comprovam a
baixa especificidade patogénica dos isolados testados. Dessa forma, estima-se
que o antdrio, o lirio-da-paz e o singdnio possam ser fontes de indculo para
outras araceas e plantas da familia Solanaceae.

Resultados semelhantes foram observados por R. Filho et al. (2003), em
que isolados de Colletotrichum spp. obtidos de frutos de banana, caju, manga,
mamio e maracuja causaram lesdes em todos os frutos inoculados, exceto o

isolado de maracuja, que foi patogénico apenas ao proprio hospedeiro.
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Peres et al. (2002) também verificaram que isolados de Colletotrichum
spp. foram mais agressivos a seus hospedeiros de origem. Por outro lado, Muniz
et al. (1998) verificaram que o isolado de C. gloeosporioides proveniente do
cajueiro ndo provocou lesdo no maracuja, o que sugere a existéncia de grupos de

especializagdo patogénica.

4.3 Doencas bacterianas e agentes etiol6gicos
4.3.1 Antario (Anthurium spp. Schott.)
Foram observadas manchas do tipo III (Tabela 3) bem préoximo aos

bordos das folhas, que geralmente coalescem, formando grandes areas

necrosadas, circundadas por halo amarelado (Figuras 13 A e B).

FIGURA 13. Fotografia de sintomas de manchas foliares dos tipos I e II,
causadas por Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Dois tipos de colonias, uma amarela - isolado CB02 (A) - e uma de
coloragdo mais clara — isolado CB02 (C) - provenientes dos isolamentos
realizados a partir dos sintomas descritos foram observados. Os testes

bioquimicos revelaram isolados gram-negativos. Ambos foram positivos para
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catalase e urease e negativos para oxidase, ndo foram capazes de hidrolizar o
amido, produziram acido a partir da sacarose e glicose, mas nao foram capazes
de produzir acido a partir de lactose, arabinose, raminose, dulcitol, sorbitol e
manitol. Apenas o isolado CB02 (A) produziu o pigmento xanthomonadina.
Contudo, ambos nao utilizaram asparagina.

Tanto o isolado CB02 (A) quanto CB02 (C) apresentaram reacdo de
hipersensibilidade positiva para o tomate e negativa para fumo e pimentdo.
Reacdo de hipersensibilidade positiva em tomate também foi observada por
Chase et al. (1992).

Norman & Alvarez (1989), trabalhando com isolado D301 de X.
campestris pv. dieffenbachiae, observaram crescimento lento ¢ perda do
pigmento amarelo xanthomonadina, resultando em coldnias brancas, quando
cultivado em meio semi-seletivo CS (amido-celobiose). Os autores observaram
ainda que em meios semi-seletivos CS e ET (esculina-trealose), houve o
crescimento dos isolados que ndo hidrolisam o amido, embora mais lento, com
colonias visualizadas aos 4 dias apds o isolamento, ao contrario de 48 horas para
os isolados que hidrolisam essa fonte de carbono. Segundo Bonner et al. (1987),
de 435 isolados patogénicos de X. campestris pv. dieffenbachiae, 35% nio
utilizaram amido, conforme obtido neste trabalho.

Os testes bioquimicos e de patogenicidade realizados neste trabalho
permitiram caracterizar os isolados CB02 (A) e CB02 (C) como Xanthomonas
axonopodis pv. dieffenbachiae.

Os sintomas e o patogeno descritos foram encontrados nas amostras de
anturio coletadas em Registro, no més de outubro (Tabela 2). Etretanto, a
incidéncia de X. axonopodis pv. dieffenbachiae em anturio ¢é freqliente em
regides com longitude de aproximadamente de 48° e latitude de 24°. Os testes de
patogenicidade em mudas de antario, causaram o desenvolvimento de lesdes

tipicas de Xanthomonas apos sete dias, completando os Postulados de Koch.
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4.3.2 Copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.)
Em copo-de-leite, foram observadas manchas do tipo III (Tabela 3)
proximo aos bordos das folhas que, geralmente, coalesceram, formando grandes

areas necrosadas, circundadas por halo amarelado (Figura 14).

k‘

FIGURA 14. Fotografia de sintomas de manchas foliares dos tipos I e II,
causadas por Xanthomonas campestris pv. zantedeschiae. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Os testes bioquimicos revelaram um isolado gram-negativo formando
colonias amarelas em MBI, positivo para catalase e negativo para urease e

oxidase. Foi capaz de hidrolizar o amido, produziu acido a partir da lactose e
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arabinose, mas nao de sacarose, glicose, raminose, dulcitol, sorbitol e manitol.
Produziu o pigmento xanthomonadina e ndo utilizou asparagina.

Os resultados dos testes bioquimicos estdo de acordo com Lee et al.
(2004) para a caracterizagdo de Xanthomonas campestris pv. zantedeschiae,
portanto, o isolado CB01 ¢ o mesmo patégeno.

Os sintomas e o patogeno descritos foram encontrados nas amostras de
copo-de-leite coletadas em Lavras, no més de setembro (Tabela 2). Apods a
realizagdo do teste de patogenicidade em mudas de copo-de-leite, com o
desenvolvimento de lesdes tipicas de Xanthomonas apos sete dias, os postulados
de Koch foram cumpridos. Desse modo, pode-se atribuir a Xanthomonas a
condicdo de patogénica a esta planta.

Outro sintoma observado nos materiais de copo-de-leite H22, H23 e
H24 foi a podriddo mole de rizomas e hastes (Tabela 2). Os tecidos afetados
apresentaram odor fétido peculiar. Em folhas, observaram-se lesdes aquosas de

coloragdo marrom e brilhante (Figura 15 A, B e C).

FIGURA 15. Fotografia de sintomas de podriddo de rizomas e hastes causadas
por Erwinia spp. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Os isolados obtidos foram caracterizados como gram-negativos,
apresentando crescimento a 36°C. Dos quatro isolados, apenas o CB06 foi

sensivel a eritromicina. Trés isolados produziram acido a partir da lactose,
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trealose e inositol e apenas o isolado CBS5 ndo foi capaz de produzir acido a
partir das fontes de acgucares descritos acima. Foram observadas coldnias
convexas de coloragdo branco-acinzentada em MB1.

Das iscas bioldgicas utilizadas, apenas os tubérculos de batata
reproduziram o sintoma de podriddo mole. Contudo, os isolados CB03, CB04,
CBO05 e CB06 podem ser enquadrados no grupo de Erwinias pectoliticas.

Na Tabela 5, encontram-se os resultados dos testes para a caracterizagdo
dos isolados em espécie. De acordo com as caracteristicas preconizadas por
Dickey (1979), Thomson et al. (1981) e Romeiro et al. (1994), verificou-se que
os isolados CB03, CB04 ¢ CB05 apresentaram similaridade com E. carotovora
subsp. carotovora, embora CB05 ndo tenha oxidado os agucares testados. No
entanto, ndo foi possivel caracterizar, com seguranca, o isolado CB06 em
espécie, pelos testes utilizados, embora ele tenha se aproximado de Erwinia

chrysanthemi pela sensibilidade a eritromicina.

TABELA 5 Resultados dos testes bioquimicos, culturais e fisioldgicos realizados
para a diferenciagdo em espécie e subespécie de bactérias do género
Erwinia. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Testes CB03 CB04 CBO05 CB06 ECC' ECH
Sensibilidade a eritromicina - - - + - +
Crescimento a 36°C + + + + + +
Produgao de acido a partir:

Lactose + + - + + -
Trealose + + - + + -
Inositol + + - + + +

'Dados adaptados de Romeiro et al. (1994), ECC = Erwinia carotovora subsp.
carotovora; ECH = E. chrysanthemi
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Os resultados dos testes bioquimicos obtidos neste trabalho estdo de
acordo com Almeida et al. (1997) e Wright (1998), que caracterizaram E.
carotovora subsp. carotovora e E. chrysanthemi em copo-de-leite.

Os sintomas e o patdégeno descritos foram encontrados nas amostras de
copo-de-leite coletadas em Lavras, nos meses de janeiro, agosto e outubro

(Tabela 2).

4.3.3 Inoculagéo de isolados de Xanthomonas spp. em diferentes hospedeiros
para avaliacdo de patogenicidade

O teste de patogenicidade cruzada revelou a capacidade de
Xanthomonas CBO02 (antirio) e CBO1 (copo-de-leite) em causar lesdes em
antario, copo-de-leite, lirio-da-paz e singdnio, mas ndo nas mudas de tomate
(Familia solanaceae) (Tabela 6). Estes resultados comprovam a especificidade
patogénica dos isolados testados a plantas da Familia Araceae. Dessa forma,
estima-se que anturio, copo-de-leite, lirio-da-paz e singénio possam ser fontes de
inoculo para outras ardceas, mas nao para plantas da familia Solanaceae.

De forma semelhante, X. vesicatoria, isolada de tomateiro, causou
lesdes apenas no tomate e no copo-de-leite. A lesdo em copo-de-leite ndo era
esperada, pois X. vesicatoria ocorre naturalmente apenas em tomate e pimentio

(Tabela 6).
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TABELA 6 Patogenicidade cruzada de isolados de Xanthomonas, avaliada por
meio do diametro das lesdes (cm) em diferentes hospedeiros. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Hospedeiros

Isolados

Tomate  Antdrio Copo-de-leite  Lirio-da-paz  Singbnio
Controle*  0,0b A 0,0b A 0,0c A 0,0b A 0,0b A
Xv 0,72a 0,0b B 0,95b A 0,0b B 0,0b B
CBO1 (?,]gb B 2,80aA  3,82aA 0,67ab B 0,60ab B
CB02 0,0b C 3,70a A 3,70a A 1,42a B 1,25a B

As médias com a mesma letra minuscula nas linhas e letra maiuscula nas
colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

*Controle= mudas ndo inoculadas; Xv = Xanthomonas vesicatoria (Tomate);
CBO01 = Xanthomonas (Copo-de-leite); CB02 = Xanthomonas (Anturio).

Embora as maiores lesdes tenham sido produzidas pelos isolados em
seus hospedeiros de origem, houve também a produgdo de lesdes nos outros
hospedeiros da familia Araceae (Tabela 6). Resultados semelhantes foram
observados por Chase et al. (1992) e Khoodoo et al. (2005), em que isolados de
Xantomonas campestris pv. dieffenbachiae foram mais agressivos a seus

hospedeiros de origem.

4.3.4 Caracteristicas moleculares

O produto da reacdo de amplificacdo com os primers 16S 1330/23S
322anti gerou um fragmento Unico de, aproximadamente, 1.100 pb, para os
isolados de Xanthomonas do antario (Figura 16, colunas 4-7), de Xanthomonas
do copo-de-leite (Figura 16, colunas 14-15) e Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum (Figura 16, colunas 1-3). Para os isolados de Erwinia do copo-de-
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leite (Figura 16, colunas 10-13 e colunas 16 a 19) e Erwinia carotovora subs.
carotovora (Figura 16, colunas 8-9), foram gerados dois fragmentos. Estes
agrupamentos comprovam que os isolados CB01 e CB02 pertencem ao género

Xanthomonas e CB03, CB04, CB05 e CB06 ao género Erwinia.

8 010 11 12 13 14.15 16 17 18 19

FIGURA 16. Produtos da PCR dos isolados de Xanthomonas de Anthurium sp. e
Zantedeschia aethiopica e Erwinia de Zantedeschia aethiopica e
alguns isolados referéncia das espécies de Xanthomonas e Erwinia
amplificados pelos primers 16Sunil330 e 23Suni322anti. M 1Kb
DNA ladder. Linhas 1-3 Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum.
Colunas 4-5 CB02 (A), 6-7 CB02 (C). Colunas 8-9 Erwinia
carotovora subs. carotovora. Colunas 10-11 CB03, 12-13 CB04, 14-
15 CBO1, 16-17 CBO0S5 e 18-19 CBO06.

A regido ITS entre o gene ribossomal 16S e 23S rRNA ¢ considerada
ideal para a identificagdo de bactérias, por conter extensa seqiiéncia variada
(Khoodoo et al., 2005). Esta seqiiéncia esta descrita em varios trabalhos, tanto de
identificacdo de fitobactérias quanto em estudo de filogenia (Maes, 1993;
DeParasis & Roth, 1990; Sahin et al., 2003). Gutler & Stanisich (1996)
sugeriram as regides 16S e 23S rRNA para a construgdo de primers especificos
na identificacdo de bactérias.

Maes (1993) identificou diferencas entre fitobactérias do género
Xanthomonas na amplificagdo por PCR de um tnico fragmento do gene 16S

rDNA de 480 b. DeParasis ¢ Roth (1990) sequenciaram parcialmente a molécula
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16S rRNA de fitobactérias e encontraram variagdo na seqiiéncia entre os géneros
Xanthomonas, Pseudomonas e Erwinia, na regido entre as bases 1064-1090.

A amplificagdo de um unico produto de PCR (aproximadamente 680 bp)
da regido espacadora 16S-23S rDNA, de isolados representando seis diferentes
patovares de X. campestris, inclusive X. campestris pv. zinniae, também foi
observada por Sahin et al. (2003). A analise da seqiiéncia do fragmento do DNA
dos produtos amplificados por PCR da regido 16S-23S rDNA revelaram
semelhanga entre as seqiiéncias (aproximadamente 89% a 97%) entre os isolados
de X. campestris pv. campestris, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria,
X. hortorum pv. vitians e X. campestris pv. zinniae. Porém, essas seqiiéncias
diferiram entre isolados de forma significativa, separando a espécie X.

campestris pv. zinniae dos outros isolados testados.

4.4 Outras doencas

Durante a realizagdo deste trabalho, ndo foram observadas doengas,
como ferrugens, murchas vasculares, podriddo de hastes e raizes causadas por
Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia e Sclerotium, bem como manchas foliares

causadas por Alternaria ¢ Phyllosticta.
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi realizado este trabalho, concluiu-se que:

1 Colletotrichum gloeosporioides ¢ Glomerella cingulata foram isolados de
antirio e singdnio, sendo o primeiro relato de Glomerela cingulata causando

antracnose nestas duas plantas, no Brasil;

2 Este foi o primeiro relato de Colletotrichum falcatum em lirio-da-paz e

singdnio, no Brasil;

3 Cercospora richardiaecola foi observado apenas em copo-de-leite;

4 Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae e Xanthomonas campestris pv.

zantedeschiae foram isoladas de antario e copo-de-leite, respectivamente;

5 Este foi o primeiro relato de Xanthomonas campestris pv. zantedeschiae em

copo-de-leite, no Brasil.

6 Erwinia carotovora subsp. carotovora foi observada apenas em copo-de-leite.

7 Antlrio, lirio-da-paz e singénio podem ser fontes de indculo de
Colletotrichum gloeosporioides, C. falcatum e Glomerella cingulata ente si,

bem como o pimentdo, da familia Solanaceae.

8 Anturio, copo-de-leite, lirio-da-paz e singdnio podem ser fontes de indculo de
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae e X. campestris pv. zantedeschiae
para outras ardceas, mas ndo sdo fontes de indculo para tomate, da Familia

Solanaceae.
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TABELA 1A — Resumo da analise de variancia dos dados referentes ao diametro
das lesdes (cm) causadas pelos isolados CMO02 e CMS55 de
Glomerella cingulata, CM08 e¢ CML620 de Colletotrichum
gloeosporioides, CM52 ¢ CM58 de Colletotrichum falcatum, em
mudas de antario, lirio-da-paz, pimentdo e singdnio. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

QM s e significancia

FV GL
Didmetro (cm)’
Isolado 6 3,9869 ns
Muda 3 0,1179 ns
Isolado x Muda 18 0,1790 ns
Erro 164 0,0434
CV (%) 15,55

ns = teste F ndo significativo a 5%
"' = dados transformados para (Y + 1)”

TABELA 2A — Resumo da analise de variancia dos dados referentes ao diametro
das lesdes (cm) causadas pelos isolados CB01 e CB02 de
Xanthomonas, em mudas de antario, copo-de-leite, lirio-da-paz,
tomate e singdnio. UFLA, Lavras, MG, 2005.

QM s e significancia

FV GL
Diametro (cm)’'
Isolado 3 2,8605 ns
Muda 4 0,7154 ns
Isolado x Muda 12 0,4925 ns
Erro 100 0,0322
CV (%) 14,73

ns = teste F ndo significativo a 5%
"' = dados transformados para (Y + 1)”
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