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RESUMO

Este trabalho objetivou-se em relatar a ocorréncia da Mancha de
Cercospora em cedro australiano no Brasil, bem como avaliar o processo de
penetracdo no hospedeiro e temperaturas favoraveis ao crescimento micelial e a
produgdo da toxina cercosporina, ‘in vitro’. Foram realizados os postulados de
Koch para confirmar o agente causal. O fungo foi identificado, por meio de
caracteres morfoldgicos e moleculares, utilizando-se para isso as regides génicas
ITS e actina. Posteriormente, o estudo do processo de penetracdo dos isolados
em folhas de cedro foi realizado sob microscopia eletronica de varredura. Os
quatro isolados apresentaram caracteristicas morfologicas de Cercospora
meliicola. Todavia, por meio de filogenia, foram agrupados com a espécie C.
alchemillicola, formando um clado com suporte ‘bootstrap’ de 85%. Os isolados
ndo penetraram no hospedeiro por meio de estomatos. Sua penetragdo ocorreu
por ferimentos nas folhas de cedro, 12 horas apds a inoculagdo. Também, foi
constatada a contribuicdo do fungo Phyllachora balansae no desenvolvimento
de ferimentos na superficie foliar, favorecendo, assim, a penetragdo dos isolados
de Cercospora do cedro. Para avaliar as melhores temperaturas de crescimento
micelial e produgdo de cercosporina, os isolados foram incubados sob
temperaturas variando de 15 a 30°C. O maior crescimento micelial foi observado
sob a temperatura de 24,8°C. A melhor faixa de temperatura, para produzir
cercosporina, considerando os quatro isolados, variou entre 21,6 ¢ 23°C, com
picos de produgdo de cercosporina de até 4,84 pmol.disco™.

Palavras-chave: Cercospora meliicola. C. alchemillicola. Cedro australiano.
Microscopia eletronica de varredura. Cercosporina.



ABSTRACT

This work aimed at reporting the occurrence of the Cercospora spot on
Australian cedar in Brazil, as well as evaluating the penetrating process of the
host and favorable temperatures to the mycelial growth and the production of the
cercosporin toxin in vitro. Koch postulates were performed to confirm the
causing agent. The fungus was identified, by means of morphological and
molecular traits, using the ITS and actin genic regions. Subsequently, the study
of the penetration process of the isolates in cedar leaves was performed under
scan electronic microscopy. The four isolates presented Cercospora meliicola
morphological traits. However, by means of phylogeny, they were grouped with
the C. alchemiliicola, forming a bootstrap supporting class of 85%. The isolates
did not penetrate the host through the stomata. The penetration occurred through
lesions on the cedar leaves, 12 hours after inoculation. The contribution of the
Phyllachora balansae fungus over the development of lesions on the leaf surface
was also observed, thus favoring, the penetration of the Cercospora isolates of
the cedar. To evaluate the best temperatures for mycelial growth and production
of cercosporin, the isolates were incubated under temperatures ranging from 15
to 30°C. The highest mycelial growth was observed under the temperature of
24.8°C. The best range of temperature to produce cercosporin, considering the
four isolates, ranged from 21.6 to 23°C, with cercosporin production peaks of up
to 4.84 pmol.disk ™.

Keywords: Cercospora meliicola. C. alchemillicola. Australian cedar. Scan
electronic microscopy. Cercosporin.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o cedro australiano (Toona ciliata M. Roem. var.
australis (F.Muell.)), da familia Meliaceae, tem se destacado como espécie
madeireira promissora para produgdo de madeira nobre ¢ por sua resisténcia a
uma das principais pragas dos cedros nativos, a broca dos ponteiros, Hypsipyla
grandella Zeller. Embora esta espécie seja resistente a essa praga, ¢ necessario
conhecer sobre a ocorréncia de outros insetos e fitopatdgenos capazes de reduzir
sua produtividade, principalmente, em paises como o Brasil, onde a cultura foi
introduzida. Também, é importante ressaltar a grande biodiversidade deste pais
em varios biomas, inclusive, com espécies de meliaceas. No que diz respeito a
ocorréncia de doengas na cultura, Phyllachora balansae Speg. tem sido um
fungo comumente encontrado em folhas e hastes de arvores de cedro no Brasil.
Em outros paises, outro grupo de fungos fitopatogénicos tem sido relatado em
cedro e outras meliaceas, os fungos cercosporioides, cujos sintomas sdo manchas
necroticas no limbo foliar, podendo causar a desfolha da planta. Porém, nas
principais bases de dados ndo foi encontrado, at¢é o momento, relato da
ocorréncia de fungos cercosporioides em cedro australiano no Brasil.

Cercospora spp. ¢ um dos géneros de fungos cercosporioides, descrito
por Fresenius em 1863. As espécies desse género fitopatogénico estdo
distribuidas por todo o mundo, associadas a manchas foliares na maioria das
familias de plantas. Além de afetarem as folhas, também, podem causar danos
em flores, frutos, bracteas, sementes ¢ pedicelos de varios hospedeiros. Para o
correto manejo de fitopatdgenos, faz-se necessario o conhecimento dos
processos basicos na relagdo patogeno-hospedeiro. Entre esses processos, a
penetragdo € o primeiro evento necessario para o fitopatdogeno estabelecer

relacdo de parasitismo com o seu hospedeiro em etapa subsequente.



13

Patogenos podem penetrar nas superficies de plantas por via direta, por
meio da cuticula, rompendo a camada de cera e as células da epiderme ou por
aberturas naturais e¢ ferimentos. Alguns fungos penetram nos tecidos em apenas
uma dessas formas, outros em mais de uma. Ferimentos nos tecidos do
hospedeiro podem resultar da agdo de fatores ambientais, por exemplo, ventos
fortes em ambientes de pouca umidade ou mesmo de outros agentes patogénicos.
O evento que sucede a penetracdo ¢ a infeccdo, e 0 maior ou menor €xito do
patdgeno nessa fase dependera da interagdo de parasitismo com o hospedeiro,
objetivando extrair dgua, nutrientes e outros compostos. Geralmente o patdogeno
possui enzimas, hormonios e toxinas capazes de cumprir esse papel. A toxina
cercosporina ¢ uma importante substancia na patogénese de espécies do género
Cercospora.

A cercosporina ¢ uma toxina fotossensibilizante que, na presenca da luz,
reage com o oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio, que
destroem as membranas celulares das células hospedeiras, permitindo o
fornecimento de nutrientes necessarios para o patdgeno completar o seu ciclo de
vida.

Sendo assim, objetivou-se neste trabalho:

a) Identificar o agente etioldgico associado a mancha necrotica do
limbo foliar do cedro australiano por meio de caracterizagdo
morfologica e analise filogenética das regides génicas ITS e actina.

b) Estudar o processo de penetracdo do fungo por microscopia
eletronica de varredura.

¢) Avaliar a influéncia da temperatura sobre o crescimento micelial do
fungo.

d) Avaliar a influéncia da temperatura sobre o conteido de

cercosporina produzido por meio do fungo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cedro australiano (7Toona ciliata M. Roem. var. australis (F.Muell.))

O cedro australiano (Toona ciliata M. Roem. var. australis (F.Muell.)),
também conhecido como cedrao, pertence a familia Meliaceae. Trata-se de uma
angiosperma arbdrea de grande porte e de rapido crescimento, que pode alcangar
cerca de 50 m de altura e 2,0 m de didmetro em seu habitat natural (PINHEIRO;
LANIL, COUTO, 2003). Nos plantios encontrados no Brasil, as arvores atingem
20 m de altura e 1,2 m de circunferéncia, com potencial de incremento médio
anual de 30 m’ha'ano' (BELA VISTA FLORESTAL, 2013; SOUZA;
BARROSO; CARNEIRO, 2010). A espécie encontra-se amplamente difundida
entre os paralelos 15° e¢ 25° N situados na India, Bangladesh, Birmania,
Tailandia, China Meridional, Indonésia, Malasia e Filipinas (LAMPRECHT,
1990). A variedade australiana é encontrada, naturalmente, no leste da Australia,
desde Ulladulla, ao sul de Sidney, no Estado de New South Wales, até Atherton,
no norte do Estado de Queensland (GRIJPMA; RAMALHO, 1969). Embora em
areas descontinuas, o cedro australiano encontra-se difundido na América
Latina, espalhando-se desde o paralelo 24° N até 10° S, compreendendo o
Meéxico, a América Central, as Antilhas, as regides setentrionais da América do
Sul, o Peru e o Brasil (LAMPRECHT, 1990). O tnico registro da introducdo da
espécie no Brasil ¢ da empresa Aracruz Celulose (ES), em 1973, denominada na
época de Aracruz Florestal. Naquele ano, varios lotes de sementes de diferentes
espécies de eucalipto e de outras espécies vegetais foram importados do Timor
Leste ¢ da Australia. A empresa efetuou pequenos plantios, formando um banco
de germoplasma. Em 1989, foram distribuidas mudas de cedro australiano para
agricultores, escolas de ciéncias agrarias e demais interessados, iniciando-se,

assim, a multiplicacdo de plantios de cedro australiano no Brasil (SOUZA;
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BARROSO; CARNEIRO, 2010). A espécie encontrou 6timas condi¢des para o
seu desenvolvimento, sendo cultivada ao Sul do Estado da Bahia e em toda a
regido Sudeste, destacando-se os Estados de Minas Gerais e Espirito Santo
(KALIL FILHO; WENDLING, 2012; PINHEIRO; LANI; COUTO, 2003). A
espécie cresce em areas com precipitagdo anual entre 800 ¢ 1800 mm e dois a
seis meses de seca.

Nas regides de origem, desenvolve-se em baixas altitudes, proximo de
rios ¢ ao pé de encostas, crescendo, também, em regides montanhosas com
altitude de 1700 m (PINHEIRO; LANI; COUTO, 2003; SOUZA; BARROSO;
CARNEIRO, 2010). A temperatura ideal estd em torno de 20 a 26°C,
sobrevivendo a temperaturas minimas absolutas pouco abaixo de 0°C. Também,
pode tolerar as geadas leves e de curta duragdo (LAMPRECHT, 1990).

O tronco ¢ retilineo e, as vezes, bifurcado. Sua casca ¢ grossa, dura, com
deiscéncia em placas retangulares e escamiformes, de cor marrom-acinzentado
(PINHEIRO; LANI; COUTO, 2003). As folhas sdo alternas, paripenadas, com
25 a 45 cm de comprimento, foliolos ovais e lanceolados, opostos a subopostos e
raramente alternos, com 7,5 a 20 cm de comprimento (LAMPRECHT, 1990;
PINHEIRO; LANI; COUTO, 2003). E uma espécie promissora para plantagdes
comerciais, em funcdo da qualidade de sua madeira, sendo amplamente utilizada
na industria de contraplacados, compensados, moveis, entre outros (PINHEIRO;
LANI; COUTO, 2003). O cedro australiano vem sendo plantado como cultura
comercial no Estado de Minas Gerais, onde os plantios de pinus e eucalipto tem
sido insuficientes para atender a demanda de madeira (KALIL FILHO;
WENDLING, 2012).

Com relagdo ao manejo fitossanitdrio, uma das grandes vantagens do
cedro australiano, em relagdo aos cedros nativos, ¢ a imunidade ao broqueador
das pontas, Hypsipyla grandella Zeller, praga de grande importancia na cultura

(MANGLIAVORI et al., 2003). Entre as doencas flungicas, mais
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especificamente as foliares, Phyllachora balansae Speg. ¢é comumente
encontrada em cedro australiano (FERREIRA, 1989). A ocorréncia deste
patogeno foi, inclusive, relatada recentemente no sul do Estado de Minas Gerais
(ZACARONI et al., 2013). No que diz respeito aos fungos cercosporioides, ha
relatos dos mesmos ocorrendo em Toona e outras meliaceas, no exterior. Como
exemplos, citam-se Pseudocercospora toonae Y.L. Guo & X.J. Liu em T.
ciliata, Cercoseptoria cedrelae JM. Yen, A.K. Kar & B.K. Das e P.cedrelae (S.
Chowdhury) T.K. De em Cedrela toona, todos na India. Na América do Sul, os
relatos sdo de P. cedrelae-mexicanae U. Braun & Crous em Cedrela mexicana
M. Roem., na Venezuela, e de Cercospora meliicola Speg. em Melia azedarach,
na Argentina (MYCOBANK, 2014). Todavia, ndo ha na literatura brasileira

relato sobre a ocorréncia de fungos cercosporioides em cedro australiano.

2.2 Género Cercospora

O género Cercospora foi descrito por Fresenius em 1863 e atualmente ¢
um dos maiores ¢ mais heterogéneos géneros da classe hyphomycetes. As
espécies desse género fitopatogénico estdo distribuidas por todo o mundo ¢ sdo
agentes etiologicos de manchas foliares em diversas familias de plantas
(CROUS; BRAUN, 2003). Também, podem causar lesdes necroticas em flores,
frutos, bracteas, sementes e pedicelos de varios hospedeiros nas mais diferentes
condi¢des climaticas (AGRIOS, 2005; TO-ANUN; HIDAYAT; MEEBOON,
2011).

Fungos do género Cercospora, bem como outros fungos
cercosporioides, ou seja, com morfologia semelhante a do género Cercospora,
formam sobre seus hospedeiros estruturas denominadas esporodéquios. Estes
sdo agrupamentos de conidiéforos capazes de sustentar os conidios. O

conididforo pode ser simples ou ramificado, e inclui a(s) célula(s)
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conidiogénica(s) (ULLOA; HANLIN, 1999). Em fungos cercosporioides
existem numerosas espécies com agrupamentos de conididéforos mistos. Alguns
deles s@o continuos e unicelulares, outros conidioforos sdo septados, compostos
de duas ou mais células (por exemplo, espécies de Cercospora). Conididforos
podem ser incolores (hialinos) ou diversamente pigmentados, sendo a
pigmentagdo importante caracteristica taxonémica (CROUS; BROUN, 2003). A
cicatriz conidial, minuscula estrutura no fim de uma célula conidiogénica
resultante da conidiogénese, indica o ponto de onde o conidio foi liberado. A
cicatriz conidial pode ser notada por paredes espessas de cor escura ou pode ser
imperceptivel. A cicatriz no conidio no ponto de fixa¢do anterior ao do
conididforo ¢ denominada hilo (HENNEBERT; SUTTON, 1994). O género
Cercospora ¢ caracterizado por cicatrizes espessas e escuras na célula
conidiogénica e hilo (CROUS; BRAUN, 2003). A conidiogénese de fungos
cercosporioides ¢ caracterizada por proliferacdo blastica, algumas vezes
determinada, mas frequentemente simpodial (TO-ANUN; HIDAYAT;
MEEBOON, 2011). As caracteristicas importantes dos conidios do género
Cercospora estdo, principalmente, relacionadas com a forma, septagdo,
pigmentagdo e superficie (CROUS; BRAUN, 2003; TO-ANUN; HIDAYAT;
MEEBOON, 2011). Os conidios de espécies de Cercospora sdo retos ou
curvados, aciculares, filiformes, obclavados ou uma combina¢do de formas.
Também, sfo caracterizados por pigmentacdo hialina ou olivaceo palido e

septagdo conidial euseptado (CROUS; BRAUN, 2003).
2.3 Sintomas
Os sintomas causados por espécies de Cercospora em seus hospedeiros

sdo variaveis. Manchas foliares podem estar ausentes ou presentes em todos os

graus de distingdo, desde leve descoloracdo em ambas as superficies foliares a
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manchas foliares visiveis e bem definidas (CHUPP, 1954). Em algumas plantas,
os sintomas manifestam-se como manchas foliares de cor marrom, pequenas,
com cerca de 3 a 5 mm de diametro, formato, aproximadamente, circular e
bordas avermelhadas. Todavia, na maioria dos hospedeiros as manchas sio,
irregularmente, circulares a angulares, com ou sem bordo distinto (AGRIOS,
2005). Como exemplos citam-se espécies de Cercospora em meliaceas. C.
meliicola Spegazzini ¢ responsavel por formar manchas em folhas de Melia
azedarach L. Essas sdo de formato suborbicular e cor branca encardido, com 1-5
mm de didmetro. Os sintomas causados por C. didymochetonis Wakefield em
folhas de Dysoxylum richii C. DC. s3o manchas foliares com areas amareladas
indistintas, na face superior. Ja C. meliae Ellis & Ev. ¢ C. subsessilis H. & P.
Sydow formam em Melia azedarach manchas foliares circulares a angulares. C.
meliae forma manchas com centro branco e bordos restritos de cor marrom-
avermelhado e didmetro de 0,5-2,5 mm, enquanto que C. subsessilis forma
manchas de cor cinza ou marrom-palido, algumas vezes com zonas delimitadas
por linhas de cor marrom-escuro e diametro de 2-5 mm. C. subsessilis incita
sintomas semelhantes em folhas de Azadirachta indica A. Juss. e de Swietenia
mahagoni Jacq. (CHUPP, 1954). As manchas incitadas por espécies de
Cercospora em seus hospedeiros, se presentes em grande nimero, podem
coalescer, causando grandes areas necrosadas. De forma geral, quando ocorre
alta severidade, toda a folhagem do hospedeiro é comprometida, podendo cair
(AGRIOS, 2005). Em plantas suculentas, lesdes semelhantes podem ser
observadas em hastes e peciolos das folhas (TO-ANUN; HIDAYAT;
MEEBOON, 2011). Outros 6rgaos do hospedeiro, também, podem ser afetados
por espécies de Cercospora, como flores, frutos e sementes, € mesmo em pos-
colheita pode ocorrer podriddo de frutos (GROENEWALD et al., 2012; SILVA;
PEREIRA, 2008).
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2.4 Penetracio

Patogenos podem penetrar superficies de plantas por via direta, por meio
da cuticula, rompendo a camada de cera e as células da epiderme ou por
aberturas naturais e ferimentos. Alguns fungos penetram nos tecidos em apenas
uma dessas formas, outros em mais de uma (AGRIOS, 2005). Por exemplo, C.
carthami, agente causal da cercosporiose do acafrdao, pode penetrar os tecidos do
hospedeiro pelas aberturas naturais, ferimentos ou de forma direta
(SCHWARTZ; GENT, 2014). Outras espécies de Cercospora, entretanto,
penetram apenas por ferimentos, por exemplo, C. agavicola Ayala-Escobar em
folhas de Agave tequilana var. azul (AY ALA-ESCOBAR; YANEZ-MORALES,
2005). Varios tipos de ferimentos podem ser utilizados por fungos no momento
da penetragdo. Esses podem ser recentes ou velhos e consistir de tecido
dilacerado ou proveniente de necroses por qualquer motivo. Estes patogenos,
geralmente necrotroficos, podem crescer, rapidamente, em tal tecido antes de
avancar para o tecido saudavel. A dilaceragdo ou a morte dos tecidos podem
resultar da agdo de fatores ambientais, tais como quebra-vento e granizo, insetos,
bem como de ferimentos ou lesdes causados por outros agentes patogénicos.
Apoés penetrar, o patdégeno invade as células vegetais adjacentes ou secreta
enzimas ¢ toxinas que matam e maceram as células vizinhas (AGRIOS, 2005).
Viérios fatores influenciam na func¢do dos ferimentos como pontos de infecgdo,
podendo-se citar: 1) A disponibilidade de in6culo quando o ferimento ¢ feito ou
durante o periodo em que o ferimento € suscetivel a invasdo; 2) A capacidade do
patogeno germinar e se desenvolver sobre ou no interior do tecido danificado; 3)
O processo de fechamento do ferimento ¢ os mecanismos de resisténcia do
hospedeiro estabelecidos como resposta ao ferimento ¢ 4) A capacidade do
patdgeno competir com outros microrganismos cuja germinagao ou crescimento,

também, possam ser favorecidos por ferimento (TAINTER; BAKER, 1996).
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2.5 Caracterizacao Molecular

A taxonomia no género Cercospora baseia-se, principalmente, na
morfologia de conidios e conidi6foros (TO-ANUN; HIDAYAT; MEEBOON,
2011). Todavia, em muitos casos ocorre sobreposicdo desses marcadores
morfoloégicos, o que torna a taxonomia do género mais complicada
(GROENEWALD et al., 2010). Nesse sentido, a filogenia contribui com a
correta inser¢do desses individuos dentro dos devidos taxons, levando em conta
a relagdo evolutiva entre grupos de organismos por meio do sequenciamento
genético. Uma série de marcadores moleculares pode ser utilizada, para avaliar a
diversidade genética de fungos, citando-se entre eles os espagadores transcritos
internos (ITS) do DNA ribossdmico ¢ a regido génica actina.

Em eucariotos, a regido 1 do espagador transcrito interno (ITS-1) esta
situada entre os genes 18S e 5.8S, e a regido 2 (ITS-2) encontra-se entre os
genes 5.8S e 28S do rDNA. Essas regides espagadoras sdo menos conservadas,
evoluindo em maior velocidade quando comparadas aos genes ribossomais,
sendo assim tteis para determinar relagdes evolutivas (HILLIS; DIXON, 1991).
Seu uso tem sido intenso para analisar relagdes evolutivas de fungos. A base de
dados ja depositada da regido ITS, no banco de dados de nucleotideos do
GenBank, ¢ maior quando comparada a outras sequéncias (PORTER;
GOLDING, 2011). Essa regido foi proposta como ‘cédigo de barras’ universal
para fungos por sua facilidade de amplificacdo e sequenciamento (BEGEROW
et al., 2010; PORTER; GOLDING, 2011; SCHOCH et al., 2012). Goodwin,
Dunkle e Zismann (2001) utilizaram analises filogenéticas, baseadas na regido
ITS do rDNA, para estudar a evolucdo dos géneros Cercospora (fungo
anamorfo) e Mycosphaerella (fungo teleomorfo). Esses autores concluiram que
o género Mycosphaerella ¢ monofilético, porém varios de seus anamorfos foram

polifiléticos, com exce¢do de Cercospora spp.
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O gene actina codifica para a sintese da proteina actina, a qual esta
presente em todas as células eucaritticas, sendo o principal componente dos
microfilamentos. Em virtude das restrigdes estruturais, a sequéncia de
aminoacidos de proteinas actina ¢ altamente conservada nas diferentes espécies
de eucariotos (HIGHTOWER; MEAGHER, 1986). Todavia, as sequéncias de
DNA apresentam variagoes relevantes, ao ponto de permitir distingdo de 'taxa'
estreitamente relacionados. Groenewald et al. (2010) avaliaram a capacidade de
cinco regides geénicas em resolver limites de espécies e diversidade de
Cercospora: actina, calmodulina, histona H3, fator de elongacdo 1-alfa e ITS. A
regido actina foi a que proporcionou maior resolugdo, formando 14 clados
principais na arvore filogenética, ndo distinguindo apenas C. apii Fresen. de C.
beticola Sacc., e C. physalidis Ellis de C. piaropi Tharp. Montenegro-Calderén
et al. (2011), utilizando a abordagem ‘multilocus sequence typing’ (MLST),
verificaram que a regido génica actina contribuiu com as regides calmodulina e
histona H3 na separacdo de C. rodmanii Conway (isolados obtidos de
Eichhornia crassipes) de outras espécies de Cercospora incluidas em seu
estudo. Assim, verifica-se o potencial dessa regido para contribuir nos estudos

de diversidade genética no género Cercospora.

2.6 Cercosporina

Muitos fungos do género Cercospora produzem cercosporina, toxina
inclusa no grupo das perylenequinonas (DAUB; EHRENSHAFT, 2000). Seu
primeiro isolamento deu-se em 1957, com base em C. kikuchii T. Matsumoto &
Tomoy (KUYAMA; TAMURA, 1957). Sua importancia na patogenicidade de
C. kikuchii foi demonstrada, inicialmente, por Upchurch et al. (1991). Estes
autores verificaram que mutantes sem habilidade para produzir cercosporina nao

foram capazes de infectar folhas de soja quando inoculados. Essa toxina ¢
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classificada como composto fotossensibilizante, pois pode absorver a energia da
luz, sendo convertida a um estado ativo com energia, que, em seguida, reage
com o oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio. Estas
destroem as membranas das plantas hospedeiras e fornecem nutrientes para o
patogeno de forma intercelular (AGRIOS, 2005; DAUB; EHRENSHAFT,
2000). Quando o fungo ¢é cultivado em meio de cultura e na presenca de luz, a
toxina ¢ liberada na forma de pigmento de coloragdo avermelhada (AGRIOS,
2005; DAUB; EHRENSHAFT, 2000). Ela ¢ o agente etioldgico de doengas em
muitas espécies vegetais, citando-se como exemplo, a cercosporiose do café
(POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Em fun¢do deste composto,
espécies de Cercospora estdo entre os fungos fitopatogénicos mais bem
sucedidos, sendo a producdo de cercosporina considerada como importante fator
de patogénese nesse género (UPCHURCH et al., 1991). De forma geral, apenas
organismos produtores dessa toxina resistem aos seus efeitos. A capacidade de
esporos fungicos e de micélio para sobreviver a toxicidade geral de cercosporina
¢ em decorréncia da produgdo de piridoxina (vitamina B6). A piridoxina reage
com atomos individuais de oxigénio, formando ligagdes quimicas que inibem a
acdo da toxina sobre o organismo produtor (AGRIOS, 2005). A cercosporina é
um composto influenciado por condigdes ambientais e nutricionais (JENNS;
DAUB; UPCHURCH, 1989). Alguns estudos anteriores sobre o efeito da
temperatura no acimulo de cercosporina tiveram como objetivo otimizar as
condigdes ‘in vitro’ para produzir esse composto (FAJOLA, 1978, JENNS;
DAUB; UPCHURCH, 1989). No trabalho de Jenns, Daub ¢ Upchurch (1989), os
autores constataram isolados de diferentes espécies de Cercospora com
conteudo de cercosporina sendo influenciado por meio da temperatura, com

maior producdo aos 20°C em relagao a 30°C.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de isolados com base em lesdes necroticas de folhas de cedro

australiano

No més de fevereiro de 2013, foram observadas em mudas de cedro
australiano, localizadas no viveiro florestal do Departamento de Ciéncias
Florestais da UFLA, manchas necréticas na face adaxial do limbo foliar.
Foliolos sintomaticos de diferentes mudas foram devidamente coletados e
encaminhados para o laboratério de Epidemiologia da UFLA para visualizagdo
sob estereomicroscopio. Uma vez constatada a presenca de esporodoquios sobre
as lesdes, procedeu-se ao isolamento direto do fungo. Os esporoddquios foram
removidos da superficie das lesdes com auxilio de estilete ¢ transferidos para
placas de Petri com meio agar extrato de malte 2% (MEA) (HIMEDIA,
Mumbai, india). Apds uma semana, observou-se o crescimento micelial. Dessas
placas obtiveram-se quatro isolados provenientes de diferentes plantas. Os
micélios foram transferidos para tubos de ensaio, contendo meio MEA e

identificados com as codificacdes HRO1, HR02, HR03 ¢ HR04.

3.2 Obtencio de culturas monosporicas

Para obter culturas monosporicas, cada isolado, crescido em meio MEA,
teve seis discos de micélio (8 mm de didmetro cada) transferidos para frascos
Erlenmeyer, contendo 30 mL de meio de cultura liquido de suco de tomate
(10%) mais CaCO; 0,1% (STT liquido) (BRUNELLI et al., 2006) e foram
incubados por quatro dias em agitador orbital sob rotagdo de 120 rpm. Em
seguida, as suspensoes obtidas foram vertidas em placas de Petri, contendo meio

de cultura STT solido (acrescido de agar). As placas foram, entdo, incubadas em
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camaras BOD sob fotoperiodo constante (média de 3707,41° lux) e temperatura
de 25 + 1°C para induzir a esporulagdo do fungo. Apds dois dias (necessarios
para secar as suspensoes ¢ induzir a esporulagdo), cada placa foi lavada com 15
mL de agua destilada e esterilizada e a suspensdo obtida foi filtrada em gaze
estéril. As suspensdes foram vertidas em placas de Petri com meio Agar-agua.
Sob microscopio 6tico visualizou-se, para cada isolado, os conidios separados.
Esses foram, entdo, individualmente transferidos para tubos de ensaio contendo
meio de cultura MEA. Assim, foram obtidos os quatro isolados monosporicos

(HRO1, HRO2, HR03 e HR04) utilizados nas demais etapas deste trabalho.

3.3 Caracterizaciio morfolégica

As avaliagdes dos caracteres morfologicos foram realizadas no
Laboratério de Epidemiologia da UFLA. Avaliaram-se as caracteristicas
morfologicas das colonias dos quatro isolados obtidos de cedro australiano,
cultivados por 21 dias em cdmaras BOD sob as temperaturas de 15°C, 19°C,
23°C, 26°C e 30°C e fotoperiodo de 12 horas. Conidios dos quatro isolados
foram obtidos conforme metodologia de esporulagdo descrita no item 3.2, sob
temperatura de 26°C. Em seguida, selecionaram-se, aleatoriamente, 100 conidios
de cada isolado para mensurar o comprimento ¢ a largura (na base dos conidios).
Também, foram mensurados o comprimento ¢ a largura de 30 conidios e 30
conididforos, oriundos de folhas do hospedeiro, apresentando sintomas e sinais
do patogeno. Os conidios ¢ conididéforos, também, tiveram o nimero de septos
quantificados.

Os dados de comprimento ¢ largura de conidios produzidos ‘in vitro’,
por meio dos isolados HRO1, HR02, HR03 e HRO4, foram analisados no
programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014). As variaveis
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significativas no teste F da analise de variancia foram submetidas ao teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

3.4 Postulados de Koch

Foram realizados os postulados de Koch para comprovar a etiologia da

doenca, sendo eles:

a) Associacdo constante patdgeno-hospedeiro;
b) Isolamento do patdgeno;
¢) Inoculacdo do patdégeno (com reprodugdo dos sintomas);

d) Reisolamento do patégeno e comparagdo com a cultura inicial.

Para realizar os postulados de Koch, foram utilizadas mudas do clone
1210 de cedro australiano, adquiridas do viveiro comercial Bela Vista Florestal,
localizado no municipio de Campo Belo, MG. As mudas apresentavam seis
meses de idade, quando foram transplantadas dos tubetes, para sacos plasticos de
2 kg, contendo substrato comercial. As mudas foram mantidas na casa-de-
vegetacdo do Laboratdrio de Epidemiologia da UFLA, sob temperatura média de
24,8°C (minima ¢ maxima de 16°C e 42,2°C, respectivamente) e umidade
relativa média de 72,2% (minima e maxima de 31,4% ¢ 93,3%,
respectivamente), no periodo de conducdo do experimento. Dois meses apds o
transplantio, cada isolado foi inoculado em quatro mudas. Foram utilizados os
quatro isolados monosporicos, HRO1, HR02, HR03 ¢ HRO04, e outras quatro
mudas ndo-inoculadas constituiram a testemunha.

Em ensaio preliminar, verificou-se a necessidade do uso de agentes
abrasivos na superficie do limbo foliar para inocular o patéogeno. Em cada muda

foram demarcados quatro foliolos e, com auxilio de esponja de ago, realizaram-
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se ferimentos circulares suaves de, aproximadamente, 1 cm de didmetro na face
adaxial dos mesmos. Em seguida, as suspensdes de conidios foram calibradas
sob hemacitdmetro para concentragio de 4x10* esporos.mL™ e pulverizadas
sobre os foliolos até o ponto de escorrimento. Para a testemunha, pulverizou-se
agua sobre os ferimentos, até o ponto de escorrimento. Apos a inoculagdo, as
mudas foram mantidas sob cdmara imida na casa-de-vegetacdo por periodo de
48 horas. Para tanto, utilizaram-se sacos plasticos transparentes contendo
algoddo umedecido. Apdés a inoculagdo foi observado, diariamente, o
aparecimento de sintomas, inclusive, na testemunha. Apos o inicio dos sintomas,
foram realizadas avaliagdes a cada sete dias.

O experimento foi repetido para o isolado HR04 (selecionado em ensaio
preliminar por ter apresentado maior incidéncia da doenga), como descrito
acima, com modificacdes no método de inoculagdo e condigdes de incubacao.
Dessa vez, a inoculagdo foi efetuada de dois modos distintos: 1) pulverizagdo de
inéculo sobre foliolos contendo sinais de P. balansase, e 2) pulverizagdo de
inéculo sobre foliolos tratados com o agente abrasivo carborundum. As mudas
foram mantidas em camara de crescimento do Laboratorio de Epidemiologia da
UFLA, sob temperatura de 22°C. O fotoperiodo, de 12 horas, foi proporcionado

por lampadas fluorescentes de 40 W.

3.5 Caracterizacao molecular

A caracterizagdo molecular dos quatro isolados (HRO1, HR02, HRO3 e
HRO04) obtidos de cedro australiano foi realizada no Laboratério de Micologia

do Departamento de Fitopatologia da UFLA.
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3.5.1 Extracao do DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o Kit ‘Wizard Genomic
DNA Purification Kit*” (Promega, Madison, EUA).

Culturas monosporicas dos isolados HR01, HR02, HR03 ¢ HR04 foram
cultivadas em meio MEA por 21 dias. As col6nias foram raspadas com base na
superficie do meio de cultura e submetidas a extragdo do DNA gendmico.

Inicialmente transferiu-se um plug de micélio para tubo Eppendorf, com
adi¢do de nitrogénio liquido em cada amostra por duas vezes. Em seguida,
adicionaram-se 600 pL de ‘Nuclei Lysis Solution’ ¢ 6 pL de f-mercaptoetanol,
sendo, em seguida, agitado em ‘vortex’ e incubado a 65°C por 40 min.
Posteriormente, adicionaram-se 3 uL de RNase, com incubagdo a 37°C por 15
min. Procedeu-se, entdo, a adi¢do de 200 uL de ‘Protein Precipitation Solution’,
com centrifugacdo por 10 min a 10.000 rpm. Transferiram-se 300 pL do
sobrenadante para novo tubo Eppendorf, com adi¢do de 100 pL de acetato de
sodio e 300 pL de isopropanol. O material foi, entdo, incubado a -80°C por 10
min e centrifugado por 15 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, ¢
ao ‘pellet’ remanescente adicionaram-se 660 pL de etanol 70%, com nova
centrifugagdo a 10.000 rpm por 5 min. Em seguida, o etanol foi descartado, e o
DNA, ressuspendido em 100 pL de solugdo de reidratagdo de DNA
‘Rehydration Solution’.

O DNA obtido de cada isolado foi quantificado e a concentragdo
ajustada para 10 ng.uL”, utilizando-se o aparelho ‘Nanodrop® 2000c’ (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Apds essas etapas, o DNA obtido foi utilizado para

amplificar as regides ITS e actina.
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3.5.2 Amplificacido por PCR e Sequenciamento

Para amplificar o DNA, utilizou-se o ‘kit Master Mix GoTaq® Incolor’
(Promega), no termociclador ‘My Cycler™ (Bio-Rad, Hercules, EUA). O
mesmo conjunto de ‘primers’ foi utilizado para as reacdes de PCR e
sequenciamento. Por¢des do DNA ribossomal nuclear, incluindo os espagadores
internos transcritos 1 e 2, bem como a regido 5.8 (ITS), foram amplificadas com
os ‘primers’ ITS1 (5'- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3") e ITS4 (5'-TCC
TCC GCT TATT GATA TGC- 3°), utilizando as seguintes condi¢des de ciclo:
desnaturacdo a 96°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por
30 s e 72°C por 90 s, com extensdo final de 72°C por 4 min (WHITE; BRUNS;
TAYLOR, 1990). Parte do gene actina foi amplificada com o uso dos ‘primers’
ACT-512F (5’- ATG TGC AAG GCC GGT TTC GC-3") e ACT-783R (5’-TAC
GAG TCC TTC TGG CCC AT-3’), utilizando as seguintes condigdes de ciclo:
temperatura de desnaturacdo inicial de 95°C por 4 min, seguida por 35 ciclos a
95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 45 s, com extensao final de 72°C por 7
min (CARBONE; KOHN, 1999).

Os produtos resultantes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1 % e contrastados em brometo de etidio 1%. O tamanho dos
fragmentos amplificados foi determinado com o uso do padrio de peso
molecular de 1 Kb ‘Plus Ladder’ (Invitrogen). Os géis foram fotografados por
meio do aparelho de foto-documentagdo ‘Locus Biotecnologia Molecular
Imaging Transilluminator’.

Os produtos da PCR foram purificados usando o Kit ‘GFX PCR DNA
and Gel Band Purification’, de acordo com o protocolo do fabricante, ¢
armazenados a -20°C. Os materiais obtidos foram encaminhados para

sequenciamento genético das regides amplificadas. Os fragmentos de DNA
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foram sequenciados nas diregdes senso e antisenso por eletroforese capilar em

sequenciador automatico ‘MEGA BACE" (GE Healthcare).

3.5.3 Analises filogenéticas

A edigdo dos eletroferogamas gerados com base no sequenciamento foi
realizada com o auxilio do programa SeqAssem versdo 2007/2008. As
sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de referéncia,
correspondentes as regides ITS e actina, depositadas no GenBank (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2014). Os
codigos de acesso as sequéncias no GenBank, também, estdo disponiveis no
trabalho de Groenewald et al. (2012). Por meio do ‘BLAST’, foram verificadas
as percentagens de similaridade dos isolados estudados em relagdo as sequéncias
jé depositadas. As sequéncias homologas foram incluidas nesse estudo (Tabela
1). Nao foram incluidas espécies de Cercospora patogénicas a meliaceas por nao
haver sequéncias depositadas no banco de dados de nucleotideos do GenBank
para esses genes. Como ‘outgroup’, utilizaram-se as sequéncias das regides ITS
e actina de Septoria provencialis (isolado CPC 12226) por apresentar relacio
filogenética com Cercospora (GROENEWALD et al., 2012). O alinhamento das
sequéncias de nucleotideos foi gerado, por meio da ferramenta ‘ClustalW’,
implementada no programa ‘MEGA’ (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis), versdo 6.06. Foram construidas arvores filogenéticas de maxima
parcimoénia, visando ao reconhecimento da espécie dos isolados, sendo o suporte
dos clados inferido baseado em 1.000 replicagdes da analise de ‘bootstrap’

(TAMURA et al., 2013).
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Tabela 1 Sequéncias de referéncia das regides ITS ¢ actina (ACT), depositadas
no GenBank e utilizadas neste estudo para construir as arvores
filogenéticas

Espécie Hospedeiro N® acesso GenBank
ITS ACT
Cercospora Achyranthes japonica JX143523 JX143031
achyranthis
C. agavicola Agave tequilana var. azul AY647237 AY 966898
C. alchemillicola Alchemilla mollis JX143525 JX143033
C. althaeina Malva sp. JX143528 JX143036
C. apii Moluccella laevis AY156918 DQ233371
C. apiicola Apium sp. AY840536 AY 840467
C. armoraciae Gaura sp. JX143538 JX143046
C. beticola Spinacia sp. DQ233325 DQ233377
C. campi-silii Impatiens noli-tangere JX143561 JX143069
C. capsici Lesions on calyx attached to GU214653 JX143076
fruit
C. celosiae Celosia argentea var. cristata  JX143570 JX143080
C. chenopodii Chenopodium cf. album JX143571 JX143081
C. chinensis Polygonatum humile JX143578 JX143088
C. coniogrammes Coniogramme japonica var. JX143583 JX143095
gracilis
C. corchori Corchorus olitorius JX143584 JX143096
C. delaireae Delairea odorata JX143587 JX143099
C. dispori Disporum viridescens JX143591 JX143103
C. euphorbiae- Euphorbia sieboldiana JX143593 JX143105
sieboldianae
C. fagopyri Fagopyrum esculentum JX143594 JX143106
C. kikuchii Glycine soja DQ835070 DQ835107
C. lactucae-sativae Ixeris chinensis subsp. JX143621 JX143134
strigosa
C. mercurialis Mercurialis annua 1X143627 JX143140
C. olivascens Aristolochia clematidis JX143632 JX143145
C. pileicola Pilea pumila JX143634 1X143147
C. polygonacea Persicaria longiseta JX143637 JX143150
C. punctiformis Cynanachum wilfordii JX143638 JX143151
C. ricinella Ricinus communis JX143646 JX143159
C. rodmanii Eichhornia crassipes DQ835076 DQ835122
C. rumicis Rumex sanguineus JX143648 JX143161
C. senecionis-walkeri  Senecio walkeri JX143649 JX143162
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“Tabela 1, conclusao”

N° acesso GenBank

Espécie Hospedeiro
ITS ACT

C. sojina Glycine soja GU214655 JX143172
C. vignigena Vigna unguiculata JX143734 JX143247
C. violae Viola tricolor JX143737 JX143250
C. zeae-maydis Zea mays DQ185072 DQ185096
C. zebrina Medicago arabica JX143744 JX143257
C. zeina Zea mays DQ185081 DQ185105
Septoria provencialis ~ Eucalyptus sp. DQ303096 JX143276

3.6 Analise do processo de penetracio por Microscopia Eletronica de

Varredura

As andlises de microscopia eletronica foram realizadas no Laboratorio
de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural, situado no Departamento de

Fitopatologia da UFLA.

3.6.1 Inoculaciio do patogeno

Com o intuito de avaliar a penetracdo do isolado HR04 em folhas de
cedro australiano, amostras do material vegetal inoculadas com este isolado
foram processadas e submetidas a analise por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV).

Avaliou-se a influéncia de trés métodos na penetracdo do fungo em
folhas de cedro: 1) inoculagdo do fungo sobre a superficie abaxial do foliolo,
sem qualquer tipo de ferimento; 2) inoculagdo sobre ferimentos na face adaxial
do foliolo e 3) inoculagdo do fungo em estudo sobre sinais do fungo Phyllachora

balansae, presentes na face adaxial do foliolo.
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O fungo foi cultivado em meio de cultura MEA por 21 dias e submetido
ao processo de esporulagdo, como descrito em 3.2. A suspensao de conidios foi
obtida, vertendo-se 15 mL de agua destilada e¢ autoclavada em cada placa de
Petri e, com o auxilio de pincel, os conidios foram desagregados. A suspensao
obtida foi filtrada em gaze dupla e ajustada para concentragdo de 1,8x10°
esporos.mL™",

Para inocular o fungo, 72 foliolos de cedro australiano (clone ‘1210”)
foram destacados das folhas novas e distribuidos em caixas gerbox contendo
algoddao umedecido. Deste total, foram separados 24 foliolos apresentando
sintomas da Mancha de Phyllachora. Os 48 foliolos restantes foram divididos
em dois grupos, um para inocular o fungo com ferimentos na face adaxial com
auxilio de multiagulhas, e outro grupo para controle (foliolos sem ferimento).
Para realizar a inoculagdo, foram demarcadas trés regides circulares de 8 mm de
diametro em cada foliolo e foram aplicados 20 pL de suspensdo de esporos do
isolado HR04 sobre cada regido. A aplicagdo da suspensdo nos foliolos,
contendo sinais de P. balansae, deu-se na face adaxial, sobre os sinais desse
fungo, enquanto nos foliolos apresentando ferimentos, a inoculagdo foi realizada
sobre as regides feridas, por meio de multiagulhas, na face adaxial. Para o grupo
controle, a suspensdo de esporos do isolado HR04 foi inoculada na face abaxial
dos foliolos.

Visando ao aumento de chances da visualizagdo de esporos do isolado
HRO04 no momento da penetragdo, as amostras foram pré-fixadas com o fixador
‘Karnovsky’ modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M) em seis tempos diferentes: 6,
9, 12, 18, 24 e 48 horas apds a inoculacdo. As amostras pré-fixadas foram

mantidas em geladeira por trés dias.
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3.6.2 Preparo das amostras

O preparo das amostras foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Alves et al. (2012). Para tanto, as mesmas foram lavadas por trés
vezes (10 minutos cada lavagem) com tampdo cacodilato 0,05M, e imersas em
solugdo de tetroxido de 6smio (OsO,4) a 1% em tampao cacodilato 0,05M pH
7,2, por uma hora.

Para desidratar as amostras fixadas em tetroxido de 6smio, essas foram
lavadas com agua destilada e submetidas ao tratamento com solucdes de acetona
em concentra¢des crescentes (25, 50, 75, 90 e 100%), permanecendo 10 minutos
em cada solucdo. As amostras foram passadas por trés vezes na solugcdo de
100%. Apds a desidratacdo, as amostras foram colocadas em gaiolas
devidamente identificadas e submetidas a secagem ao ponto critico.

Em seguida, as amostras foram montadas sobre os ‘stubs’ e levadas ao
‘Sputtering’ para o banho de ouro, cuja finalidade foi a de aumentar a resisténcia
das amostras, bem como a sua condutividade.

Por fim, as amostras foram analisadas em microscopio eletronico de
varredura, onde se capturaram imagens para observar os mecanismos de

penetracdo do isolado HR04 nos foliolos de cedro australiano.

3.7 Crescimento micelial sob diferentes temperaturas

Para avaliar o crescimento micelial dos isolados, conduziu-se um ensaio
em delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial
4x5, sendo quatro isolados e cinco temperaturas. Os isolados HRO1, HRO02,
HRO3 e HR04 foram cultivados em meio MEA em camera BOD sob fotoperiodo
de 12 horas (média de 3.707,41° lux) nas temperaturas de 15°C, 19°C, 23°C,

26°C e 30°C. Utilizaram-se quatro repeticdes de cada isolado por temperatura.
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Cada repeticao foi constituida por uma placa de Petri. Como varidvel resposta,
foram mensurados os didmetros das coldnias, medidos em posigdo ortogonal, 21
dias apdés a inoculagdo. Os dados obtidos foram analisados no programa
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014). As variaveis
significativas no teste F da analise de variancia foram submetidas ao teste de
Tukey (nivel de 5% de significancia) e a andlise de regressdo. O ajuste do
modelo de regressdo foi realizado utilizando-se as repeticdes da variavel
estudada. Avaliou-se o ajuste de modelos lineares, sendo escolhido aquele com
maior R?, menor Quadrado Médio dos Desvios e melhor grafico de distribuigdo
de residuos. Para estimar a temperatura Otima ou o ponto de maximo
crescimento micelial, foi realizada a derivada de primeira ordem da equacdo de

regressdo com melhor ajuste.

3.8 Producéo de cercosporina sob diferentes temperaturas

Para o ensaio de produgdo de cercosporina sob diferentes temperaturas,
foram utilizadas colonias de 21 dias de idade, mantidas em placas de Petri com
meio MEA e incubadas sob as temperaturas de 15°C, 19°C, 23°C, 26°C ¢ 30°C,
com fotoperiodo de 12 horas sob luz fluorescente (média de 3.707,41° lux). O
ensaio foi realizado para os quatro isolados (HRO1, HR02, HR03 ¢ HRO04).
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x5, sendo quatro isolados e cinco temperaturas. Utilizaram-se trés
repeticoes de cada isolado por temperatura. Cada repeti¢ao foi constituida por
uma placa de Petri. De cada placa, obtiveram-se trés discos de micélio (8 mm de
diametro) do bordo das coldnias, os quais foram transferidos para frascos
contendo 8 mL de solu¢do de KOH 5N. Todas as amostras foram incubadas na
auséncia total de luz, por quatro horas, e a leitura das mesmas foi realizada apos

esse periodo, em absorbancia, conforme metodologia proposta por Jenns, Daub e
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Upchurch (1989). A concentracdo da toxina no extrato foi estimada com o uso
do coeficiente de extingdo molar de 23.300 para leituras de Aygo nm (JENNS;
DAUB; UPCHURCH, 1989). Para determinar a produgdo de cercosporina por
disco, dividiu-se o resultado por trés. O tratamento controle constou de trés
discos de meio MEA, imersos em solugdo de KOH 5N, incubados sob as
mesmas condi¢des dos demais tratamentos. Apods a leitura das amostras,
descontou-se de cada parcela o valor correspondente ao do tratamento controle.
Como variavel resposta mensurou-se o conteido de cercosporina, em
umol.disco™.

As analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014). As variaveis significativas no teste F
da analise de variancia foram submetidas ao teste de Tukey (nivel de 5% de
significancia) e & analise de regressdo. O ajuste do modelo de regressdo foi
realizado utilizando-se as repeti¢des da variavel estudada. Avaliou-se o ajuste de
modelos lineares, sendo escolhido aquele com maior R, menor Quadrado Médio
dos Desvios e melhor grafico de distribuicdo de residuos. Para estimar a
temperatura 6tima ou o ponto de maximo contetido de cercosporina, foi
realizada a derivada de primeira ordem da equagdo de regressdo com melhor

ajuste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio morfolégica

As estruturas formadas sobre as folhas de cedro australiano foram
identificadas como esporodéquios de fungos cercosporioides. Os quatro isolados
obtidos formaram colonias com superficie de cor branca, as vezes entremeada
com tons de rosa e/ou cinza (Figura 1). De forma geral, sob as temperaturas de
15°C a 26°C, os isolados formaram coldnias com bordo avermelhado (Figuras
1.A e 1.B), e sob a temperatura de 30°C, todos os isolados formaram coldnias
desprovidas dessa coloracdo (Figuras 1.C e 1.D). A pigmentacdo vermelha
observada nas colonias foi decorrente da presenga de cercosporina, toxina
liberada por espécies de Cercospora quando cultivadas na presenca de luz, sob

condigoes favoraveis de temperatura (DAUB; EHRENSHAFT, 2000).
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Figura 1 Colonias de isolados de cedro australiano em meio MEA

Legenda: Em A e B, superficie e verso de colénia com pigmentacdo vermelha; em C e
D, superficie e verso de colonia desprovida de pigmentagdo vermelha.

Os conidios apresentaram-se hialinos, tanto quando produzidos sobre o
hospedeiro, como ‘in vitro’. De acordo com Crous e Braun (2003), geralmente
esperam-se conidios de Cercospora com coloragdo olivaceo palido ou
desprovidos de pigmentagdo (hialinos). Quanto ao formato, observaram-se
conidios retos e curvados, aciculares e filiformes, assim como descrito na
literatura para varias espécies do género Cercospora (Figura 2) (CROUS;

BRAUN, 2003). Os conidiéforos apresentaram coloragdo marrom e dimensoes
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de comprimento e largura de 62-160 x 5-7 pm (x=126 x 5,6 pm),
respectivamente, com numero de septos variando entre 1 e 3 (Tabela 2). Ja as
dimensdes obtidas para o comprimento ¢ a largura dos conidios, quando
produzidos sobre o hospedeiro, foram de 105-316 x 3-5 pm (¥=196 x 3,9 um),
respectivamente, com numero de septos variando entre 6 e¢ 17 (Tabela 2).
Quando produzidos ‘in vitro’, os valores de comprimento e largura dos conidios
ndo diferiram, significativamente, entre os quatro isolados, com média geral de
86 x 2,4 pm, respectivamente (Tabela 2). J& o numero de septos dos conidios

variou de 1 a 9 quando produzidos ‘in vitro’.

Figura2 Estruturas formadas por isolado obtido de cedro australiano: A)
Esporodéquio formado sobre folha do hospedeiro; B) conidio em
detalhe

Legenda: Barra=60 pm.
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Os dados biométricos dos isolados obtidos de cedro australiano foram
comparados com os de espécies de Cercospora em meliaceas (Tabela 2). Com
auxilio da chave de classificagdo de espécies de Cercospora em meliaceas,
proposta por Chupp (1954), verificou-se semelhanga morfologica dos isolados
de cedro australiano com a espécie C. meliicola (Tabela 2). Esta espécie ja foi
relatada em Azadirachta indica A. Juss., Chukrasia tabularis A. Juss., Melia
azadirachta L. e Toona sinensis (A. Juss.) M. Roem. (melidceas), com
distribuigio na Asia (China, India e Laos), América Central (Panamé) e América

do Sul (Argentina) (PHENGSINTHAM et al., 2013).

Tabela2 Dados biométricos de comprimento (C), largura (L) e numero de
septos (NS) por conidiéforo e conidio de espécies de Cercospora
associadas a espécies da familia Meliaceae

Espécie Hospedeiro Conidioforo Conidio
CxL (um) NS CxL (um) NS
Cercospora sp.' Toona 62-160x 5-7(x 1-3 105316 x3-5(x 6-17
ciliata =126 x 5,6) =196 x 3,9)
Cercospora sp.” Toona - - 32-210x2-3(x=86 1-9
ciliata x2,4)
C. didymochetonis  Dysoxylum 20-70x3-5 1-5 30-70x3-5 3-7
Wakefield richii
C. meliae Ellis & Melia 20-50x4-5 * 40-120x2-4 wkx
Everhart azedarach
C.meliicola M. 50-250x4,5-7 ok 40-200x2,5-4 Haok
Spegazzini azedarach
C.subsessilis H.& P. M. 5-20x2-4 0 25-80x2-4 3-9
Sydow azedarach

"Do presente estudo, produzidos sobre o hospedeiro

% Média geral dos quatro isolados do presente estudo, produzidos ‘in vitro’
* Indistinto ou ausente

** Multiseptado

*#* Indistintamente multiseptado
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4.2 Postulados de Koch e descri¢ido dos sintomas

As mudas de cedro australiano, localizadas no viveiro florestal do
Departamento de Ciéncias Florestais da UFLA, foram observadas apresentando
manchas de cor marrom no limbo foliar, com formato circular irregular a
angular ¢ didmetro entre 2 ¢ 7 mm, sem formagdo de halo (Figura 3).
Independente do formato, quando as lesdes foram observadas em
estereomicroscopio, estavam presentes sobre as mesmas, esporodoquios do
patogeno. Variagdes no formato das lesdes podem ocorrer em fungos do género
Cercospora. Por exemplo, C. meliae ¢ C. subsessilis podem formar nas folhas
dos seus hospedeiros, manchas cujo formato varia do circular ao angular
(CHUPP, 1954).

Figura3 Sintomas da Mancha de Cercospora em foliolos de mudas de cedro
australiano, localizadas no viveiro florestal da UFLA
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Quando inoculados no clone comercial ‘1210° de cedro australiano, os
isolados formaram lesdes semelhantes nos foliolos das mudas mantidas em casa-
de-vegetagao (Figura 4.A e B). Os sintomas foram observados a partir dos 50
dias apo6s a inoculagéo.

Quando o teste de patogenicidade foi repetido para o isolado HR04 sob
condi¢des controladas (cdmara de crescimento), as mudas com ferimentos
apresentaram sintomas semelhantes aos observados no hospedeiro doente
original (Figura 4.C). Também, observaram-se sintomas do patégeno associados
aos sinais de P. balansae nessa mesma avaliacdo (Figura 4.D). Em ambos os
casos, os sintomas foram observados 21 dias apds a inoculagdo. Rosa et al.
(2009) conduziram teste de patogenicidade de C. meliae em Melia azedarach em
casa-de-vegetacdo (temperatura de 22°C e fotoperiodo com 12 horas de luz),
encontrando periodo de incubagd@o para o patogeno igual a 10 dias. Na primeira
realizacdo do teste de patogenicidade do presente trabalho, as mudas de cedro
foram mantidas em casa-de-vegetagdo sem controle das varidveis ambientais.
Essa condicdo pode ter interferido no periodo de incubagdo do patogeno,

prolongando-o.
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Figura4 Sintomas da Mancha de Cercospora em foliolos de cedro australiano
com detalhes observados em estereomicroscopio: A) hospedeiro
original doente; B) hospedeiro tratado com esponja de ago e
inoculado artificialmente; C) hospedeiro tratado com carborundum e
inoculado artificialmente ¢ D) hospedeiro com inoculo de Cercospora
aplicado sobre lesdes de P. balansae

Legenda: MC: Mancha de Cercospora. MP: Mancha de Pyllachora.

As mudas inoculadas nos ensaios descritos anteriormente apresentaram
esporodoquios sobre as lesdes, que foram isolados de forma direta. Todos os
isolados inoculados foram reisolados das lesdes observadas nos hospedeiros.
Nas testemunhas, verificou-se auséncia de sintomas do patéogeno. Apos 15 dias,
as colonias obtidas do hospedeiro doente original foram comparadas com as

coldnias obtidas dos hospedeiros doentes inoculados artificialmente (Figura 5).
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Verificou-se semelhanga entre as colonias obtidas inicialmente e aquelas

reisoladas, cumprindo-se, assim, todas as etapas dos postulados de Koch.

Figura5 Em A) colénia com 21 dias de idade obtida de hospedeiro original
doente apresentando sintomas da Mancha de Cercospora; B) colonia
com 15 dias de idade reisolada de hospedeiro inoculado
artificialmente

4.3 Caracterizacio molecular

As sequéncias da regido ITS (ITS1 e ITS2, incluindo o gene 5.8S
rDNA), bem como as sequéncias parciais da regido actina dos quatro isolados
obtidos de cedro australiano, foram editadas ¢ comparadas com aquelas
depositadas no GenBank. Quando se realizou o ‘BLAST’ das sequéncias, estas
apresentaram alta similaridade (valores de até 100%) com varias outras espécies
do género Cercospora. Por meio da regido ITS, os quatro isolados foram
agrupados como Cercospora sp. (suporte de ‘bootstrap’ de 74%) (Figura 6).
Essa regido apresentou baixa resolucdo para discriminar os isolados de

Cercospora do cedro ao nivel de espécie (Figura 6).
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Figura 6 Arvore filogenética da regido ITS obtida por método de méxima
parcimoénia, apresentando o posicionamento dos isolados obtidos de
cedro australiano (HRO1, HR02, HR03 e HRO04), tendo Septoria

provencialis como ‘outgroup’
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Ja a arvore filogenética, resultante da andlise da regido actina, agrupou
os quatro isolados de cedro australiano com a espécie C. alchemillicola,
formando um clado com suporte ‘bootstrap’ de 85% (Figura 7). Em situagdes
onde as regides génicas em estudo sdo pouco informativas ou ndo-conclusivas,
uma alternativa ¢ a abordagem filogenética usando ‘multilocus sequence typing’
(MLST). Essa abordagem consiste na analise de diferentes regides génicas, e da
combinacdo dessas informacdes para estudar a diversidade de espécies ou
mesmo, de categorias infraespecificas. De acordo com Groenewald et al. (2012)
e Montenegro-Calderon et al. (2011), essa tem sido uma das abordagens mais

eficazes para reconhecer diferentes espécies do género Cercospora.
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Figura 7 Arvore filogenética da regidio actina obtida por método de méxima
parcimdnia, apresentando o posicionamento dos isolados obtidos de
cedro australiano (HRO1, HR02, HR03 e HRO04), tendo Septoria
provencialis como ‘outgroup’
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Quando se utilizou a abordagem filogenética MLST, mediante
combinacdo das sequéncias de ITS e actina, também, classificaram-se os
isolados de Cercospora do cedro como C. alchemillicola, com um suporte de
‘bootstrap’ de 82% (Figura 8). C. alchemillicola é patogénico a Alchemilla
mollis, espécie vegetal pertencente a familia rosacea. Nessa espécie, o fungo
desenvolve manchas foliares de formato subcircular a angular-irregular com 1,5
mm de didmetro e coloracdo inicialmente marrom, adquirindo aspecto branco-
acinzentado com o avango do tempo, e bordos estreitos de cor marrom-escuro.
Seus conidioforos apresentam coloragdo marrom-olivaceo e dimensdes de
comprimento e largura de 30-110 x 2,6 pum, respectivamente, podendo ser
desprovidos de septos, embora sejam geralmente multiseptados. Os conidios sdo
hialinos, com formato acicular a obclavado subcilindrico, com dimensdes de
comprimento e largura de 40-110 x 2,4 um, respectivamente, ¢ 3 a 10 septos
(BRAUN; HILL, 2002). Se comparados aos dados de conidios e conidiéforos de
Cercospora do cedro, quando produzidos sobre o hospedeiro, C. alchemillicola
difere, morfologicamente, desses, principalmente, quanto a largura dos
conidiéforos e comprimento dos conidios. Em decorréncia da divergéncia entre
os resultados obtidos por morfologia com os dados obtidos por filogenia,
verifica-se a necessidade do estudo de novas regides génicas visando ao maior
esclarecimento da espécie de Cercospora associada ao cedro australiano no

Brasil.
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Figura 8 Arvore filogenética obtida por método de méaxima parciménia com
base na combinagdo das regides ITS e actina, apresentando o
posicionamento dos isolados obtidos de cedro australiano (HROI,
HRO02, HR03 ¢ HR04), tendo Septoria provencialis como ‘outgroup’



49

4.4 Penetracio de Cercospora em cedro australiano

Com seis horas ap6s a inoculagdo, os conidios do isolado HR04 ndo
haviam iniciado a germinagdo (Figura 9.A). No tratamento onde os conidios
foram inoculados, sem a presen¢a de ferimentos, ndo houve penetragdo de hifas
infectivas por estomatos, nem mesmo com 48 horas (Figura 9.B e 9.C). J4, nos
ferimentos proporcionados por meio de multiagulhas, observaram-se conidios
emitindo tubo germinativo e penetrando, abundantemente, a partir de 12 horas
apos a inoculagdo (Figura 9.D). Esses resultados estdo de acordo com a hipotese
inicial de que o patdgeno necessita de ferimentos para penetrar e iniciar a
infeccdo do hospedeiro. Ayala-Escobar e Yanez-Morales (2005) relataram a
ocorréncia de nova espécie de Cercospora (C. agavicola Ayala-Escobar) em
folhas de Agave tequilana var. azul, espécie vegetal utilizada no México para
produzir bebida alcodlica. Os autores observaram, no teste de patogenicidade,
que o fungo so6 foi capaz de causar doenga quando se utilizaram de ferimentos no
limbo foliar antes da inocula¢do. Assim, este trabalho corrobora com a
afirmativa de que determinadas espécies de Cercospora necessitam de
ferimentos para penetrar nos seus hospedeiros e causar doengas.

Nas amostras inoculadas sobre sinais de P. balansae, observaram-se
ferimentos na epiderme dos foliolos nos locais de desenvolvimento dos sinais
deste fungo. O rompimento da epiderme dos foliolos causado por P. balansae
foi importante para criar portas de entrada para a penetracdo de Cercospora
(Figura 9.E). A dilaceragdo ou a morte dos tecidos podem resultar da agdo de
fatores ambientais, tais como quebra-vento e granizo, insetos, bem como de
ferimentos ou lesdes causados por outros agentes patogénicos (AGRIOS, 2005).
De forma geral, tem-se observado o desenvolvimento de lesdes de Cercospora
do cedro iniciando-se proximas aos sinais de P. balansae, quando esta se faz

presente nas folhas. Foram observados poucos ferimentos nos locais de
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desenvolvimento de P. balansae (muitas vezes, um unico peritécio com a
superficie danificada em toda uma lesdo), sendo o suficiente para a hifa

germinativa de Cercospora penetrar e causar danos no hospedeiro.

s ' . L% DN oy
Figura9 Eletromicrografia de varredura da fase de penetracdo de isolado de
Cercospora em foliolos de cedro australiano: A) ilustracdo de
conidios 6 horas apos inoculacdo; B) elongacdo do tubo germinativo
apos 18 horas, sem penetragdo por estomatos; C) detalhe do tubo
germinativo ignorando estomato como porta de entrada; D)
penetracdo de conidios por ferimento, observada 12 horas apos a
inoculagdo e E) visualizagdo da superficie de peritécio de P. balansae
causando fissuras na epiderme do foliolo de cedro australiano
Legenda: Barra=20 pm.
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4.5 Crescimento micelial sob diferentes temperaturas

Nao houve interagdo significativa entre isolados e temperaturas para o
crescimento micelial. Nao houve diferencga significativa entre os isolados sobre o

crescimento micelial, sendo a média geral igual a 4,47 cm (Tabela 3).

Tabela 3 Crescimento micelial de isolados de Cercospora de cedro australiano
21 dias apds a inoculagdo em meio de cultivo MEA

Isolados Crescimento micelial (cm)
HRO1 4,35 A
HRO02 4,42 A
HRO3 4,53 A
HRO04 4,57 A
Meédia geral 4,47
cv(%) 12,59

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si por meio do
teste de Tukey, a 5% de significancia.

O crescimento micelial dos isolados de cedro sofreu influéncia das
temperaturas de cultivo, com maximo crescimento observado, quando
submetidos a temperatura de 24,8°C, cuja média geral do didmetro das colonias
foi de 5,95 cm (Figura 10). Os menores valores de crescimento micelial foram
observados para as temperaturas extremas, com didmetros médios das colonias
iguais a 3,01 cm e 2,14 cm, quando mantidos sob as temperaturas de 15,6°C e
30,0°C, respectivamente (Figura 10). Fajola (1978) avaliou o efeito de
temperaturas entre 10 ¢ 35°C sobre o crescimento micelial de C. ricinella Sacc.
& Berl. e verificou que a temperatura de 30°C foi a que permitiu maior
crescimento do fungo em questdo. J& Groenewald et al. (2006) avaliaram o

efeito de temperaturas entre 6°C e 40°C sobre o crescimento micelial de C.
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beticola, C. apii e Cercospora sp. (isolado proveniente da Venezuela),
cultivados por oito dias em meio MEA. Os autores encontraram maiores valores
de didmetro de colonias na temperatura de 27°C para C. beticola e C. apii,
enquanto o isolado de Cercospora sp. proveniente da Venezuela apresentou

maior crescimento micelial quando submetido a temperatura de 24°C.

y =-0,0075x3+ 0,4549x2- 8, 7183x + 56,784 R? =0,9533

Crescimento micelial {cm)

0 T T T T T T T T
15 17 19 21 23 25 27 29 31

Temperatura {°C)

Figura 10 Curva de crescimento micelial de isolados de Cercospora de cedro
australiano (cultivados por 21 dias em MEA) em fun¢ao de diferentes
temperaturas de incubacdo (15, 19, 23, 26 e 30°C)

4.6 Producao de cercosporina sob diferentes temperaturas

Houve interagdo significativa entre isolados e temperaturas para a
variavel contetido de cercosporina. Os isolados comportaram-se de forma
diferenciada de acordo com as temperaturas. Os isolados com maior capacidade
de producido de cercosporina foram HRO1 e HR02, cujas médias foram de 2,63 e

2,70 pmol.disco™, respectivamente (Figura 11). O isolado HR04 apresentou
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, . . -1 L, - .
contetido de cercosporina de 1,47 pmol.disco™, ¢ a menor média foi observada

para o isolado HRO3 (Figura 11).

3,5 7
3

2,63 a 2,70 a

2,5 A

2 1 1,47b
1,5 -

l .

Cercosporina (umol.disco)

0.5 - 0,31¢

0 T . ? .
05 - HROI HRO2 HHRO3 HRO04

Isolados

Figura 11 Conteudo de cercosporina produzido por diferentes isolados de
Cercospora do cedro australiano

Legenda: Barras nas colunas indicam o erro padrido de cada tratamento.

Avaliando-se a producdo de cercosporina dos isolados quando
submetidos as diferentes temperaturas, verificou-se que o isolado HROI
apresentou maior pico de produgdo dessa toxina aos 23°C, com média de 4,84
pmol.disco™ (Figura 12). O isolado HR02 apresentou maior capacidade de
produgdo de cercosporina sob temperaturas amenas, com maior actimulo
observado sob 21,6°C, com média de 4,61 pmol.disco” (Figura 12). Para o
isolado HR04, o pico de produgdo deu-se sob 22,1°C, com média de 2,30
pmol.disco™ (Figura 12). Fajola (1978) avaliou o efeito de temperaturas entre 10
e 35°C sobre o acumulo de cercosporina em C. ricinella Sacc. & Berl. As

culturas foram incubadas por dez dias em cdmaras BOD com fotoperiodo de 12
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horas, seguindo a extragdo em acetona. O autor encontrou 22,5°C como
temperatura ideal para produgdo da toxina, cuja média foi de 120 pg.cm™ de
superficie de cultura. No presente trabalho, as maximas médias observadas para
os isolados de Cercospora do cedro australiano ficaram entre 21,6 ¢ 23°C
(Figura 12), faixa de temperatura préxima a temperatura ideal obtida por Fajola
(1978) para C. ricinella. Sob temperatura elevada (30°C), todos os isolados
deste ensaio apresentaram baixo conteudo de cercosporina (Figura 12). De
acordo com Daub e Chung (2009), a producdo de cercosporina ¢, nitidamente,
inibida quando o fungo ¢ submetido a temperaturas elevadas (30°C). Jenns,
Daub e Upchurch (1989) verificaram maior acumulo de cercosporina quando as
culturas (de cinco espécies de Cercospora) foram submetidas a temperatura de
20°C do que quando mantidas a 30°C. Além disso, os autores verificaram
padrao de bandas de proteinas formadas por C. kikuchii aos 20°C distinto
daquele observado para o mesmo fungo quando cultivado sob 30°C.
Independente da temperatura, o isolado HRO3 apresentou baixa produgdo de
cercosporina, com média geral igual a 0,308 pmol.disco™ (Figura 12). Todavia,
a cultura monospdrica obtida inicialmente apresentou, visualmente, coloracdo
mais avermelhada que as culturas do mesmo isolado no momento em que foram
utilizadas para realizar este ensaio. Jenns, Daub ¢ Upchurch (1989), também,
observaram nos isolados individuais de sua cole¢do, variacdes na produgdo de
cercosporina ao longo do tempo, mesmo mantidos sob as mesmas condigdes.
Dessa forma, pode-se inferir que essa variagdo ¢ uma particularidade observada

nesse grupo de fungos.
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—e—HRO1 y=-0,070x2 + 3,222x - 32,24 R?=0,79*
—m—-HRO2 y = -0,085x2 + 2,813x - 25,82 R2=0,95**
—x-—HRO04 y = -0,035x2 + 1,547x - 14,79 R?=0,72*

Ao HRO3 M

N W R~ OO

Cercosporina (umol.disco)
o -

15 17 19 21 23 25 27 29 31
Temperatura (°C)

Figura 12 Niveis de produgdo de cercosporina de quatro isolados de Cercospora
do cedro australiano quando submetidos a diferentes temperaturas
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5 CONCLUSOES

Os quatro isolados obtidos de cedro australiano apresentam
caracteristicas morfoldgicas de Cercospora meliicola.

A regido génica ITS permite identificar os isolados do cedro ao nivel de
género como Cercospora sp. A regido actina, bem como sua combinagdo com a
regido ITS, classificam os quatro isolados de Cercospora do cedro como C.
alchemillicola.

A Cercospora do cedro penetra por ferimentos e Phyllachora balansae
auxilia na penetracdo criando portas de entrada.

Os isolados de Cercospora do cedro apresentam maior crescimento
micelial quando cultivados sob a temperatura de 24,8°C.

Os isolados HRO1 e HRO2 apresentam maior contetido de cercosporina.

Temperaturas entre 21,6°C e 23°C favorecem a produgao dessa toxina.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectiva futura para este trabalho tem-se o estudo de novas
regides génicas visando a obtenc¢do de informagdes que corroborem com a
resolucgdo da filogenia da espécie de Cercospora associada ao cedro australiano

no Brasil.
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