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SUSCETIBILIDADE DE ESPECIES DE Eucalyptus AO Oidium eucalypti E
CONTROLE BIOLOGICO!

Autora: Marciéli Pitorini Bovolini
Orientadora: Marilia Lazarotto

RESUMO

A utilizacdo de fungicidas quimicos para o controle de doencas em plantas tem
causado sérios impactos ambientais e ao ser humano. Diante disso, 0 uso de produtos de
controle biolégico a base de Trichoderma spp. e Bacillus spp. tem sido uma alternativa
promissora para o controle de fitopatogenos em diversas culturas. Os objetivos deste
trabalho foram: identificar o agente causal do oidio do eucalipto, realizar teste de
suscetibilidade do agente causal de oidio em quatro clones de Eucalyptus spp. e testar e
selecionar o agente de controle biolégico mais eficaz, quando aplicado de forma preventiva
ou curativa, em mudas de Eucalyptus benthamii para o seu controle. Para identificacéo, foi
realizado o sequenciamento da regido Internal Transcribed Spacer (ITS) e a sequéncia
obtida comparada com bancos de dados disponiveis. Para o teste de suscetibilidade foram
utilizadas mudas sadias de cada clone, as quais foram previamente inoculadas com oidio e
avaliadas semanalmente. Para a selecdo do melhor agente de controle biologico, foram
realizados oito tratamentos, quatro com espécies de Trichoderma, um com Bacillus spp.,
dois com fungicidas quimicos (controles positivos) e o tratamento testemunha. Estes foram
aplicados preventivamente, sete dias antes da inoculacdo de oidio; e curativamente, apds
dez dias da inoculacdo e aparecimento dos primeiros sinais do patdégeno. A avaliacdo da
severidade de oidio nas mudas foi realizada semanalmente com o auxilio de uma escala
descritiva de notas. As notas desta escala foram utilizadas para o calculo do indice de
doenca (ID). Para analise da suscetibilidade dos clones as variaveis incidéncia da doenca e
ID foram submetidas a ajuste ndo-linear em relacdo ao tempo, sendo utilizados os modelos
matematicos: monomolecular, logistico e de Gompertz. E para a avaliacdo de cada
tratamento foi realizado o teste de médias utilizando as variaveis: area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), incidéncia da doenca e ID, utilizando o programa
estatistico SAS 9.4. A andlise molecular confirmou a identidade do fungo como Oidium
eucalypti. O teste de suscetibilidade mostrou que o fungo foi patogénico para 0s quatro
clones avaliados, sendo mais agressivo a um dos clones de E. benthamii. Os melhores
tratamentos bioldgicos como controle preventivo foram obtidos com a aplicagdo de
Bacillus spp. e Trichoderma atroviride e como tratamento curativo apenas aplicacdo de
Bacillus spp. demonstrou efetividade no controle de oidio.

Palavras-chave: oidio; Eucalyptus benthamii; viveiro florestal.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (74 f.) Fevereiro, 2017.

Vi



SUSCEPTIBILITY OF Eucalyptus SPECIES TO Oidium eucalypti AND
BIOLOGICAL CONTROL!

Author: Marciéli Pitorini Bovolini
Orientadora: Marilia Lazarotto

ABSTRACT

The use of chemical fungicides to control plant diseases has caused serious
environmental and human impacts. Therefore, the use of biological control products such
as Trichoderma spp. and Bacillus spp. has been an important alternative for
phytopathogens control. The objectives of this work were: to identify the causal agent of
powdery mildew in eucalyptus, to perform susceptibility test of the causal agent in four
different clones of Eucalyptus spp. and to test and select the biological control agent
applied in a preventive and curative way in Eucalyptus benthamii seedlings for its control.
For identification, the Internal Transcribed Spacer region (ITS) was sequenced and the
sequence obtained was compared to the available databases. For pathogenicity test, healthy
seedlings of each clone were used, inoculated with powdery mildew and evaluated weekly.
For the selection of more efficient biological control agent, eight treatments were
performed, four with Trichoderma species, one with Bacillus spp., two with chemical
fungicides (positive control) and a control treatment with water application only. These
were applied preventively, seven days before inoculation of powdery mildew; and
curatively, after ten days of inoculation and appearance of powdery mildew. Evaluation of
the mildew severity in the seedlings performed weekly with the help of a descriptive scale
of notes. The notes of this descriptive scale were used to calculate the disease index (ID).
For temporal analysis of the behavior of the disease and each treatment, the variables
incidence of the disease and ID were submitted to the non-linear adjustment in relation to
time, being used the mathematical models: monomolecular, logistic and Gompertz. For the
evaluation of each treatment, the means test was performed using the following variables:
area under the disease progress curve (AACPD), disease incidence and ID, using the
statistical program SAS 9.4. Molecular analysis confirmed the identity of the fungus as
Oidium eucalypti. The susceptibility test showed that the fungus was pathogenic for the
four evaluated clones, being more aggressive to one of the clones of E. benthamii. The best
biological treatments as preventative control were obtained with the application of Bacillus
spp. and Trichoderma atroviride and as a curative treatment only application of Bacillus
spp. demonstrated efficiency in the control of powdery mildew.

Key - words: powdery mildew; Eucalyptus benthamii; forest nursery.

! Master’s dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (74 p.) February, 2017.
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1 INTRODUCAO

As doencas conhecidas como oidios sdo causadas por fungos que apresentam
pulveruléncia do micélio e seus conidios se desenvolvem em cadeias na superficie dos
tecidos atacados. Séo fungos biotr6ficos que raramente matam seus hospedeiros, mas
utilizam seus nutrientes, reduzem a atividade fotossintética da planta, aumentam a
respiracao e a transpiracdo, e, consequentemente, reduzem o desenvolvimento e a producéo
(AGRIOS, 1998).

Em espécies do género Eucalyptus, o oidio é relatado como uma doenca
cosmopolita sendo relatada na Africa do Sul, Argentina, Brasil, Australia, Europa e
Estados Unidos (SILVA et al., 2001) e é considerada a principal doenca em viveiros, casas
de vegetacdo e minijardins clonais de diversas espécies do género (VALERIANO, 2013).
Alfenas et al. (2009) relatam que o patdgeno tem sido frequentemente encontrado sobre
plantas em viveiros, minijardins clonais hidrop6nicos de inundagdo temporaria ou em
canaletdes com irrigacdo por gotejamento, em que ha pouco ou nenhum molhamento
foliar.

O fungo se dissemina atraves do vento, respingos de agua e pelo contato entre
plantas infectadas e sadias (FURTADO et al., 2000). Mucci et al. (1980) relacionam a
doenca ao agente etioldgico Oidium eucalypti Rostr., entretanto, Brown e Ferreira (2000)
relatam que existem mais de sete espécies de oidio associadas a diferentes espécies de
Eucalyptus. A dificuldade em confirmar a espécie se deve ao fato da fase sexuada
dificilmente ser relatada em eucaliptos no Brasil (SANTOS et al., 2001). Porém, Krugner
& Auer (2005) identificaram Sphaerotheca pannosa (sinonimia: Podosphaera pannosa)
através de inoculacdes cruzadas, confirmando a identidade como Oidium eucalypti.

A correta identificacdo da espécie do patdgeno é importante para que todas as
relac6es do ciclo patdgeno-hospedeiro possam ser compreendidas. O conhecimento dessas
interacdes é imprescindivel ndo sé para o conhecimento e entendimento da doenca em si,
mas, principalmente, para estratégias de controle, visando interferir em seu ciclo
(BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996).



A identificacdo de fungos fitopatogénicos €, muitas vezes, baseada em caracteres
morfoldgicos, porém, em muitos géneros, tais caracteres sao de dificil observacdo em
populagbes naturais, além da possibilidade de serem afetados pelo ambiente (FALEIRO et
al., 2003). De acordo com Lima et al. (2008), a classificacdo ideal deve estar baseada na
filogenia dos microrganismos. Uma das técnicas moleculares amplamente utilizadas para a
identificacdo de fungos é a da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), que permite a
amplificacdo de fragmentos especificos de DNA de celulas fungicas, vivas ou mortas
(PINHEIRO, 2004). Uma das regides mais utilizadas para a identificagdo molecular de
fungos ¢ a denominada “Internal Transcribed Spacer” (ITS), pois esses genes possuem
sequéncias mais conservadas filogeneticamente e, portanto, sdo mais adequados para
estudos de biodiversidade (REIS JUNIOR et al., 2006). Além disso, na grande maioria das
bases de dados de sequéncias fungicas, esta regido é a mais frequente.

Dentre as espécies de eucalipto hospedeiras do oidio, Alfenas et al. (2009) citam
Eucalyptus urophylla, E. grandis e seus hibridos, E. camaldulensis, E. globulus, E. nitens,
E. pellita, E. robusta, E. saligna, E. tereticornis, E. viminalis, Corymbia citriodora, C.
maculata e C. torelliana.

Na regido sul do Brasil, espécies de eucalipto resistentes ao frio tém sido
introduzidas em areas de plantios que anteriormente eram plantadas com Pinus spp. ou
mesmo em areas em que a ocorréncia de geadas é frequente. Dentre estas espécies, E.
benthamii é a espécie mais promissora para localidades com frio intenso, porém mudas
dessa espécie sdo frequentemente atacadas pelo oidio em varias regides do Parana e de
Santa Catarina (SCHULTZ et al., 2012) e também tem sido encontrado em grandes
viveiros de producdo desta espécie no Rio Grande do Sul. De acordo com Bizi et al.
(2008), o patogeno esta disseminado nas regides Sul e Sudeste, de importancia localizada e
sazonal; e no Parand, tem-se verificado a sua ocorréncia em arvores jovens e em mudas,
desde o fim do verdo até a primavera, quando ha predominancia de temperaturas amenas e
baixa umidade relativa. Essa doenca pode causar danos severos quando ndo controlada
adequadamente (BROWN & FEERREIRA, 2000).

Atualmente, existe apenas um fungicida quimico registrado para o controle do oidio
em eucaliptos. Mesmo assim, h& necessidade de desenvolvimento de novas estratégias e
busca por produtos alternativos para o controle deste patdgeno que ataca espécies
florestais, e consequentemente evitar a utilizacdo de fungicidas agressivos ao meio

ambiente, especialmente para empresas que possuem certificagdo florestal, sendo que



muitos produtos que sdo autorizados para uso no pais podem, eventualmente, serem
proibidos pela certificacdo para comercializacdo externa.
Diante disso, o presente trabalho teve por objetivos:
e Confirmar a identidade de oidio em mudas clonais de Eucalyptus spp.;
e Auvaliar a suscetibilidade de clones de Eucalyptus spp. a doenca oidio em
minijardim clonal.
e Auvaliar a eficiéncia de produtos bioldgicos a base de Trichoderma spp. e
Bacillus spp. como tratamentos preventivos para controle de Oidium
eucalypti em mudas clonais de E. benthamii; e
e Auvaliar a eficiéncia de produtos a base de Trichoderma spp., e Bacillus spp.
para controle de O. eucalypti em mudas clonais de E. benthamii ap6s a
inoculacéo do patégeno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eucalyptus spp.

As espécies pertencentes ao género Eucalyptus tem origem na Australia, Indonésia
e outras ilhas da Oceania. No Brasil, 0s primeiros estudos cientificos com eucalipto foram
iniciados em 1904, pelo Eng. Agronomo Edmundo Navarro de Andrade, no Horto
Florestal de Rio Claro, SP, pertencente a ex-Companhia Paulista de Estradas de Ferro. A
partir de entdo, surgiram diversas pesquisas na area de melhoramento genético do género
florestal, possibilitando o ganho genético e o aumento na producédo de suas espécies. Até 0s
dias atuais, sd@o constantes as pesquisas cientificas a fim de buscar melhorias na
produtividade e economia do setor florestal.

O avanco das plantacdes florestais no Brasil e as demandas do mercado interno e
externo alavancou o crescimento das areas de plantios de eucalipto sendo ocupada em
2013 uma area de 309.125 hectares somente no estado do Rio Grande do Sul, com total de
5.558.653 hectares de floresta de eucalipto em todo o pais (IBA, 2015). Segundo o IBGE
(2016) sdo ao total 7.444.731 hectares de floresta de eucalipto plantada no Brasil, até o ano
de 2015.

Atualmente no Brasil, as espécies mais plantadas sdo: E. saligna, E. urophylla, E.
grandis,, E. viminalis, Corymbia citriodora, E. camaldulensis, hibridos de E. grandis x E.
urophylla e outros. Estas espécies possuem propriedades e caracteristicas da madeira
desejaveis a producdo industrial e madeireira. No entanto, pesquisas com a espécie E.
benthamii tém sido realizadas devido a sua produtividade e, principalmente, a boa
adaptacdo a climas frios e com ocorréncia de geadas.

Entretanto, doencas causadas por fatores bidticos em eucalipto estdo entre as
principais causas de danos e prejuizos da producdo, tanto para pequenos produtores, quanto
para as grandes empresas do setor florestal. As principais doencas que atacam mudas de
eucaliptos sdo as causadas pelos fitopatdgenos, tais como: mofo-cinzento causado por
Botrytis cinérea; Phytophthora spp., Pythium sp. e Rhizoctonia spp., que causam
tombamentos e podriddo de estacas; Cylindrocladium spp. que causa a chamada canela-

preta; antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides; ferrugem causada por



Puccinia psidii; manchas foliares causadas por Quambalaria eucalypti e oidio do eucalipto
causado por Oidium eucalypti (ALFENAS et al., 2009).

Dentre estas doencas, o ataque de Oidium eucalypti tem ocorrido, com maior
frequéncia, em mudas de Eucalyptus spp. em viveiros, principalmente em minijardins
clonais em que ha ambiente e temperatura favoraveis ao desenvolvimento e disseminacéo
do patdégeno. Em minijardins clonais no estado do Rio Grande do Sul, a maior incidéncia e
ataque de oidio tem sido observada em clones de E. benthamii. Considerando que esta
espécie tem sido plantada na regido sul pela expectativa de maior produtividade e também
por ser mais resistente ao clima frio, tipico da regido, h4 maior preocupacdo em busca de

solucBes para controle ou reducdo do ataque de oidio em mudas desta espécie.

2.1.1 Eucalyptus benthamii

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage € uma espécie arborea da familia
Myrtaceae, originaria de regido fria da Australia. E encontrado em &reas restritas,
ocorrendo ao oeste da cidade de Sydney, em planicies ao longo do rio Nepean e seus
tributarios (HIGA, 1999). Segundo Higa & Pereira (2003), mesmo apresentando
caracteristicas diferentes, essa espécie faz parte do mesmo grupo botanico do Eucalyptus
viminalis Labill.

A espécie E. benthamii foi introduzida no Sul do Brasil, no final da década de 80 e
tornou-se uma das mais promissoras para ser plantada em areas com ocorréncia de geadas
severas, que até entdo, estavam sendo ocupadas com Eucalyptus dunnii Maiden,
Eucalyptus grandis W. Hill e Eucalyptus saligna Sm (SCHULTZ, 2011). Apresenta
elevada resisténcia em clima frio, onde ocorrem geadas frequentes, possui crescimento
rapido e boa forma de fuste (GRACA et al., 1999). A espécie é indicada para plantios em
regibes com temperaturas minimas de até 10 °C negativo, sendo que, em temperaturas
menores, podem ocorrer atrasos no desenvolvimento das plantas, porém € pouco
expressivo (PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006).

De acordo com Higa & Carvalho (1990), em Dois Vizinhos, estado do Parana, E.
benthamii aos 45 meses de idade apresentou sobrevivéncia de 70% com uma altura média
de 16 m e didmetro a altura do peito (DAP) de 15 cm. No estado de Santa Catarina, E.
benthamii mostrou crescimento satisfatorio em plantios experimentais, apresentando boa
resisténcia a geadas (HIGA & PEREIRA, 2003). Os mesmos autores citados tambem
relatam que E. benthamii, aos 8 anos de idade, apresentou altura média de 21,7 m e DAP

médio de 18,2 cm, em estudo realizado em Colombo, estado do Parana.



Em estudo referente a técnicas de melhoramento genético de E. benthamii
verificou-se que a espécie se reproduz bem em sistema de manejo de minicepas em tubete
e em cultivo hidropdnico, sendo uma alternativa promissora para producdo de propagulos
vegetativos (CUNHA et al., 2005).

A madeira de E. benthamii apresenta baixa resisténcia, ndo € aconselhada para
serraria por apresentar rachaduras de topo das toras e de tdbuas, além de apresentar
empenamentos e rachaduras internas durante a secagem (HIGA & PEREIRA, 2003).
Segundo 0s mesmos autores, sua madeira € indicada para producdo de lenha, carvao e
celulose. Além disso, possui adequacdo para producdo de painel colado lateralmente
(MARTINS, 2011).

Segundo Miller et al. (2014), nos ultimos anos, extensas areas de producdo de E.
benthamii se concentraram na regido sul do Brasil, principalmente em area com maiores
ocorréncias de geadas. Aliado ao crescimento da producdo de mudas e expansao das areas
de plantios de E. benthamii para producdo de celulose na regido sul do Brasil, também &

crescente o0 aumento de problemas fitossanitarios.

2.1.2 Eucalyptus dunnii

A espécie Eucalyptus dunnii Maiden é encontrada naturalmente em regifes de
baixas altitudes e no fundo de vales em regibes de solos basalticos, e nas bordas de
florestas tropicais na Australia (FAO, 1979). As médias das temperaturas maximas do més
mais quente estdo entre 27 e 30 °C, e as médias das minimas do més mais frio variam de 0
a 3 °C. A precipitacao pluviométrica média anual oscila de 845 a 1950 mm. A planta pode
atingir 50 m de altura, e possuir diametro a altura do peito entre 1 e 1,5 m (HIGA,
1998; JOVANOVIC et al., 2000).

Possui massa especifica aparente elevada, alcancando 0,80 g/cm® a 12% de
umidade (ROCHA, 2000), considerada uma madeira pesada que pode ser utilizada em
situacbes que exigirem maior resisténcia mecanica. Eucalyptus dunnii apresenta elevadas
tensBes de crescimento, as quais se manifestam na madeira serrada através de rachaduras e
empenamentos (ROCHA & TRUGILHO, 2006).

E. dunnii tem-se destacado no Brasil pelo rapido crescimento, uniformidade dos
talhdes, forma das arvores e resisténcia a geada ndo muito severa (SCHNEIDER et al.,
1997). Por possuir resisténcia a geadas, € amplamente plantada na regido Sul, onde
inicialmente também era destinada para a producéo de celulose (ROCHA & TRUGILHO,
2006).



2.1.3 Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus Labill € uma espécie com distribuicdo natural bastante restrita,
encontrando-se limitada a pequenas manchas da zona litoranea do Sudeste e Sul da
Tasmania, em altitudes compreendidas entre o nivel do mar até 400 metros. A latitude
varia para esta espécie de 38 a 43° Sul. O clima de ocorréncia natural é temperado frio,
uniforme de Umido a sublmido. As temperaturas médias anuais maximas estdo em torno
de 21°C e as minimas, 4°C. A precipitacdo média anual varia entre 500 e 1.500 milimetros
(POYNTON, 1979).

Segundo Goes (1991) Eucalyptus globulus foi a primeira espécie de eucalipto que
se espalhou pelo mundo devido as suas caracteristicas de rapido crescimento e fécil
adaptacdo, sendo implantada em Portugal, Espanha, Uruguai, Chile, Peru, Equador,
Bolivia, Brasil (especialmente no estado do Rio Grande do Sul), Argentina, Estados
Unidos e Etidpia. A celulose de E. globulus apresenta altos rendimentos e elevada
resisténcia a tracédo e ao arrebentamento (BARRICHELO & FOELKEL , 1976).

Segundo Assis & Ferreira (1996), E. globulus apresenta vantagens industriais em
relacdo a outras espécies, como, o baixo teor de lignina e o alto rendimento em celulose. E
como desvantagem, apresenta maior acumulo de ions na madeira do que as especies
tradicionais. Além disso, as cascas de E. globulus tém uma quantidade consideravel de
acidos triterpénicos, tais como, acidos betulinico, ursolico e oleanodlico, e também [3-
amirina, que tém uma gama de atividades bioldgicas que podem ser exploradas na industria
farmacéutica (PATINHA et al., 2013).

2.1.4 Eucalyptus urophylla

Eucalyptus urophylla ocorre naturalmente em solos vulcanicos em sete ilhas no
leste da Indonésia (PEPE et al., 2004), sendo introduzida no Brasil em 1919.

A espécie possui boa produtividade e potencialidade para diversas regifes do
Brasil, e possui como grande qualidade a tolerancia ao ataque do cancro (Cryphonectria
cubensis), muito comumente encontrado em condi¢ces ambientais sob climas tropicais
(MORI et al., 1988).

A madeira de E. urophylla é leve, o cerne é claro a castanho-avermelhado, as vezes,
marrom avermelhado escuro, o alburno é branco, creme ou rosa-claro tendo de 20-60 mm
de espessura, e € distintamente demarcado pelo cerne. As fibras sdo relativamente curtas,

com cerca de 1,0 mm de comprimento. A espécie é extremamente suscetivel & competicdo



10

nos estagios iniciais e deve ser mantida livre de ervas daninhas por 6-12 meses (RISE,
2009).

Sua madeira é menos densa do que a maioria dos eucaliptos, a densidade basica é
de 540-570 g / m®, e é adequada para a producéo de pasta quimica branqueada, com um
rendimento médio de polpa de 49,5% (RISE, 2009). E usada principalmente para produgo
de celulose, lenha e carvdo vegetal. O outro uso principal da madeira é para tabuas,
construgdo leve e pesada, e para placas de compensados e de aglomerado (PROSEA,
1993).

2.2 Oidios

As contaminacBes e infec¢bes por patdgenos no inicio do desenvolvimento de
mudas de espécies florestais podem ocasionar mortalidade e grandes prejuizos na
producdo, além de comprometer o desenvolvimento das plantas a campo. Um dos grupos
de patdgenos mais comuns em viveiros de producdo de mudas de eucalipto através de
minijardins clonais é o dos oidios. Este fungo pertence ao grupo dos ascomicetos, da
ordem Erysiphales e familia Erysiphaceae, e sdo reconhecidos por formarem col6nias
esbranquicadas pulvurulentas na superficie das partes aéreas das plantas (STADNIK &
RIVERA, 2001).

Oidios séo parasitas biotroficos obrigatorios de plantas, ou seja, dependem de seus
hospedeiros vivos para sobreviver e produzem sobre a superficie das folhas, uma rede
micelial fina, formando colénias que possuem numerosos haustorios que se depositam no
interior das células, retirando nutrientes da planta para a producdo de conidiéforos e
conidios (STADNIK & MAZZAFERA, 2001).

O patdgeno, além de retirar os nutrientes da planta, reduz sua fotossintese, eleva sua
respiracdo e transpiracdo, reduzindo o desenvolvimento e produtividade da mesma
(AGRIOS, 1998). Fungos do grupo dos oidios atacam folhas e brotos jovens, causando
deformacdes do limbo, enrugamentos e superbrotacdo das plantas (FERREIRA, 1997).

A alta umidade relativa do ar, auséncia de agua livre no filoplano e temperaturas
entre 20-25 °C sdo condicGes favoraveis para a ocorréncia de Oidium eucalypti, encontrado
com frequéncia em minijardins clonais sob teto fixo ou retratil (ALFENAS et al., 2009).
De acordo com Bedendo (2011), em geral, oidios se desenvolvem em condicGes de elevada
umidade relativa do ar e na faixa de temperatura compreendida entre 18 e 22 °C. As
temperaturas acima de 30 °C e molhamento foliar sdo condigBes desfavordveis para a

disseminacdo, isso porque os conidios ndo germinam na presenca de &gua na superficie
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foliar. A temperatura Otima para germinagdo de esporos € de 25 °C, embora estes
germinem na superficie da folha a temperaturas entre 6 °C e 33 °C. A répida germinagéo e
crescimento micelial ocorre entre 21 °C e 30 °C, e a presenca da luz tem grande
importancia na etapa de penetracdo e formacdo de conidios (PINTO et al., 2014). Em
temperaturas 6timas, o tempo de geracdo, que é o tempo entre a germinagdo e producgdo de
novos esporos é de cinco dias. A temperatura desempenha um papel maior no
desenvolvimento da doenca do que a umidade. A fonte inicial de inéculo mais provavel é o
micélio, que sobrevive durante o inverno nas gemas (GARRIDO & SONEGO, 2003).

Segundo Alves et al. (2013), o desenvolvimento de uma doenga em plantas resulta
da interacdo entre um hospedeiro suscetivel, um agente patogénico e ambiente favoravel.
Para 0s mesmos autores, as condicbes de ambiente podem afetar a disponibilidade, o
estadio de crescimento, a suscetibilidade genética do hospedeiro, interferir na
sobrevivéncia, na taxa de multiplicacdo, na esporulagdo, na distancia de disseminacdo do
patdgeno, na taxa de germinacdo dos esporos e na penetracdo. Em minijardim clonal,
infeccbes sucessivas nas brotacbes ocasionam, além do superbrotamento, perda da
qualidade da matriz e redugcdo no numero de estacas produzidas (VALERIANO, 2013).
Segundo este mesmo autor, o ataque de oidio € considerado a principal doenca de casas de
vegetacdo, viveiros e minijardins clonais de mudas de eucalipto; a doenga pode causar a
mortalidade de até 50% das mudas (MUCCI et al., 1980). O sintoma de oidio, quando
verificado em campo, leva a muda a perder sua dominancia apical, comprometendo a
formacdo do fuste reto (KRUGNER & AUER, 2005), o que é de extrema importancia em
qualquer uso de madeira serrada.

Considerada doenca cosmopolita, a ocorréncia de oidio em Eucalyptus spp. é
relatada na Africa do Sul, Argentina, Australia, Europa, no Brasil e nos Estados Unidos.
Parasita diferentes espécies, como Eucalyptus alba Reinw. ex Blume, E. camaldulensis
Dehnh, E. citriodora Hook, E. cladocalyx F. Muell., E. creba F. Muell., E. deanei Maiden,
E. deglupta Blume, E. globulus Labill., E. grandis W. Hill ex Maiden, E. gunnii Hook, E.
maculata Hook, E. nitens (Deane & Maid.) Maid., E. paniculata Smith, E. pellita F.
Muell., E. polyanthemos Schau., E. punctata DC, E. resinifera Smith, E. robusta Smith, E.
saligna Smith, E. tereticornis Smith, E. torelliana F. Muell., E. urophylla S. T. Blake, E.
viminalis Labill. (MUCCI et al, 1980; BOESEWINKEL, 1981; CROUS et al, 1989;
FERREIRA, 1989; BLUM et al, 1991; MATHERON; MATEJKA, 1992).

Apenas a fase anamorfica do agente etioldgico tem sido encontrada no Brasil,
sendo identificada como Oidium eucalypti Rostr. (FERREIRA, 1989). Segundo Silva et al.
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(2001) a inexisténcia ou dificuldade de obtencdo de estruturas sexuais do fungo dificulta
sua identificacdo. No Brasil, a fase teleomdrfica de oidio é raramente encontrada, pois o
clima das regides tropicais brasileiras ndo favorece a formagao dos cleistotécios do fungo,
0 que dificulta a identificacdo da espécie (SILVA et al., 2001). Auer (2001) afirmou que
em eucaliptos a fase teleomorfica de oidio ainda ndo foi encontrada nas condigdes
brasileiras.

A doenca causada por oidio distribui-se entre plantas cultivadas e silvestres,
servindo-se de hospedeiros alternativos; a mesma espécie pode infectar varios hospedeiros
e um mesmo hospedeiro pode ser infetado por mais de uma espécie deste grupo de
patdégenos (SILVA et al., 2001).

Além de poucas informacdes sobre a identificacdo do patdgeno, também é
desconhecido material genético de eucalipto resistente ao oidio. Portanto, faz-se necessario
a realizacdo de pesquisas em etiologia, epidemiologia e que busquem métodos e
tratamentos fitossanitarios eficazes e com menor impacto ambiental para 0 manejo e

controle da doenga.

2.3 Controle bioldgico

O uso indiscriminado de agrotoxicos na producdo vegetal provocou alteracGes
ambientais e proporcionou a selecdo de patdgenos resistentes, além da diminuicdo de
microrganismos benéficos, e efeitos nocivos ao homem, aos animais e ao ambiente, atraves
do acumulo de residuos quimicos no solo, na agua e nos alimentos (GRIGOLETTI et al.,
2000). Além disso, os riscos de contaminacdo humana e do meio ambiente, referentes ao
uso e aplicacdo de defensivos agricolas sintéticos, acentuam a necessidade pela busca de
ferramentas naturais ou menos téxicas ao combate de pragas e doencas.

Uma das alternativas buscadas para a substituicdo e/ou minimizacdo do uso de
fungicidas quimicos para o combate de doencas que atacam a producdo vegetal mundial
tem sido a utilizacdo de agentes de controle biologico.

O controle biolégico consiste no controle de doencas pela reducdo da densidade
e/ou potencial de indculo de um patégeno em estado ativo ou dormente, sendo realizado
naturalmente por organismos, ou artificialmente, pela manipulacdo do ambiente, do
hospedeiro ou dos antagonistas (GASPAROTTO et al., 2010).

Quando utiliza-se um microrganismo como agente de biocontrole, ha possibilidade
de ocorrer o controle biolégico classico, por antagonismo direto do agente de biocontrole
sobre o patégeno (TUZUN & KLOEPPER, 1995). Segundo Sticher et al. (1997), ja
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existem resultados de pesquisas que verificaram a ocorréncia de biocontrole por
antagonismo direto.

O termo controle biolégico tem sido aplicado ao uso de produtos naturais ou
fermentados extraidos de diversas fontes (COOK, 1993). Estas formulacdes podem ser
misturas simples de componentes naturais com atividades especificas ou misturas
complexas com multiplos efeitos sobre o hospedeiro, bem como a praga alvo ou patogeno.

O antagonismo direto resulta do contato fisico com o patdégeno pelos mecanismos
ativos expressos pelo microrganismo de biocontrole. Nesse tipo de interacdo, 0
hiperparasitismo seria considerado o tipo de mecanismo mais direto (HARMAN et al.,
2004). Segundo Benitez et al. (2004) Trichoderma spp. pode exercer o biocontrole de
fungos fitopatogénicos, indiretamente, pela competicdo por espago e nutrientes,
modificagdes das condi¢cdes ambientais, estimulando o crescimento das plantas e seus
mecanismos de defesa ou produzindo antibioticos, ou agindo diretamente através do
micoparasitismo.

O histdrico das pesquisas com controle biologico no Brasil é relativamente curto. O
primeiro artigo intitulado: Inativacéo do virus do mosaico comum do fumo pelo filtrado de
culturas de Trichoderma sp., foi publicado em 1950 por Reinaldo Foster, pesquisador do
Instituto Agrondmico de Campinas. Apés esta publicacdo, nos anos de 1986 e 1987
ocorreu em Piracicaba/SP a primeira e a segunda Reunido Brasileira sobre Controle
Biologico de Doencas de Plantas, marcando assim a estruturacdo da area. Ainda em 1987,
foi lancado o primeiro produto bioldgico comercial a base de Trichoderma viride, para o
controle da Phytophthora cactorum causadora da podriddo de raizes e colo da macieira
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991).

Maiores informacdes sobre o tema foram langadas com a publicacdo em 1991, do
primeiro livro “Controle biologico de Doengas de Plantas”, publicado pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Defesa da Agricultura, da Embrapa Meio Ambiente. Em 1992,
foram apresentados os primeiros trabalhos sobre controle biolégico, no Congresso de
Fitopatologia que aconteceu em Gramado/RS. Neste mesmo ano, foi criada a primeira
empresa BIOAGRO ALAM LTDA, incubada no Departamento de Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia/UFRGS, especializada na producdo e comercializacdo de
Trichoderma (BETTIOL & MORANDI, 2009).

Ainda, segundo os autores citados em paragrafo anterior, com o passar dos anos, foi
despertado o interesse econdmico voltado para pesquisas e desenvolvimento de produtos

biolégicos os quais obtivessem resultados significativos e eficientes para o controle de
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doencas fitopatogénicas. Dados de levantamentos confirmam a existéncia de mais de 20
marcas comerciais de agentes de controle biolégico de fitopatdgenos disponibilizadas no
mercado.

Segundo Bettiol et al. (2008), Trichoderma é o agente biolégico de doencas de
plantas mais estudado e utilizado no Brasil e em outros paises da América Latina. No ano
de 2008, foram identificadas 13 empresas que produzem e comercializam Trichoderma
estando estas em seis estados da regido centro-sul do Brasil; todas as empresas utilizam a
técnica de fermentacdo solida em grdos de arroz, milho e outros cereais, que gira torno de
550 t/ano de grdos, para producdo de Trichoderma. As principais espécies de agente de
biocontrole comercializadas séo: Trichoderma asperellum, T. harzianum, T.astromaticum e
T.viride, e alguns produtos ndo possuem identificacdo das espécies. Esses produtos
controlam alguns patdgenos de culturas agricolas, e alguns deles sdo indicados para o
tratamento de sementes e substratos (BETTIOL & MORANDI, 2009).

Alem de fungos do género Trichoderma, algumas bactérias tambem séo
intensamente utilizadas para controle bioldgico. Pseudomonas sp. e Bacillus sp. possuem
capacidade antagonista a fitopatdgenos e séo encontradas naturalmente no solo (WELLER
et al. 2002; BETTIOL & GHINI, 2005). Segundo Petras & Casida (1985) as bactérias do
género Bacillus possuem alto potencial para serem utilizadas como agentes de controle
biologico, pois mantém sua viabilidade quando estocadas por longos periodos. Diferentes
espécies de Bacillus s@o antagonistas de fungos fitopatogénicos e podem ser usadas no
controle bioldégico (ANGONESE et al., 2009). Segundo Bettiol & Morandi (2009), dentro
do género Bacillus, as espécies Bacillus subtilis e B. pumilus sdo capazes de inibir
bactérias e fungos fitopatogénicos. Em varios estudos Bacillus subtilis apresentou
resultados positivos como agente de biocontrole, podendo ser encontrada como
rizobactéria promotora de crescimento em plantas, bactérias epifiticas e endofiticas
(ONGENA et al., 2005). A antibiose ¢é o principal mecanismo de acdo do antagonismo de
bactérias do género Bacillus (SANTOS et al., 2006). Essa bactéria tem sido usada
comercialmente para o biocontrole de doencas de plantas, e também para aumentar a
produtividade de culturas (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006). Segundo Bacon et al.
(2001), Bacillus subtilis reduziu niveis de micotoxinas acumuladas em sementes de milho
por Fusarium moniliforme. Para varias espécies cultivadas B. subtilis, apresenta atividade
in vitro contra diferentes tipos de patdgenos, por meio da producao de antibioticos como
iturina A e sufactina, capazes de inibir o crescimento micelial de fungos (ASAKA &
SHODA, 1996).



15

De acordo com Kupper et al. (2003), isolados de Bacillus spp. inibiram o
crescimento de Colletotrichum acutatum, fungo causador da queda prematura dos frutos
citricos, tanto sob condicfes de laboratorio como nas condi¢cGes de campo. Pereira et al.
(2008) encontraram Bacillus subtilis e B. megaterium no solo sob plantio de Eucalyptus
sp., essa ocorréncia poderia indicar uma afinidade com a rizosfera de &rvores do género, ja
que ela n&o aparece no solo sob mata nativa.

Nesse contexto, Raasch et al. (2013) realizaram a inoculagdo do produto
Rizolyptus® (Bacillus subtilis) em miniestacas de eucalipto e verificaram a promogdo da
emissdo de raizes, melhoria na qualidade do sistema radicular e incremento no crescimento
das mudas e diminuicdo da mortalidade. Ainda Raasch et al. (2012) verificaram interacao
entre o inoculante biolégico Rizolyptus® e clones de eucalipto no controle de Puccinia
psidii e de fitopatdgenos causadores de manchas foliares. Para estes ultimos, apresentou
resultado potencial, promovendo resisténcia sistémica induzida no hospedeiro, e assim,
diminuiu a severidade e incidéncia das doencas.

Carvalho Filho (2008) selecionou isolados de Trichoderma asperellum, T.
pseudokoningii, T. harzianum e T. atroviride para supressdo de mancha-foliar causada
por Cylindrocladium scoparium em mudas de Eucalyptus urophylla. Maciel et al. (2012)
obtiveram resultados positivos na reducao dos danos causados pelo fungo Cylindrocladium
candelabrum em mudas de Eucalyptus saligna, com a utilizacdo do produto comercial
Trichodel® a base de Trichoderma spp.

Molina Mercader et al. (2006) estudando Clonostachys spp. e Trichoderma spp.
contra Botrytis cinerea em mudas de Eucalyptus globulus, comprovaram redugcdo média
significativa de 85% da doenca. Sbravati Junior et al. (2016) utilizando Trichoderma
atroviride obtiveram reducdo significativa (83,5 %) da severidade da doenca causada por
Botrytis cinerea em mudas de Eucaluptus benthamii, esta reducéo foi similar a obtida com

o0 uso do fungicida iprodione (87,8 %).

2.3.1 Trichoderma spp.

Dentre os agentes bioldgicos de controle de doencas, o fungo Trichoderma destaca-
se como sendo um dos microrganismos mais pesquisados nos Gltimos anos.
Trichoderma spp. € um fungo encontrado naturalmente no solo, é antagonista de diversos
fungos fitopatogénicos, além disso, possui importante funcdo ecoldgica pois participa da
decomposicdo e mineralizacdo de residuos vegetais, contribuindo para a disponibilizacéo
de nutrientes para as plantas (MENEZES et al., 2010)
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O fungo possui tolerdncia as diversas faixas de temperatura (MCBEATH &
ADELMAN, 1991), mas relatos verificam ser mais efetivo em temperaturas proximas a
25°C (HJELJORD et al., 2001). A sua sobrevivéncia em solos naturais ou infestados é
influenciada pela temperatura, umidade, nutrientes, tipo de solo, microbiota, aeracéo, pH e
teor de matéria organica (COOK & BAKER, 1983; ETHUR et al., 2001; HOWELL,
2003). Odor caracteristico a coco é liberado por algumas espécies de Trichoderma quando
houver a producéo da substancia volatil 6-pentil-alfa-pirona (BROTMAN et al., 2010).

Trichoderma possui diversos mecanismos de agdo, 0S quais 0 capacitam para o
controle de fungos fitopatogénicos, proporciona melhoria no desenvolvimento da planta e
aumenta sua resisténcia ao ataque e danos caudados por agentes bidticos e abidticos. Os
principais mecanismos de acdo de Trichoderma sdo antibiose, competicdo por nutrientes
ou espaco, micoparasitismo e inducdo de resisténcia do hospedeiro, alem da colonizacgao
do sistema radicular e promocgdo de crescimento de diversas espécies de plantas
(HARMAN et al., 2004; WOO et al., 2006). A antibiose ocorre quando o antagonista inibe
a acdo do fitopatogeno pela producdo de substancias e antibioticos volateis e ndo-volateis.

A competicdo é o processo de interacdo com dois ou mais organismos 0s quais
estdo comprometidos na mesma acéo, competicdo por nutrientes, espaco e oxigénio. Este
mecanismo de acdo constitui-se em uma das principais caracteristicas de espécies de
Trichoderma usadas como biocontroladoras, pois somente assim terdo capacidade de se
desenvolver na rizosfera (HOWELL, 2003).

O micoparasitismo ocorre quando o0 antagonista utiliza o patégeno como alimento,
apos enrolar e penetrar suas hifas sobre o patdgeno, Trichoderma secreta enzimas liticas
como quitinases, celulases, glucanases e proteases causando a degradacdo e assim
alimentando-se. Trichoderma é capaz de inibir patdgenos de plantas através da producdo
de metabolitos secundarios como, antibioticos (HOWELL, 2003) e enzimas de degradacao
da parede celular como as quitinases (DE LA CRUZ et al., 1992), b-1,3-glucanases
(LORITO et al., 1994), as celulases (KOVACS et al., 2009) e as proteases (DE MARCO et
al., 2002).

Diversas espécies de Trichoderma produzem metabdlitos toxicos volateis e néo-
volateis tais como antibidticos, acido harzianico, alameticinas, tricholinas, 6- pentil-pirano,
viridinas, gliovirinas, glisopreninas, acido heptelidico e outros. Quando ha combinacédo das
enzimas hidroliticas e antibioticos o resultado é o aumento de antagonismo quando

comparado a acdo destes isoladamente (HOWELL, 1998).
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Ainducdo de resisténcia ocorre pela capacidade de algumas espécies de
Trichoderma desencadearem alteracdes morfoldgicas e bioquimicas na planta, levando a
planta a ativagdo de seus mecanismos de defesa contra diversos fitopatégenos. Algumas
espécies de Trichoderma tém capacidade de colonizar por semanas ou meses a superficie
das raizes das plantas, o que resulta da liberacdo de elicitores e, a consequéncia disso,
resulta na inducgdo da resisténcia na planta (HARMAN et al., 2004; WOO et al., 2006).
Segundo Harman et al., (2004) estdo envolvidos na inducdo de resisténcia, o &cido
salicilico e o éacido jasmdnico, junto com o etileno ou 6xido nitroso, os quais induzem a
uma cascata de eventos que provoca a producdo de grande quantidade de metabdlitos e
proteinas com diversas fungdes na planta.

Algumas espécies de Trichoderma sdo capazes de produzir enzimas que degradam
as paredes celulares de outros fungos e também produzem substancias antifungicas (como
o0s antibidticos), além de apresentarem estratégias de sobrevivéncia tornando-as altamente
competitivas no ambiente e com enorme capacidade de proliferacdo na rizosfera
(RESENDE et al., 2004).

Além disso, alguns isolados de Trichoderma possuem resisténcia a fungicidas,
caracteristica que os fazem potenciais agentes biorremediadores (MELO, 1996; RESENDE
et al., 2004). Pesquisas demonstram que espécies de Trichoderma tém potencial de
aplicacdo no biocontrole tanto de patdgenos radiculares quanto de patogenos foliares
(LOUZADA et al., 2009).

2.3.2 Bacillus spp.

Bacillus é um género de espécies bactérias que possuem grande potencial como
agentes de controle biolégico (PETRAS & CASIDA, 1985). Segundo Angonese et al.
(2009) diversas espécies do género Bacillus tém potencial para utilizacdo em programas de
controle bioldgico, pois sdo antagonistas de fungos fitopatogénicos.

O género Bacillus apresenta grande vantagem em relacdo a outros agentes de
controle bioldgico, pois sua capacidade de formar esporos, sendo estes resistentes a
condices ambientais adversas, ainda sdo de facil formulacdo e permitem o
armazenamento (SCHALLMEY et al., 2004). Segundo Lanna Filho et al. (2010), Bacillus
spp. formam enddsporos e possuem diversos mecanismos antagbnicos, 0 que permite sua
sobrevivéncia e manutencdo em nichos ecoldgicos especificos.

A alta capacidade de sobrevivéncia é uma habilidade competitiva, mas o que

caracteriza alguns Bacillus como 06timos agentes de biocontrole é a capacidade de
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producdo de diversos metabdlitos que possuem atividade antimicrobiana (PEREZ-
GARCIA et al., 2011). A espécie de Bacillus subtilis possui de 4 a 5% de seu genoma
dedicado a sintese de antibidticos e, além disso, tem o potencial de produzir mais de duas
duzias de compostos antimicrobianos estruturalmente diversos (STEIN, 2005). Entre estes
compostos produzidos por este género, destaca-se os lipopeptideos ciclicos, sufractinas,
fengicinas e as iturinas. A atividade antifingica destes compostos esté relacionada a sua
estrutura quimica que € capaz de se ligar na membrana celular fangica e formar poros o
que leva ao extravasamento do citoplasma e assim a morte celular, caracterizando desta
forma a atividade antifungica (BONMATIN et al. 2003).

Os biopesticidas a base de Bacillus sdo amplamente utilizados na agricultura
convencional sendo comercializados como pesticidas microbianos, fungicidas ou
fertilizantes. As espécies B. amyloliquefaciens, B. pumilus e B. licheniformis s&o utilizadas
nos bioformulados comerciais, sendo conhecidas pelo grande potencial antifingico.
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). As bactérias antagonicas, como B. subtilis, de maneira
geral agem significativamente por antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e
competicdo (ARRAS & ARRU, 1997). De acordo com Kupper et al. (2003), os
microrganismos que agem por antibiose, possuem amplo espectro de acéo, de modo que na
inibicdo dos fungos a producéo de substancias toxicas ¢ mais efetiva do que qualquer outro
mecanismo de acao envolvido.

Relatos da literatura mostram que bactérias do género Bacillus tém capacidade de
controlar doencas de plantas causadoras de sérios prejuizos econdmicos. Como exemplos,
Hang et al. (2005) citam Bacillus subtilis S1-0210 utilizado como agente biocontrole de
Botrytis cinerea em morangos. Dong et al. (2004) relataram que Bacillus thuringiensis
promoveu o silenciamento de um agrupamento génico do patégeno Erwinia carotovora e
com isso realiza o biocontrole da enfermidade. Bacillus cereus atuou na inibicdo in vitro o
crescimento de fungos e bactérias patogénicas ao tomateiro (VIEIRA et al., 2004).

Devido suas caracteristicas, Bacillus subtilis tem sido utilizada comercialmente
para o controle biolégico de doencas de plantas, e também para aumentar a produtividade
de culturas (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006).

Bacillus subtilis, estirpe UK-9, antagonista da mancha foliar de Alternaria da
mostarda, reduziu a germinacdo de esporos nas folhas e a incidéncia da doenca, e além
dissoo demonstrou capacidade de promog¢do do crescimento das plantas (SHARMA &

SHARMA, 2008). Isolados de Bacillus foram eficientes no controle do oidio da abdbora
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(Podosphaera fusca) e permaneceram viavel no filoplano durante 16 dias (ROMERO et
al., 2004).
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3 CAPITULO 1 - SUSCETIBILIDADE DE CLONES DE Eucalyptus spp. A
DOENCA OIDIO DO EUCALIPTO

RESUMO

A doenga oidio do eucalipto, causada por Oidium eucalypti, € um dos principais
problemas fitossanitarios em minijardins clonais e casas de vegetacdo de producdo de
mudas de eucalipto no estado do Rio Grande do Sul. Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivos: a) confirmar a identidade do agente causal do oidio em mudas clonais
de Eucalyptus spp.; e b) avaliar a suscetibilidade de clones de Eucalyptus spp. a doenca
oidio do eucalipto em minijardim clonal por meio de analise temporal. Para tanto, foi
realizada coleta de conidios em minicepas de quatro clones com sintomas da doenca a fim
de realizar a identificacdo molecular do patdgeno. A identificacdo foi realizada através de
sequenciamento da regido Internal Transcribed Spacer (ITS). Para a avaliacdo da
suscetibilidade, quatro clones foram testados: Clone 1 (Eucalyptus benthamii), Clone 2 (E.
dunni), Clone 3 (E. benthamii) e Clone 4 (E. urophylla X E. globulus). Foi utilizada uma
escala de classes para posterior célculo do Indice da Doenca (ID) e Incidéncia final (Iy).
Foram utilizadas 40 mudas de cada clone para a realizacdo do teste de suscetibilidade e
analises posteriores. Foram testados para analise temporal os modelos: monomolecular,
logistico e de Gompertz. A identificacdo molecular confirmou a identidade para os 4
isolados, sendo aproximada a Podosphaera pannosa (sinonimia: Sphaerotheca pannosa)
fase sexuada de Oidium eucalypti. Na analise temporal, 0 modelo de Gompertz foi o que
melhor se ajustou aos dados de severidade e incidéncia de oidio, porém apenas os dados de
incidéncia da doenca diferiram significativamente. O clone 1 de Eucalyptus benthamii e o
clone 2 de E. dunnii apresentaram maior suscetibilidade ao agente causal Oidium eucalypti,

causador de oidio em eucalipto.
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Palavras-chave: minijardim clonal; Oidium eucalypti; Incidéncia.

SUSCEPTIBILITY OF CLONAL SEEDLINGS OF Eucalyptus spp. TO POWDERY
MILDEW DISEASE

ABSTRACT

The powdery mildew disease in Eucalyptus spp. caused by Oidium eucalypti is one
of the main sanitary problems in clonal nurseries of eucalyptus species in the state of Rio
Grande do Sul. In this context, the present work had as objectives: a) confirm the identity
of powdery mildew in clonal seedlings of Eucalyptus spp.; and b) to evaluate the
susceptibility of clones of Eucalyptus spp. the powdery mildew disease in clonal mini
garden by temporal analysis. For this purpose, conidia were collected from ministumps of
four clonal material with disease symptoms in order to carry out the molecular
identification of the pathogen. Identification was performed by sequencing the Internal
Transcribed Spacer (ITS) region. For susceptibility, four clones were tested: Clone 1
(Eucalyptus benthamii), Clone 2 (E. dunni), Clone 3 (E. benthamii) and Clone 4 (E.
urophylla X E. globulus). An adapted scale of four classes was used for subsequent
calculation of the Disease Index (ID) and Final Incidence (l5), 40 seedlings of each were
used to perform the susceptibility test and subsequent analyzes. The models were tested for
temporal analysis: monomolecular, logistic and Gompertz. The molecular identification
confirmed the identification of the oidio disease species as the same for the 4 isolates,
aligned as Podosphaera pannosa (synonymy: Sphaerotheca pannosa), sexed phase of
Oidium eucalypti, thus identifying the fungus. In the temporal analysis, the Gompertz
model was the one that best fit the data of severity and incidence of powdery mildew, but
only the incidence data of the disease differed significantly. Clone 1 of Eucalyptus
benthamii and clone 2 of E. dunnii showed a higher susceptibility to the causal agent

Oidium eucalypti, causer of powdery mildew.

Key-words: clonal nursery; Oidium eucalypti; Incidence.
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INTRODUCAO

As doencas conhecidas como oidios sdo causadas por fungos que apresentam
pulveruléncia do micélio e seus conidios se desenvolvem em cadeias na superficie dos
tecidos atacados. Sdo fungos biotréficos que, raramente, matam seus hospedeiros, mas
utilizam seus nutrientes, reduzem a atividade fotossintética, aumentam a respiracdo e a
transpiracdo e, consequentemente, reduzem o desenvolvimento e a producdo (AGRIQOS,
1998).

Em espécies do género Eucalyptus, é considerada uma doenga cosmopolita, sendo
relatada na Africa do Sul, Argentina, Brasil, Austréalia, Europa e Estados Unidos (SILVA
et al., 2001), alem de ser considerada a principal doenga em viveiros, casa de vegetacao e
minijardins clonais de diversas espécies do género (VALERIANO, 2013). Alfenas et al.
(2009) relatam que o patogeno tem sido frequentemente encontrado sobre plantas em
viveiros, minijardins clonais hidropdnicos de inundagdo temporéaria ou em canaletdes com
irrigacdo por gotejamento, em que ha pouco ou nenhum molhamento foliar. Dentre as
espécies de eucalipto existentes, Alfenas et al. (2009) citam Eucalyptus urophylla, E.
grandis e seus hibridos, E. camaldulensis, E. globulus, E. nitens, E. pellita, E. robusta, E.
saligna, E. tereticornis, E. viminalis, Corymbia citriodora, C. maculatae C. torelliana
como as principais hospedeiras de oidio.

O fungo se dissemina atraves do vento, respingos de agua e pelo contato entre
plantas infectadas e sadias (FURTADO et al., 2000). Mucci et al. (1980) relacionam a
doenca ao agente etiologico Oidium eucalypti Rostr.. Krugner & Auer (2005) identificaram
Sphaerotheca pannosa (sinonimia: Podosphaera pannosa) através de inoculacGes
cruzadas, confirmando a identidade como Oidium eucalypti.

A correta identificacdo da espécie do patdgeno é importante para que todas as
relac6es do ciclo patdgeno-hospedeiro possam ser compreendidas. O conhecimento dessas
interacdes é imprescindivel, ndo s6 para o conhecimento e entendimento da doenca em si,
mas, principalmente, para estratégias de controle, visando interferir em seu ciclo
(BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). A identificacdo de fungos fitopatogénicos &,
muitas vezes, baseada em caracteres morfolégicos, porém, em muitos géneros, tais
caracteres sdo de dificil observacdo em populagdes naturais, além de, muitas vezes, serem
afetados pelo ambiente (FALEIRO et al., 2003).
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De acordo com Lima et al. (2008), a classificacdo ideal deve estar baseada na
filogenia dos microrganismos. Uma das técnicas moleculares amplamente utilizadas para a
identificacdo de fungos é a da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que permite a
amplificagdo de fragmentos especificos de DNA de células fungicas, vivas ou mortas
(PINHEIRO, 2004). Uma das regides mais utilizadas para a identificagdo molecular de
fungos ¢ a denominada “Internal Transcribed Spacer” (ITS), pois a regido possui
sequéncias mais conservadas filogeneticamente e, portanto, sdo mais adequados para
estudos de biodiversidade (REIS JUNIOR et al., 2006). Além disso, na grande maioria das
bases de dados de sequéncias fungicas, esta regido é a mais frequente.

A epidemiologia comparativa objetiva a identificacdo de similaridades ou de
diferencas entre epidemias, baseadas na natureza ou no comportamento da curva de
progresso da doenga. A curva de progresso da doenca integra os efeitos do patégeno, do
hospedeiro e do ambiente em um Unico grafico. Na analise temporal de epidemias, um
aspecto importante € a selecdo de um modelo matematico apropriado para descrever a
curva de progresso da doenca, sendo que esta selecdo objetiva estimar parametros que sao
utilizados na andlise estatistica para a comparacédo entre curvas (MADDEN et al., 2007). A
interpretacdo das formas das curvas e a determinacdo de seus componentes, tais como: o
indculo inicial da doenca, a taxa de progresso, indice final da doenca e a area sob a curva
de progresso séo essenciais para o controle de epidemias (BERGAMIN FILHO, 1995).

Dentro deste contexto, o conhecimento da epidemiologia de Oidium eucalypti é
importante para que medidas de controle sejam estabelecidas no momento certo e com
técnicas adequadas ao manejo da doenca em minijardins clonais, casas de vegetacdo e
viveiros de producdo de mudas. Assim 0s objetivos deste trabalho foram: a) confirmar a
identidade do agente causal de oidio em mudas clonais de Eucalyptus spp.; e b) avaliar a

suscetibilidade de clones de Eucalyptus spp. ao agente causal da doenca oidio.

MATERIAL E METODOS

Origem das mudas e fonte de in6culo

Este trabalho foi realizado no laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, RS, sendo as mudas de quatro materiais genéticos distintos, dois

clones de Eucalyptus benthamii, um clone de E.dunnii e um clone de E.urophylla x
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E.globulus, e o patdgeno obtidos através de doacdo da empresa CMPC - Celulose
Riograndense, situada no municipio de Guaiba — RS. O material foi coletado no Horto
Barba Negra (30° 20'41.8" S 51°14'42.2" O), pertencente ao municipio de Barra do
Ribeiro, RS.

Caracterizacao morfolégica dos conidios e identificacdo molecular

Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo morfoldgica do fungo, sendo avaliados
200 conidios (BOESEWINKEL, 1980; BRAUN, 1987; GORTER, 1988) obtidos de mudas
clonais de Eucalyptus spp. com infeccdo natural. Os conidios coletados em um mesmo
clone foram considerados como um unico isolado. A partir de laminas microscépicas de
colonias esporuladas, realizou-se a observacdo do formato e medicdo de comprimento e
largura dos conidios em microscépio optico (400 X), modelo MD50 e marca Olympus,
contendo ocular com régua micrométrica.

Para a identificacdo molecular do agente causal do oidio de eucalipto, foi realizada
a coleta de conidios do fungo sobre a superficie das folhas de minicepas em minijardim
clonal de quatro clones de Eucalyptus spp. Os conidios foram sugados com auxilio de uma
bomba a vacuo e transferidos para tubo de microcentrifuga eppendoff contendo etanol
70%. Estes tubos contendo o fungo foram identificados conforme a coleta realizada em
cada clone e enviados para o Instituto Bioldgico de Sdo Paulo para a extracdo de DNA e
sequenciamento. Foi realizada a extracdo de DNA do patdgeno, conforme método CTAB,
descrito por Doyle & Doyle (1991). As amostras de DNA genémico extraidas foram
submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para a amplificacdo da regido ITS
do rDNA com os oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990). Os
produtos da PCR foram purificados e, nas reacfes de sequenciamento, foram utilizados os
oligonucleotideos ITS1 e ITS4. Os fragmentos sequenciados foram entdo analisados
utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999). As sequéncias de nucleotideos obtidas
foram comparadas com as ja existentes no GenBank, para os patdgenos isolados. As
sequéncias do GenBank que apresentaram 0s maiores scores foram selecionadas e
alinhadas, juntamente com as sequéncias obtidas no sequenciamento pelo algoritmo
ClustalWw. A analise filogenética foi conduzida com 1000 replicatas, pelo programa MEGA
versdo 4 (TAMURA et al., 2007). A similaridade das sequéncias de nucleotideos entre 0s

isolados foi calculada através do procedimento Basic Local Alignment Search Tool —
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BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Foi utilizada uma sequéncia disponivel do oidio da

videira (Uncinula necator) como “sistergroup” na construcdo do dendrograma filogenético.

Teste de suscetibilidade de clones de Eucalyptus spp. ao agente causal do oidio

Primeiramente foi realizada a coleta de folhas de eucaliptos das minicepas contendo
conidios de oidio (fonte de indculo) no minijardim clonal da empresa que cedeu 0 material.
Apos, foi realizada a inoculagdo do agente causal do oidio por meio de raspagem dos
conidios presentes na superficie das folhas com o auxilio de um pincel pequeno com cerdas
macias, transferindo os conidios do fungo para as superficies adaxiais do terco superior das
folhas das minicepas. Estas minicepas inoculadas foram mantidas em cémara de
crescimento a 25 °C com fotoperiodo de 12 h como fonte permanente de indculo para as
inoculagdes subsequentes.

O teste de suscetibilidade foi realizado com mudas clonais (obtidas por meio de
técnica de miniestaquia) de quatro clones: Clone 1 (Eucalyptus benthamii), Clone 2 (E.
dunni), Clone 3 (E. benthamii) e Clone 4 (E. urophylla X E. globulus) com 90 dias de
idade, aproximadamente. Para cada tratamento, foram utilizadas 40 mudas de cada clone,
divididas em 4 repeticbes de 10 mudas. A inoculacdo das mudas foi realizada como
descrito no pardgrafo anterior para a inoculagdo das minicepas. As mudas inoculadas
inoculadas foram mantidas em camara de crescimento a 25 °C com fotoperiodo de 12 h por
29 dias. A irrigacdo das mudas e das minicepas (fonte de indculo) foi realizada diariamente

e manualmente com auxilio de pisseta graduada, umedecendo apenas o substrato.

Avaliacdes e andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Para
avaliacdo da Incidéncia (I), foi contabilizado semanalmente o ndmero de mudas que
apresentavam os sintomas de Oidium eucalypti em cada tratamento.

Foi construida uma escala para avaliacdo da severidade, utilizando-se para tanto,
uma escala descritiva contendo quatro classes, sendo elas: 0 = auséncia de sintomas; 1 =
infeccdo leve (presenca do micélio do fungo nas folhas, sem esporulacdo); 2 = infeccdo
média (esporulacao sobre os primeiros pares de folhas); e 3= infeccdo alta (deformacdo da

folha, enrolamento do primeiro par de folhas e queda das folhas). As notas desta escala
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descritiva foram utilizadas para o célculo do indice de doenca (ID), na proporcéo de 0 a 1,
expresso pela equacao:

2 (Y * Xy)
Xt*h

ID =
em que Y é a nota obtida na escala, Xy é nimero de plantas com nota Y, X; é o numero
total de plantas e h € o valor maximo da escala (MCKINNEY, 1923).

Para analise temporal do comportamento da doenca para cada um dos clones, as
variaveis | e ID foram submetidas a ajuste ndo-linear em relacdo ao tempo para cada um

dos clones. Para tanto, utilizaram-se 0s seguintes modelos recomendados para doencas

policiclicas: logistico [y =1+(((Yma:f1;(:;/3’0)e_rt) ], e de  Gompertz[

Y = Ymax (M@0 ¥max)e™ )] Estes modelos sdo compostos de trés parametros: Yo, o indice
de doenca inicial, ymax, 0 indice maximo (assintotico) de doenga, e r, a taxa de progresso da
epidemia. Os modelos foram ajustados por meio de método ndo linear, com uso da rotina
PROC NLIN, pelo pacote estatistico SAS 9.4®. A escolha do modelo mais apropriado foi
feita pelo maior valor do coeficiente de determinacdo (R?). Os parametros estimados dos
modelos foram comparados entre 0s clones, aos pares, com auxilio de seus erros, via teste t
(MADDEN et al., 2007). Utilizou-se também a analise de correlacdo dos residuos para
relacionar os dados de ID e | (SPOLTI et al., 2015).

Adicionalmente, os dados de | e ID foram analisados via modelos mistos, pelo
método de medidas repetidas. A estrutura de covariancias que apresentou o melhor ajuste
foi selecionada de acordo com os critérios de informacdo de Akaike & Bayesiano (SILVA
et al., 2015). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Apresentam-se apenas as médias da avaliacao final, aos 29 dias.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O agente causal do oidio do eucalipto em clones avaliados neste estudo teve sua
identidade confirmada como Oidium eucalypti, através da identificacdo molecular por
sequenciamento da regido ITS. Os quatro isolados sequenciados foram idénticos
molecularmente apresentando tamanho de fragmento de 516 pb, portanto optou-se pela
apresentacdo de apenas uma sequéncia. Esta alinhou-se a sequéncias existentes no

GenBank correspondentes a espécie Podosphaera pannosa (Figura 1). Silva & Alfenas
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(1994) verificaram que o Oidium do eucalipto é similar ao Oidium da Roseira, o qual é

descrito como Sphaerotheca pannosa (Vallr. ex. Fr.) Lev.

- KX842349 - Podosphaera pannosa (Prunus persica)
KM260714 - Podosphaera pannosa (Rosa chinensis)
KT359276 - Podosphaera pannosa (Corymbia citriodora)
KU554538 - Podosphaera pannosa (Corymbia citriodora)
g7 | AB525939 - Podosphaera pannosa (Rosa maltiflora)
KF571742 - Podosphaera pannosa (Rosa chinensis)
KF703448 - Podosphaera pannosa (Rosa sp.)

KP902716 - Podosphaera pannosa (Rosa sp. var. Samourai)

KM260713 - Podosphaera pannosa (Rosa chinensis)

KX101018 - Podosphaera pannosa (Rosa x hibrida)

{. KY706498 - Podosphaera pannosa (Eucalyptus benthamii)

63 ' AB525937 - Podosphaera pannosa (Rosa rubiginosa)

AF049332 - Uncinula necator

ol
0.02

FIGURA 1. Dendrograma filogenético construido para o isolado de oidio proveniente de
mudas clonais de Eucalyptus spp. baseado no método estatistico “Neighbor-
joining”, derivado das sequéncias das regides ITSr DNA e alinhadas pelo
Modelo tamura-Nei. Porto Alegre, RS, 2015.

O resultado apresentado na identificacdo mostrou similaridade com outros autores
como descrito por Silva et al. (2003) que observou na fase de viveiro na regido de Minas
Gerais a doenca oidio ocorrendo em mudas de Eucalyptus citriodora e em outras espécies
do mesmo género, sendo causada pelo fungo Sphaerotheca pannosa (sinonimia:
Podosphaera pannosa), o qual é descrito como a fase sexual de O. eucalypti (Figura 2). No
Brasil, em eucaliptos apenas a fase anamorfica do agente etiologico tem sido encontrada e
identificada como Oidium eucalypti Rostrup. (FERREIRA, 1989). Em 2014, na Coréia, foi
identificada pela primeira vez a ocorréncia de oidio causado por Podosphaera pannosa em
Corymbia citriodora (CHO et al., 2016).

A manifestacdo de oidio em mudas de eucalipto pode ser atribuida a sua alta
suscetibilidade a doenca, as condi¢des favoraveis de ambiente e a disponibilidade de
indculo (SILVA et al., 2001). Conforme apresentado no dendrograma filogenético (Figura

2) verifica-se que ja existe registros anteriores de Podosphaera pannosa ocorrendo em
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outras espécies de Eucalyptus e de Rosa. Isto corrobora com a identificagdo molecular
obtida neste presente estudo, o qual identificou o isolado de oidio de eucaliptos como P.
pannosa.

As caracteristicas dos sintomas e a estrutura de oidio em mudas clonais de eucalipto
podem ser visualizadas na Figura 2. O formato dos conidios variou de elipsdides a ovoides,
em isolados de Oidium eucalypti. A formacdo conidial em cadeia foi observada nos quatro
isolados estudados. Os valores médios dos 200 conidios avaliados foram de 32,5 X 20,7
pum (comprimento x largura), sendo o valor maximo de 40 X 22,5 pum e minimo de 27,5 X
17,5 um.

FIGURA 2. Sintomas de oidio em mudas clonais de Eucalyptus spp. e detalhe da
esporulacdo na folha (A); Conidioforos e conidios de Oidium eucalypti (B);
conidios de Oidium eucalypti onde a régua representa a medida em pm com
aumento de 400 x (C). Porto Alegre, RS, 2015.

Em estudo realizado por Silva et al. (2001), isolados de oidio presentes em
Eucalytpus urophylla e Rosa sp. apresentaram formato de seus conidios como elipsoide-
ovoide e tamanhos médios de 26,2 X 14,2 um e 27,2 X 14,2 um, respectivamente. Ja para
Dhalia sp. os mesmos autores encontraram formato de conidios ovoide-cilindrico e
tamanho médio de 32 X 16,8 um. No presente estudo obteve-se resultados semelhantes a
morfologia dos conidios de oidio observando-se similaridade de comprimento e largura ao
oidio da Dhalia sp. e mesmo formato ao oidio de E. urophylla e Rosa sp. Mucci et al.
(1980) encontraram conidios de Oidium originarios do eucalipto, com dimensdes que
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variaram de 21-35,75 x 13-20 um. Isto demonstra que a morfologia dos conidios de O.
eucalypti obtidos neste estudo sdo similares, tanto no formato quanto no tamanho de
conidios do fungo, apresentado por outros autores.

Com o teste de suscetibilidade, todos os clones estudados apresentavam-se como
suscetiveis sendo possivel a observacdo dos sintomas causados pelo patégeno. Dos
modelos matematicos testados, o que melhor ajustou-se as curvas de progresso tanto para
os dados de incidéncia (I) como de indice de doenca (ID) para os quatro clones foi o
modelo de Gompertz (Tabela 1), 0 que ja era esperado, visto que a doenga causada por
Oidium eucalypti trata-se de uma moléstia policiclica, na qual o potencial de in6culo do
patdégeno durante o ciclo da cultura é um dos principais fatores que determinam o grau de
incidéncia e severidade da doenca, sendo ainda mais importante no inicio do
desenvolvimento das plantas (BERGAMIN FILHO, 1995).

No modelo de Gompertz, a taxa de crescimento é acentuada no inicio da doenca e
muda rapidamente para um crescimento mais lento (MADDEN et al., 2007). Nos clones
estudados evidenciou-se comportamento semelhante. Os coeficientes de determinacéo (R?)
significativos obtidos ficaram entre 0,78 e 0,96 para o indice de doenca, e entre 0,78 e 0,97
para incidéncia mostrando um bom ajuste. Chelal & Hau (2015) utilizaram-se deste mesmo
modelo para a analise do comportamento de mudas de tomateiro infectadas com Oidium

neolycopersici, obtendo valores elevados (maiores que 0,98).

TABELA 1. Coeficientes de determinacdo (R?) e quadrado médio do erro (QME) dos
modelos monomolecular, logistico e de Gompertz, de analise temporal do
progresso do indice de doenca e da incidéncia de Oidium eucalypti em mudas
de quatro diferentes clones de Eucalyptus spp.. Porto Alegre, RS, 2015.

fo Indice da doenca Incidéncia

Clone* Modelos matematicos RZ OME RZ OME
) Logistico 0,85:: 0,0106 092 0,0152
Gompertz 0,85 0,0105 0,93 0,0151

) Logistico 095 0,0028 097 0,0151
Gompertz 0,96 0,0026 0,97 0,0132

3 Logistico 092 0,0019 092 0,0166
Gompertz 0,92 0,0019 0,92 0,0175

4 Logistico o,oi'jj* 0,0078 o,og:j* 0,0726
Gompertz 0,78 0,0019 0,78 0,0171

“Clone 1 (Eucalyptus benthamii); clone 2 (E. dunnii); clone 3 (E.benthamii); clone 4 (E.urophylla X
E.globulus); ~ p <0,0001; ™ Nao significativo.
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As curvas de incidéncia (1) e de indice de doenca (ID), produzidas pelo modelo de

Gompertz, apresentaram comportamento diferente para os quatro clones avaliados (Figura

3).

0,4 -

0,3

indice de Doencga (proporgao)
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o o © o o o
- N w D [6,] [e)}

o
[=)

02 |

== Clone 1 e
°
|  emmClone 2 /’-
= C(Clone 3 [ 29
d °
== Clone 4

(B)

1 1 1 J

0 5 10 15 20 25 30

Dias apds o inoculagdo

FIGURA 3. Progresso temporal do indice de doenca (ID) e da incidéncia (I) de epidemias
de oidio (Oidium eucalypti) em quatro clones de eucalipto conforme Modelo
de Gompertz. Porto Alegre, RS, 2015. Sendo: Clone 1 (Eucalyptus
benthamii), Clone 2 (E. dunni), Clone 3 (E. benthamii) e Clone 4 (E.
urophylla X E. globulus)

Observa-se que o ID do clone 1 (E. benthamii) apresentou uma maior taxa de

progresso da doenca nos primeiros dias apos a inoculacdo de oidio (Figura 3a), e com o

passar dos dias, a tendéncia da doenca foi estabilizar-se, o que indica que o patdgeno teve

maior facilidade de colonizar o tecido inicialmente, mostrando-se mais danoso nas plantas

que foram infectadas nesse clone. Posteriormente, os valores de ID estabilizaram-se (y max
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= 0,261), conforme Tabela 2. Na curva do clone 2 (E. dunnii) a doenca também
incrementou sua intensidade com o passar do tempo, destacando-se por apresentar 0 maior
indice de doenca. As curvas dos clones 3 (E. benthamii) e 4 (E.urophylla x E. globulus)
inicialmente apresentaram baixos valores de incidéncia e severidade de doenca, porém a
partir de 12 dias ap6s a inoculagdo, nota-se que para o clone 3 o ID tendeu ao aumento da
doenca, enquanto para o clone 4 a houve tendéncia a estabilizacdo da doenca (Figura 3).
Em contraste, as curvas de | apresentaram comportamento diferente quando
comparadas com as curvas de ID. A incidéncia do agente causal de oidio no clone 2 (E.
dunnii) foi a maior comparativamente aos demais clones, além de atingir maiores taxas de
incidéncia em menor tempo. Propensdo ao aumento da incidéncia da doenca também é
observada com o comportamento das curvas dos clones 1 e 3 ambos os clones de E.
benthamii. Isto condiz com a observacdo realizada nos minijardins clonais e casas de
vegetacdo onde a incidéncia de oidio é alta tanto nos materiais genéticos de E. dunnii

quanto nos de E. benthamii.

TABELA 2. Pardmetrost estimados pelo modelo de Gompertz para analise temporal do
indice de doenca e da incidéncia de Oidium eucalypti em mudas de quatro
clones de Eucalyptus spp. Porto Alegre, RS, 2015.

Parametros estimados pelo modelo de Gompertz

Andlises Clone

R2 y0 * erro r * erro Ymax * erro
1> 0,85 0,015 0,048 ™ 0,390 0,240 ™ 0,261 0,022 ™
indicede 2 0,96 0,038 0,018 0,138 0,038 0,317 0,027
doenca 3 0,927 0,005 0,000 0,062 0,034 0,597 0,446
4 0,787 0,007 0,010 0,094 0,071 0,151 0,070
1 0,937 0,110 0,032 A" 0,056 0,077 B" 1,000 0,000 A"
Incidencia 2 097 0,084 0,044 AB 0,177 0,038 A 0,832 0,044 B
3 0,92 0,002 0,004 B 0,106 0,014 A 1,000 0,000 A

*hhk

4 0,78 0,021 0,021 AB 0,094 0,071 AB 0452 0,210 B

1 Coeficientes de determinag&o (R), indice de doenga inicial (yo) € assint6tico (Yma), € taxa de progresso da
epidemia (r) estimados pelo modelo de Gompertz; *Clone 1 (Eucalyptus benthamii); clone 2 (E. dunnii);
clone 3 (E.benthamii); clone 4 (E.urophylla X E.globulus); **** p<0.0001; ", N&o significativo; ~ Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de probabilidade. Sendo: Clone 1
(Eucalyptus benthamii), Clone 2 (E. dunni), Clone 3 (E. benthamii) e Clone 4 (E. urophylla X E. globulus)

Ainda na Figura 3, o clone 4 (E. urophylla x E. globulus) foi o que apresentou
menor ID e | da doenga, dessa maneira considerado o clone menos suscetivel a oidio em

comparacgdo aos demais avaliados neste estudo (Tabela 3). Silva et al. (2014), em estudo
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avaliando a resisténcia parcial da ferrugem do eucaliptos (Puccinia psidii) em diferentes
espécies de Eucalyptus observaram que Eucalyptus urograndis (E. grandis x E. urophylla)
apresentou um menor nimero médio de pustulas por foliolo, menor severidade, maior
periodo latente médio e valores menores da area abaixo da curva do progresso da doenga,
tendo dessa forma maior resisténcia parcial a ferrugem. Isto demonstra que um hibrido de
eucaliptos pode apresentar maior resisténcia e menor incidéncia a doengas fungicas, como
por exemplo, ao hibrido E.urophylla X E. globulus que apresentou menor incidéncia e
severidade ao fungo biotrofico O. eucalypti.

A avaliagdo da incidéncia e da severidade da mancha foliar causada por
Cylindrocladium candelabrum em plantios jovens de E. benthamii demonstrou incidéncia
da doenca em arvores de 2,6 até 43,8 % e dados médios de severidade entre 1,2 e 2,9
(SCHULTZ et al., 2015). Neste mesmo estudo, foi também avaliada a incidéncia de
doenca causada por Pestalotiopsis sp., Botrytis cinerea, Rhizoctonia sp. em mudas desse
mesmo clone, sendo o0s resultados de incidéncias de 61,3%, 2,9% e 31,9%,
respectivamente. Isso demonstra que E.benthamii possui suscetibilidade a incidéncia de
doencas causadas por outros fungos além de Oidium eucalypti, detectado neste estudo.

Os parametros Yo, r e Ymax estimados pelo modelo de Gompertz para as epidemias de
O. eucalypti sobre os diferentes clones avaliados apresentaram diferenca significativa
apenas para os dados de incidéncia (Tabela 2). O clone 1 apresentou maior indice inicial da
doenca (yo =0,110) diferindo significativamente do clone 3 (yo =0,002). As taxas de
progresso da epidemia foram maiores para os clones 2 (r = 0,177) e 3 (r = 0,106), e
analisando o pardmetro ymax Nota-se que os clones 1 e 3 apresentaram 100 % de incidéncia.
Estes valores obtidos estdo de acordo com o comportamento das curvas representadas pelo
modelo em que os clones de E. benthamii e E. dunnii mostraram alta incidéncia de oidio. A
expressdo dos sintomas de oidio esta diretamente relacionada com as diferencas genéticas
de cada clone de eucalipto. Grigoletti Junior et al. (2005), relataram E. benthamii como
uma das espécies altamente suscetiveis a Oidium sp. em condi¢des de viveiro e casas de
vegetacao.

Com relagdo a E. dunnii, foi detectada alta variabilidade genética para resisténcia a
ferrugem causada por Puccinia psidii, apresentando coeficiente de variacdo genética de
36,07% e 70% das progénies avaliadas sendo estas imunes a ferrugem (PINTO et al.,
2014). Entretanto, com os resultados obtidos por este estudo, verifica-se que E. dunnii
apresenta-se com alta incidéncia a oidio apresentando baixa resisténcia ao ataque deste

patogeno.
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Marquez et al. (2010), estudando a ocorréncia de espécies fungicas em folhas
juvenis e adultas de plantagdes de E. globulus observaram que, em geral, as folhas juvenis
sdo mais propensas a infecgdo por fungos, patdgenos e endéfitos do que as folhas adultas.
Segundo James & Bell (2001), folhas adultas de E. globulus e de outras espécies tém
cuticulas mais espessas e baixa densidade estomatica do que as folhas juvenis. Em estudos
comparativos com folhas juvenis de gendtipos suscetiveis e resistentes de E. globulus
demonstraram que as caracteristicas anatdbmicas como densidade de mesdfilos de paligada,
espessura de cuticula e cobertura de cera de estdbmatos, estdo associadas a resisténcia
(SMITH et al., 2006). Essas caracteristicas podem explicar a menor suscetibilidade a
severidade e a incidéncia de oidio pelo clone hibrido (E.urophylla x E. globulus).

Observando-se a proporcdo da doenca tanto para os valores de 1D quanto de It
verifica-se que o clone 4 (hibrido) apresentou diferenca significativa em relacdo aos outros
clones, com proporcéo de IDse lsde 0,1250 e 0,3750, respectivamente. Sendo assim, esse
clone destaca-se como 0 menos suscetivel a doenca. Ja os clones 1 e 3 de E. benthamii e 0
clone 2 de E. dunnii, foram os mais suscetiveis, apresentando proporc¢des elevadas
superando o valor de 0,6000 quando avaliados quanto a incidéncia final da doenca (Tabela
3).

TABELA 3. indice de doenca final (IDf) e incidéncia final (ly) obtida aos 29 dias de
avaliacGes da doenca causada por Oidium eucalypti nos diferentes clones de
eucalipto. Porto Alegre, RS, 2015.

Clone ID¢ I¢
Eucalyptus benthamii (Clone 1) 0,3267 A 0,6750 A
Eucalyptus dunnii (Clone 2) 0,3333 A 0,9000 A
Eucalyptus benthamii (Clone 3) 0,2667 AB 0,8000 A
E.urophylla x E.globulus (Clone 4) 0,1250 B 0,3750 B
Causa de variagdo probabilidade (teste F)
Clone 0,0018 <0,0001
Tempo <0,0001 <0,0001
Clone x Tempo 0,0529 0,0454

Clone 1 (Eucalyptus benthamii); clone 2 (E. dunnii); clone 3 (E.benthamii); clone 4 (E.urophylla X
E.globulus).

Relacionando os dados de ID e | ao longo do experimento, verificou-se que o clone
1 atingiu ao longo das avaliagfes maiores proporcdes de ID sendo maior que 0,4 e uma

propor¢do méxima de incidéncia de 0,8. Este clone desenvolveu ID maiores e | menores na
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primeira metade do periodo avaliado, o que justifica a maior inclinacéo da reta (Figura 4).
Em contraste o clone 2 apresentou valores baixos de ID, porém apresentou maiores valores
de | ao longo das avaliagGes, chegando a atingir a propor¢cdo 1. O clone 3 também
apresentou valores altos de | atingindo propor¢do maior que 0,8. J& o clone 4 apresentou
valores inferiores a 0,3 para ID e inferiores a 0,8 para | (Figura 4). Esta comparacao entre
as proporc¢des da doenca entre os clones mais uma vez reforga a suscetibilidade dos clones
1 e 2 a doenca.
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FIGURA 4. Correlacdo dos residuos entre o indice de doenca (ID) e a incidéncia (I) de
Oidium eucalypti em quatro clones de eucaliptos. Clone 1 (Eucalyptus
benthamii); clone 2 (E. dunnii); clone 3 (E.benthamii); clone 4 (E. urophylla
X E. globulus);****p<0,0001; r, coeficientes de correlacdo de Pearson. Porto
Alegre, RS, 2015.

Mafia et al. (2012) avaliaram os coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos entre
os valores de severidade da ferrugem do eucalipto (Puccinia psidii) avaliada ex vitro aos
20 dias e de incidéncia da doenca com o patdégeno inoculado em explantes in vitro foram
de 0,93; 0,98; e 0,98% para 7, 11 e 14 dias ap0s a inoculacdo, respectivamente. Os autores
observaram comportamento diferente entre os clones de eucaliptos perceberam que 0s
clones mais resistentes obtiveram mesmo comportamento entre 0s intervalos das
avaliacOes.

Valeriano et al. (2015) obtiveram diferenca significativa em cinco diferentes clones

de E. urograndis a partir da primeira avaliagdo de incidéncia de oidio aos 7 dias,
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verificando menor incidéncia do patégeno em dois clones com a Ultima avaliacdo 35 dias
apos o aparecimento da doenca.

Com os dados obtidos no presente estudo e com resultados obtidos por outros
pesquisadores constata-se a existéncia de variabilidade nos materiais genéticos e a
resisténcia de clones de eucaliptos a determinada doenca deve ser observada, pois
certamente a utilizacdo de clones resistentes pode evitar a incidéncia de doencas
contribuindo para o sucesso no manejo de doencas em mudas desta espécie florestal.

CONCLUSAO

Oidium eucalypti é o agente causal da doenca do oidio em mudas clonais de
Eucalyptus, confirmado através de anélise molecular.

O clone 1 (Eucalyptus benthamii), o clone 2 (E. dunnii) e o clone 3 (E. benthamii)
séo considerados mais suscetiveis a oidio e o clone 4 (E. urophylla x E. globulus) é menos
suscetivel, sendo o ultimo com mais baixo indice da doenca ao final da avaliagdo deste

estudo.
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4 CAPITULO 2 - CONTROLE PREVENTIVO E CURATIVO DE Oidium eucalypti
EM MUDAS CLONAIS DE Eucalyptus benthamii

RESUMO

O Eucalyptus benthamii € uma das principais espécies de eucalipto plantadas na
regido Sul do Brasil, especialmente devido a sua resisténcia ao clima frio, sua rusticidade e
seu crescimento. Uma das principais doengas ocorrentes em minijardins clonais, casas de
vegetacdo e viveiros florestais € o oidio, causado pelo fungo Oidium eucalypti.
Alternativas ao controle quimico vém sendo objeto de pesquisas para o controle dessa
doenca. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de produtos
biologicos a base de Trichoderma spp. e Bacillus spp. aplicados como tratamentos
preventivos e curativos para controle de O. eucalypti em mudas clonais de E. benthamii.
Os tratamentos preventivos e curativos foram a base de: Trichoderma harzianum (THP), T.
atroviride (TAI), T. harzianum (THE), Trichoderma spp. (TTA), Bacillus spp. (BNE),
Enxofre (KUM), Difenoconazol (SCO) e agua destilada - testemunha (AD). Foi realizada a
aplicacdo de forma preventiva por pulverizacdo de todos os tratamentos sete dias antes da
inoculacdo do patogeno, e de forma curativa, dez dias apds a inoculacdo do patdgeno. As
mudas dos tratamentos preventivos foram mantidas durante 56 dias em camara de
crescimento com temperatura de 23+ 2°C e fotoperiodo de 12 h e, durante 37 dias em casa
de vegetacdo, as referentes aos tratamentos curativos, sendo realizadas avaliacdes semanais
de incidéncia e severidade da doenca com auxilio de uma escala descritiva para ambos 0s
tratamentos. As variaveis analisadas foram Indice da Doenca (ID) e Incidéncia (1), sendo
calculadas com base nessas variaveis a area abaixo da curva da doenca (AACPD) para
cada tratamento. Os resultados evidenciaram como tratamentos preventivos eficazes o
BNE (Bacillus spp.) e TAI (isolado T. atroviride) e como tratamento curativo mais eficaz

BNE (Bacillus spp.) para controle biolégico do O. eucalypti em mudas de E. benthamii.
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Este estudo comprova que tratamentos a base de produtos biolégicos podem ser eficazes

para controle do oidio do eucalipto em viveiros e minijadins clonais.

Palavras-chave: Oidio; Trichoderma spp.; Bacillus spp.; producéo florestal.

PREVENTIVE AND CURATIVE CONTROL OF Oidium eucalypti IN Eucalyptus
benthamii CLONAL SEEDLINGS

ABSTRACT

Eucalyptus benthamii is one of the main eucalyptus species planted in the southern
region of Brazil, especially due to resistance to cold weather, rusticity and growth. In the
production of seedlings, one of the main diseases occurring in clonal nurseries is powdery
mildew caused by the fungus Oidium eucalypti. Alternatives to chemical control have been
the object of research to control this disease. The objective of this work was to evaluate the
efficiency of biological products based on Trichoderma spp. and Bacillus spp. applied as
preventive and curative treatments for control of Oidium eucalypti in clonal seedlings of E.
benthamii.  Preventive andcurative treatments were based on: Trichoderma
harzianum(THP), T. atroviride (TAIl), T. harzianum (THE), Trichoderma spp. (TTA),
Bacillus spp. (BNE), Sulfur (KUM), Difenoconazol (SCO) and distilled water — control
(AD). It was applied preventively by spraying all treatments seven days before inoculation
of the pathogen, and in a curative way, ten days after inoculation of the pathogen. The
seedlings belonging to the preventive treatments were maintained for 56 days in a growth
chamber with temperature of 23+ 2°C and 12 h of photoperiod; and during 37 days in the
greenhouse of the curative treatments. Weekly evaluations of the incidence and severity of
the disease were carried out using a descriptive scale for both treatments. The variables
analyzed were Disease Index (ID) and Incidence (I), being calculated based on these
variables the area below the disease curve (AACPD) for each treatment. The results
evidenced effective BNE (Bacillus spp.) and TAI (isolated T. atroviride) as effective

preventive treatments and BNE treatment (Bacillus spp.) applied as curative treatment for
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biological control of O. eucalypti in E. benthamii seedlings. This study proves that
treatments based on biological products may be effective for controlling eucalyptus

powdery mildew in clonal nurseries.

Key-words: power mildew; Bacillus spp.; Trichoderma spp.; forest production.

INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do eucalipto € intensiva e, no estado do Rio Grande do Sul,
vem ocupando éreas significativas de producdo. Os plantios sdo estabelecidos
principalmente com mudas clonais formadas a partir de arvores matrizes selecionadas por
meio de critérios que expressem elevada produtividade média. Segundo relatorio da
Indstria Brasileira de Arvores (2016), no Brasil, a area total de arvores plantadas totalizou
7,8 milhdes de ha em 2015, com crescimento de 0,8% em relacdo ao ano anterior. Segundo
0 mesmo relatorio, os plantios de eucalipto ocupam 5,6 milhdes de ha da area de arvores
plantadas no pais e, ultimos cinco anos, o crescimento da area de eucalipto foi de 2,8% ao
ano.

Dentre as espécies plantadas no pais, Eucalyptus benthamii apresenta como
caracteristicas peculiares, sua resisténcia a geada, boa forma do fuste, rusticidade e rapidez
de crescimento, destacando-se nos plantios de florestas clonais na regido sul do Brasil.
Suas caracteristicas intensificaram a demanda por mudas e, com isso, houve o estimulo por
estudos aprofundados sobre os aspectos relevantes ao desenvolvimento da espécie em
condicdes de viveiro (SCHULTZ, 2011). Durante a producdo de mudas de eucalipto em
viveiros florestais, ataques de patdgenos sdo frequentes, principalmente aqueles causados
por fungos, os quais reduzem a producdo de mudas, causando prejuizos econdmicos,
dependendo da espécie atacada, da época do ano (SANTOS et al., 2001) e do estadio de
desenvolvimento das mudas.

Uma das principais doencas que se destaca como causadora de danos em
minijardins clonais de E. benthamii é o ataque de oidio causado pelo fungo Oidium
eucalypti. Este patdogeno tem maior incidéncia em folhas e brotos jovens, ocorrendo
principalmente em casa de vegetacdo e minijardim clonal, causando encarquilhamento e
superbrotagdo das plantas, ocasionando, em casos mais severos, a morte de mudas
(KRUGNER & AUER, 2005). Pela alta capacidade de disseminagdo de conidios, esse
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fungo infecta rapidamente minicepas sadias, causando infestacdo em todo o minijardim
clonal.

Recentemente foi registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, o fungicida Priori Top® composto por azoxistrobina e difenoconazol, para
o controle de O. eucalypti na cultura do eucalipto. Entretanto, segundo Campanhola e
Bettiol (2003), ja foram propostas alternativas de controle cultural, genético e com
produtos naturais. Desse modo, outras formas de controle também podem ser utilizadas,
como alternativa ou em uso conjunto, ja que a melhor maneira de manter uma populacéo
de patdgeno controlada é a combinacdo de técnicas, ou seja, manejo integrado.

Uma alternativa ao controle quimico, por exemplo, é o uso de agentes de controle
biol6gico como Trichoderma spp. e Bacillus spp., que tém sido recomendados como
potenciais biocontroladores de diversos patdgenos causadores de doencas de plantas,
especialmente nas ultimas décadas. A capacidade de Trichoderma spp. de atuar como
agente de biocontrole é relatada na literatura hd mais de 60 anos, sendo que muitos
isolados séo classificados como simbiontes de plantas e atuadores no controle de
fitopatdgenos (BROTMAN et al., 2010).

As espécies do género Trichoderma estdo entre os antagonistas mais estudados e
sdo encontradas naturalmente em diversos tipos de solo. Agem contra fitopatdgenos por
diferentes mecanismos de acgéo, tais como: antibiose, competicdo por nutrientes e substrato,
micoparasitismo, producdo de enzimas degradadoras de parede celular, promocdo do
crescimento das plantas e indutores de resisténcia (HARMAN et al., 2004; SHORESH et
al., 2005; VITERBO et al., 2005; VINALE et al., 2008). Trichoderma spp. é utilizado no
controle de doencas importantes como as causadas por Botrytis cinerea (SANZ et al.,
2005), Rhizoctonia solani (RUOCCO et al., 2009), Pythium ultimum (MONTERO et al.,
2011), Fusarium oxysporum (CARVALHO et al.,, 2011) e Moniliophthora perniciosa
(SIMOES et al., 2012).

Ja espécies de Bacillus sdo antagonistas de fungos fitopatogénicos e podem ser
usadas no controle bioldégico (ANGONESE et al., 2009). Segundo Bettiol & Morandi
(2009), dentro do género Bacillus, as espécies Bacilluss ubtilis e B. pumilus sdo capazes de
inibir bactérias e fungos fitopatogénicos. Bacillus spp. tem a capacidade de controlar
doencas causadas por Fusarium monoliforme (BACON et al., 2001), Colletotrichum
acutatum (KUPPER et al., 2003), Erwinia carotovora (DONG et al., 2004), Botrytis
cinerea (HANG et al.,, 2005) e Puccinia psidii (RAASCH et al., 2012), que causam

grandes prejuizos aos cultivos afetados.
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O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de produtos biolégicos a base de
Trichoderma spp. e Bacillus spp. aplicados de forma preventiva e curativa para controle de
Oidium eucalypti em mudas clonais de E. benthamii.

MATERIAL E METODOS

Local dos experimentos, procedéncia das mudas e inéculo

Os ensaios foram realizados nos meses de janeiro a marco de 2016 em casa de
vegetacdo pertencente ao Laboratério de Bacteriologia Vegetal do Departamento de
Fitossanidade da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre -
RS.

Foram utilizadas mudas clonais de Eucalyptus benthamii com aproximadamente 90
dias de idade, fornecidas pelo viveiro da empresa CMPC - Celulose Riograndense,
localizado em Barra do Ribeiro, RS (Coordenadas geograficas: 30°20'38.3" S 51°14'43.9"
0). As mudas foram imediatamente trazidas para a casa de vegetacdo da UFRGS, onde
foram acondicionadas em bandejas para tubetes de 50 cm® e mantidas com a irrigacéo
manual diaria, umedecendo-se apenas o substrato, durante a execucao do experimento.

O isolado de Oidium eucalypti foi obtido no minijardim clonal, fonte natural de
ocorréncia do patogeno, pertencente a mesma empresa fornecedora das mudas. O indculo
foi mantido em minicepas que permaneceram em sala climatizada 23+2°C e fotoperiodo de
12 h. Para o procedimento de inoculacdo, tanto nas minicepas quanto nas mudas que
receberam os tratamentos, conidios de oidio foram coletados de folhas infectadas
naturalmente em minijardim clonal e retirados atravées de raspagem superficial com auxilio

de um pincel, sendo inoculados no terco superior de mudas sadias.

Tratamentos preventivos e curativos

Foram testados como tratamentos para o controle preventivo e curativo cinco
agentes de controle biolégico: Predatox® composto por Trichoderma spp.; Ecotrich®
composto de Trichoderma harzianum; Trichodel aéreo® composto de Trichoderma
harzianum; Nemathel® composto de Bacillus spp. e Trichoderma atroviride suspenséo
liguida de conidios. Este altimo foi isolado de madeira de Pinus sp. em laboratério em

estudo realizado por Lazarotto et al. (2016). Para todos os agentes de biocontrole, utilizou-



52

se a concentracdo de 10" conidios/mL ou UFC/mL. Dois fungicidas foram utilizados como
controles positivos para comparar a eficacia dos agentes de biocontrole: Kumulus®,
composto de enxofre (0,3 g/100 mL de &gua destilada); e Score®, composto por
difenoconazol (0,03 mL/100 mL de &gua destilada), bem como um tratamento testemunha
com a aplicacdo de somente agua (Tabela 1). Os tratamentos preventivos foram compostos
por 4 repeticOes de 6 mudas para cada tratamento testado e os tratamentos curativos foram
compostos por 4 repeticbes de 10 mudas para cada tratamento testado, sendo ambos

mantidos em delineamento inteiramente casualizado.

TABELA 1. Descricdo dos tratamentos bioldgicos e quimicos utilizados para o controle de
oidio em Eucalyptus bentahamii. Porto Alegre, RS, 2016.

Tratamento Abreviatura Composicéo Nome comum

THP Trichoderma harzianum Predatox®
THE Trichoderma harzianum Ecotrich®

Biologico TTA Trichoderma spp. Trichodel aéreo®
TAI Trichoderma atroviride Isolado proprio
BNE Bacillus spp. Nemathel®
KUM Enxofre Kumulus®

Quimico
SCO Difenoconazol Score®

Controle AD Agua destilada Testemunha

®Nome comercial registrado do produto.

Utilizou-se 0 mesmo volume de suspensdo na concentracdo de 10’ conidios ou
células/mL e adicionou-se uma gota de Tween 80. A diluicdo de cada produto foi
determinada a partir da concentracdo estabelecida nos rétulos, com excecdo da suspensao
de conidios de T. atroviride, que foi submetida a contagem em camara de Neubauer. Ja
para os fungicidas, utilizou-se a dose recomendada do rotulo, sendo utilizada a dose
recomendada para oidio da roseira (Sphaerotheca panossa) de Score® (30 mL / 100 L de
4gua) e a recomendacdo de Alfenas et al. (2009) para oidio do eucalipto para o Kumulus®
(3 g/L de agua).
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A aplicacdo dos tratamentos preventivos e curativos foi realizada através de
pulverizacdo com auxilio de borrifadores manuais individuais para cada produto testado.
Os tratamentos foram pulverizados de forma preventiva, sete dias antes da inoculagdo do
patdgeno, na parte adaxial e abaxial de todas as folhas até o ponto de escorrimento. Apés
uma semana, inoculou-se o patdgeno com auxilio de um pincel através de raspagem de
conidios presentes em folhas infectadas e estes foram transferidos para o terco superior das
mudas. As mudas permaneceram em camara de crescimento com temperatura de 23+2°C e
fotoperiodo de 12 h, por 56 dias.

Para a aplicacdo dos tratamentos curativos realizou-se 0 mesmo procedimento de
inoculagédo, sendo esta realizada 10 dias antes da primeira aplicacdo dos tratamentos. Os
tratamentos curativos foram aplicados na parte adaxial e abaxial de todas as folhas até o
ponto de escorrimento, e as mudas permaneceram em casa de vegetacdo em condicOes de
temperatura ambiente, por 37 dias.

A severidade da doenca nas mudas de eucalipto foi avaliada semanalmente, em
intervalos de sete dias. Para mensuracdo da severidade, utilizou-se a escala descritiva

apresentada na Tabela 2.

TABELA 2. Escala descritiva utilizada para avaliar da severidade do oidio em mudas
clonais de Eucalyptus benthamii. Porto Alegre, RS, 2016.

Quantificacao da

Nota ) Sintomas visuais
severidade
0 Auséncia de Sintomas Ausentes
1 Infeccdo Leve Presenca de micélio do fungo nas folhas,
sem esporulacéo
2 Infeccdo Média Esporulacéo sobre os primeiros pares de
folhas
3 Infeccéo Alta Deformacao, enrolamento e queda das
folhas

As notas desta escala descritiva foram utilizadas para o calculo do indice de doenca
(1D, proporcéo de 0 a 1), expresso pela equacao:

XY * Xy)
D = Xt*h

em que Y é a nota obtida na escala, Xy é nimero de plantas com nota Y, X; € o nimero
total de plantas e h € o valor maximo da escala (MCKINNEY, 1923).
A incidéncia da doenca foi contabilizada pela contagem do numero de mudas

infectadas semanalmente. Os valores de severidade e incidéncia de cada tratamento foram
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utilizados para o célculo da &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AADPC)
(CAMPBELL & MADDEN, 1990), conforme a formula abaixo:

AACPD = Z [(yl er yz) * (&, — tl)]

y1: nota de avaliagdo no tempo t1

y: nota de avaliagdo consecutiva no tempo t2

t, — t1: intervalo em dias entre duas avaliacdes consecutivas

Para cada variavel analisada foi calculada a média dos dados e verificada a
normalidade dos dados sendo a analise de variancia realizada por meio do teste Tukey a 5
% de probabilidade usando o programa SAS 9.4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os tratamentos preventivos, conforme dados descritos na Tabela 3, observa-se
uma reducao significativa do 1D com os tratamentos TAI (Trichoderma atroviride) e BNE
(Bacillus spp.). Para AACPD, todos os tratamentos reduziram a incidéncia da doenga,
exceto TTA para AACPD (ID), e os tratamentos TTA e THP que foram estatisticamente
iguais para AACPD (I).

Com relacdo a Incidéncia final, avaliada aos 56 dias, o tratamento testemunha (AD)
apresentou alta incidéncia da doenca (83,3 %), sendo estatisticamente igual aos
tratamentos SCO (87,5 %) e TTA (95,8%). Os tratamentos com menor Incidéncia final
observada foram TAI (29,2%), tratamento a base de T. atroviride, e BNE (41,7% ),
tratamento a base de Bacillus spp. Isto demonstra que mesmo que o fungicida (SCO) seja
recomendado para o controle de outras espécies de oidios, ndo foi efetivo para o controle
preventivo do oidio do eucalipto, ja o tratamento KUM, com recomendac¢do na literatura
para controle de oidio de eucalipto reduziu a incidéncia, em relacdo ao controle, entretanto
foi menos efetivo que os tratamentos bioldgicos destacados anteriormente.

O tratamento TTA (produto a base de Trichoderma spp.) obteve os maiores valores
de AACPD (800,1 % e 1677,1 %) para dados de severidade e incidéncia da doenca (53,6
% e 95,8 %, respectivamente), ndo apresentando diferenca significativa comparada aos

tratamentos preventivos bioldgicos a base de Trichoderma, exceto do TAI (Trichoderma
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atroviride). Isso evidencia que ha efeitos diferentes na acdo e efetividade de agentes
biol6gicos mesmo que estes sejam antagonistas de mesmo género, como no caso do género

Trichoderma.

TABELA 3. Avaliacdo do Indice de Doenca de McKinney final (ID final), da Incidéncia
final (I final) e das Areas Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD)
de ID e I, valores em porcentagem (%) dos tratamentos preventivos aplicados
via foliar em mudas clonais de Eucalyptus benthamii para o controle de
Oidium eucalypti. Porto Alegre, RS, 2015.

Tratamento |D final AACPD (1D) AACPD (1) I final
AD 492 A 694,7 AB” 1560,4 A 833 A
KUM 455 A 566,8 ABC 11375 AB 66,7 AB
SCO 51,4 A 422,9 BCD 9188 ABC 875 A
THP 464 A 7715 AB 16479 A 70,8 AB
THE 444 A 481,3 ABCD 11083 ABC 750 AB
BNE 240 B 278,5 CD 6125 BC 41,7 BC
TTA 536 A 800,1 A 1677,1 A 958 A
TAI 122 B 126,4 D 3354 C 292 C
p Valor < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001

*M¢édias seguidas de mesmas letras ou “ns” nas colunas néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5%

de significancia pelo teste de Tukey. Sendo: AD: Controle; KUM: fungicida Kumulus®; SCO: fungicida
Score®; THP: Predatox® (T. harzianum); THE: Ecotrich® (T. harzianum); BNE: Nemathel ® (Bacillus
spp.); TTA: Trichodel Aéreo® (Trichoderma spp.); TAI: T. atroviride.

Os efeitos preventivos e curativos significativos dos tratamentos bioldgicos TAI e
BNE aplicados para o controle de Oidium eucalypti possibilita estabelecer alternativas para
o controle deste patdgeno em mudas de Eucalyptus benthamii. A eficiéncia do tratamento
BNE (Bacillus spp.) em controlar de forma preventiva e curativa oidio do eucalipto, pode
estar associada a acdo de antibiose, a producdo de antimicrobianos, como os lipopeptideos
que podem ser de trés tipos: fengicinas, iturinase e surfactinas (ONGENA & JACQUES,
2008) e de diversas substancias que inibem outros microrganismos (BETTIOL et al.,
2005).

Bacillus subtilis atua de forma direta ou indireta no controle de fitomoléstias
(ONGENA et al., 2007; LEELASUPHAKUL et al., 2008). A atuacdo do antagonismo
direto exercido contra fitopatdgenos ocorre através da antibiose, sintese de substancias
antimicrobianas, parasitismo, competi¢do por espaco e nutrientes e a sintese de compostos
volateis (LEELASUPHAKUL et al., 2008). Isso pode explicar a agdo do tratamento BNE

composto por Bacillus spp. no controle preventivo de oidio do eucalipto. Espécies de
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Bacillus tem capacidade de produzir enddsporos que sdo resistentes a temperaturas
elevadas e sobrevivem em condi¢des ambientais adversas, (COLLINS & JACOBSEN,
2003), propiciando sua a¢do como agentes de controle biologico. Segundo Kupper et al.
(2003), os microrganismos que agem por antibiose, geralmente tém amplo espectro de
acdo, de forma que na inibicdo de fungos a producdo de substancias toxicas é mais efetiva
do que qualquer outro mecanismo de acéo envolvido.

Para espécies de eucalipto, a reducdo na incidéncia da doenca causada por Puccinia
psidii em dois hibridos de E. urophylla e E. grandis foi significativa para um dos clones
utilizando tratamentos com inoculacéo de Rizolyptus® (Bacillus subtilis) em miniestaca e
no substrato com reducdo de 28,1 e 40,1 % da doenca comparados com o tratamento
testemunha. E para a severidade da doenca a reducéo foi obtida para os dois clones sendo
de 45,9 % para um clone e variando de 65,7 a 70,9 % para o outro clone (RAASCH et al.,
2012).

Estudo realizado por Romero et al. (2004), relatou quatro cepas de Bacillus subtilis
como potenciais agentes biocontroladores contra o oidio causado por Podosphaera fusca,
patogeno de cucurbitaceas. Foi demonstrado papel relevante das iturinas e fengicinas na
atividade antifungica e no controle do oidio de cucurbitdceas por essas mesmas cepas
(ROMERQO et al., 2007). Além disso, estas cepas controlaram bem o oidio em condigcdes
de casa de vegetacdo e demonstraram o seu potencial de fermentacdo para producdo em
larga escala (ROMERO et al., 2007a). Segundo Ashwini & Srividya (2014), Bacillus
subtilis ndo so produz antibiético como também produz diferentes tipos de enzimas como a
glucanase, a quitinase, a celulase, que também desempenham um papel muito importante
na propriedade antagonistica por meio do mecanismo mediado por de enzimas liticas.

Os menores valores de AACPD, de severidade e baixa incidéncia observada pelo
tratamento TAI (Trichoderma atroviride) comprova sua eficiéncia no controle de oidio do
eucalipto, quando utilizado de forma preventiva (Tabela 3). As formas de acdo deste
tratamento podem ser atribuidas aos diferentes mecanismos de acdo referentes a este
agente de biocontrole. Espécies do género Trichoderma sdo capazes de agir através de
competicdo por espaco e nutrientes, producdo de antibidticos volateis e enzimas
hidroliticas como a quitinase e a -1,3-glucanase (CHUTRAKUL et al., 2008; SHARMA
et al., 2009). As enzimas hidroliticas degradam parcialmente a parede celular do patégeno
e conduzem ao parasitismo (KUBICEK et al., 2001). Também pode haver uma interacao
direta entre o proprio patdgeno e o agente de biocontrole, no caso agdo de micoparasitismo,

que envolve contato fisico e sintese de enzimas hidroliticas, compostos toxicos e/ou
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antibidticos que agem sinergicamente com as enzimas. Fungos do género Trichoderma
podem até mesmo exercer efeitos positivos sobre as plantas com o0 aumento no crescimento
das mesmas, em caso de aplicacdo por biofertilizacdo, e também pela estimulacdo do
mecanismo de defesa das plantas (BENITEZ et al., 2004).

Agentes de controle biol6gico sdo organismos vivos e suas atividades dependem
principalmente das diferentes condi¢bes fisico-quimicas que sdo submetidos. A
compreensdo da diversidade genética intraespecifica de Trichoderma e seus mecanismos
de biocontrole resultam na melhor aplicacdo das dos isolados selecionados como agentes
de biocontrole (BENITEZ et al., 2004). Isolados de Trichoderma spp., selecionados em
testes in vitro e in vivo, sdo considerados excelentes agentes de biocontrole e possuem a
vantagem de serem in6cuos ao ser humano (MELO, 1996) e ndo causarem impacto
negativo ao meio ambiente (PATRICIO et al., 2001), diferentes da agéo toxica causada
pelos fungicidas quimicos. Esses estudos reiteram os resultados de controle obtidos com o
presente estudo em que o tratamento TAI (T. atroviride) demonstrou maior eficiéncia no
controle de oidio do eucalipto aplicado preventivamente (Tabela 3).

Para os resultados obtidos com os tratamentos curativos para o controle da doenca
causada por Oidium eucalypti, observou-se que o tratamento BNE (Bacillus spp.)
demonstrou maior eficiéncia no controle (Tabela 4). Este apresentou os menores valores de
AACPD para dados de severidade (394,2 %) e de incidéncia (798,8 %), para esta Ultima
varidvel, igualou-se estatisticamente ao tratamento quimico KUM. Além disso, apresentou
menor incidéncia final da doenca (10 %) diferindo significativamente da testemunha e dos
tratamentos THP, TTA e TAI (Tabela 4). Ressalta-se aqui diferenca no comportamento de
TAI (Trichoderma atroviride), pois ndo obteve eficiéncia como controle curativo, sendo
que este mesmo tratamento apresentou semelhanca de eficiéncia de controle com a
aplicacdo de BNE de forma preventiva.

Apesar de os tratamentos biologicos THE, TTA, TAI, THP e do fungicida quimico
SCO néo apresentarem diferenca significativa comparados com a testemunha, 0s primeiros
sdo, ainda assim, mais vantajosos, uma vez que se pode tirar proveito dos efeitos de
promoc¢do de crescimento pelo fungo Trichoderma spp. ja evidenciados em diversos
trabalhos. FILHO et al. (2008) concluiram que o isolado CEN 262 de Trichoderma spp.
proporcionou maior indice de desenvolvimento de partes aéreas de mudas de eucalipto.
Alguns isolados de Trichoderma possuem a capacidade de colonizar, endofiticamente,
diferentes 6rgdos da planta (RUBINI et al., 2005; SILVA et al., 2006). Além de conseguir

controlar a doenga, seria possivel um aumento na producéo de miniestacas em minijardins
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clonais de eucaliptos, efeito este que ndo ocorre com o uso de fungicidas quimicos. Outra
vantagem dos tratamentos bioldgicos a base de Trichoderma spp., é a inocuidade a salde

do homem e ao ambiente.

TABELA 4. Avaliacio do Indice de Doenca de McKinney final (ID final), da Incidéncia
final (I final) e das Areas Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD)
de ID e I, valores em porcentagem (%), dos tratamentos curativos aplicados
via foliar em mudas clonais de Eucalyptus benthamii para o controle de
Oidium eucalypti. Porto Alegre, RS, 2015.

Tratamento D final AACPD (ID) AACPD (1) | final
AD 19,2 ns 789,6* AB 17438 AB 525 A
SCO 16,7 685,0 AB 13550 ABC 30,0 ABC
KUM 12,5 512,1 AB 913,8 C 17,5 BC
THP 20,8 790,4 AB 1981,3 AB 575 A
THE 16,7 654,6 AB 1300,0 BC 350 ABC
BNE 6,7 394,2 B 798,8 C 10,0 C
TTA 18,3 846,3 AB 19538 AB 450 AB
TAI 24,2 966,3 A 2011,3 A 525 A
p Valor 0,1774 0,0228 <0,0001 <0,0002

*Médias seguidas de mesmas letras ou “ns” nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5%
de significancia pelo teste de Tukey. Sendo: AD: Controle; KUM: fungicida Kumulus®; SCO: fungicida
Score®; THP: Predatox® (T. harzianum); THE: Ecotrich® (T. harzianum); BNE: Nemathel ® (Bacillus
spp.); TTA: Trichodel Aéreo® (Trichoderma spp.); TAI: T. atroviride.

Todos os tratamentos biologicos tanto aplicados de forma preventiva como
curativa, reduziram a AACPD, a severidade e a incidéncia de oidio quando comparados a
testemunha (Tabela 3 e 4). Estudo realizado por Belan et al. (2013) utilizando tratamentos
alternativos para o controle de oidio do pepino (Cumumis sativus L.), observaram que o
tratamento com agua destilada usado como controle negativo obteve a menor reducéo do
fungo, exceto quando comparada ao tratamento extrato alcoolico de prépolis.

Os tratamentos fungicidas, SCO e KUM, também reduziram a incidéncia e/ou
severidade do oidio em mudas de eucalipto, embora, quando eficientes ndo apresentaram
diferenca significativa dos tratamentos bioldgicos. Os resultados obtidos com este presente
trabalho trazem alternativas de utilizacdo de tratamentos bioldgicos para o controle de
Oidium eucalypti em substituicdo aos fungicidas quimicos que ocasionam resisténcia
genética a patdgenos devido sua frequente utilizacdo ao combate de determinado
microrganismo, além de levarem a efeitos nocivos residuais para a saide do homem e para

0 ambiente.
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Diversos estudos ressaltam que os quimicos ndo séo tao efetivos para o controle de
doencas causadas por Oidium eucalypti. Picinini et al. (2003) utilizando diferentes
fungicidas para o tratamento de sementes de trigo, observaram que difenoconazole
aplicado na dose de 30 g.i.a/100 Kg sementes apresentou maior severidade de oidio
(Blumeria graminis f. sp. tritici) aos 60 dias ap6s a emergéncia das plantas. 1sso demonstra
que fungicida quimico a base de difenoconazole ndo possui eficiéncia no controle de
Oidium eucalypti e também de outras espécies do fungo. Ja para Pavanello et al. (2015) o
fungicida difenoconazol controlou a podriddo parda causada pelo fungo Monilinia
fructicola até o momento da colheita, apresentando 0,84 % de incidéncia de podriddes
causadas pelo fungo, enquanto que a testemunha apresentou 10,2 %.

Os resultados do presente estudo sugerem que é possivel optar pela utilizacdo de
tratamentos preventivos e curativos a base de agentes antagonistas bioldgicos em
detrimento de um tratamento quimico, que, pode favorecer o aumento da incidéncia da
doenca no decorrer do ciclo de desenvolvimento das mudas. O controle biologico por meio
de pulverizacdo de agentes de controle bioldgico pode ser considerado uma alternativa

viavel para o controle de oidios, como de Oidium eucalypti.

CONCLUSAO

Os tratamentos biologicos compostos por Trichoderma atroviride e Bacillus spp.
podem ser aplicados preventivamente, e o tratamento a base de Bacillus spp. pode ser
aplicado ap0s o aparecimento de sintomas da doenca para controle de Oidium eucalypti em
mudas clonais de Eucalyptus benthamii em condi¢Bes de ambiente controlado e em casa de

vegetacao.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

A utilizacdo de agentes de controle biol6gicos como ferramentas para o controle de
doencas fitopatogénicas e diminuicdo e/ou eliminacdo do uso de fungicidas quimicos na
producdo de mudas de espécies florestais e agricolas é uma alternativa promissora.

E restrito o nimero de fungicidas quimicos registrados para a producio de mudas
de eucalipto, como pode ser constatado para controle de oidio, doenca alvo deste estudo,
em que apenas um fungicida quimico (Priori Top®) € registrado, 0 que torna
imprescindivel a busca por alternativas para o controle de patdgenos que causam sérias
doencas na producdo de mudas. Os agentes de biocontrole, especialmente algumas
espécies de Trichoderma e Bacillus, sdo microrganismos potenciais, tanto para o controle
de fitopatdgenos, quanto para estimulo e promocao do crescimento de vegetais.

Para que a aplicacio de agentes de biocontrole se torne uma realidade,
especialmente na producdo de mudas clonais de Eucalyptus spp., alguns aspectos ainda
precisam serem aprofundados e bem avaliados, tais como: avaliacdo de bioformulados e
aplicacdo destes em testes realizados em laboratério, em condi¢bes controladas e, em
sequéncia, em condicdes ambientais reais de producdo (condicbes a campo);
contabilizacdo da duracdo (tempo) de efeito do controle pelas agentes de biocontrole
quando aplicados tanto de forma curativa quanto de forma preventiva a determinada
doenca; verificacdo de qual ou quais espécie (s) de agente (s) de controle bioldgico sdo
efetivas no controle de doenca em condi¢Ges ambientais adversas; avaliacdo de possiveis
beneficios para a planta com o uso dos biocontroladores, ja que algumas espécies ja destes
sdo também consideradas promotores de crescimento e indutores de resisténcia.

Atualmente existem diversas pesquisas com enfoque nos agentes de controle
biologicos de doencas fitopatogénicas, porém poucas pesquisas conseguem alcancar a
extensdo de avaliacbes em condicdes reais de ocorréncia da doenca (em campo) e/ou em
producdo em larga escala em ambiente protegido. Sabe-se que existem dificuldades para a

execucdo de trabalhos em campo ou que demandem extensas areas de producdo, poréem a
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avaliacdo de resultados positivos para aplicacdo efetiva no caso de producdo em larga
escala € fundamental para que o uso destes biocontroladores se tornem uma rotina de baixo
impacto ambiental.

Acredita-se que os agentes de controle bioldgico dos géneros Trichoderma e
Bacillus possuem mecanismos de acdo e caracteristicas suficientes para uma ampla e
promissora aplicacdo na producdo de espécies, especialmente na producdo de mudas de
eucaliptos. Desta maneira, h4 necessidade de pesquisas mais aprofundadas que enfoquem a
efetivacéo e solidez na aplicagcéo de biocontroladores como uma alternativa de controle de
doencas em substituicdo a aplicacdo de fungicidas quimicos. Entretanto, com os resultados
deste estudo, podemos observar as primeiras constatacdes de que estes agentes tém agéo

sobre o patdgeno causador do oidio do eucalipto em minijardins clonais.



