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CAPACIDADE GERMINATIVA E INFECTIVA DE ISOLADOS DE
Dicyma pulvinata ANTAGONICOS A Microcyclus ulei MANTIDOS
EM COLECAO DE CULTURA

Mello, S.C.M."; Frazao, H.S.; Silva, J.B.T.

RESUMO

As colegoes de culturas desempenham importante papel como fontes de organismos, genes e metabdlitos para
diversos usos, dentre os quais, o controle bioldgico de fitopatdgenos. Em um levantamento realizado nas
principais regides de cultivo de seringueira do Brasil foram obtidos 54 isolados de Dicyma pulvinata, conside-
rado importante hiperparasita do Microcyclus ulei, agente causal do mal-das-folhas da seringueira. Esses
isolados foram incorporados a colecédo de fungos para controle biolégico da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. A germinacédo dos conidios constitui o primeiro passo para o estabelecimento da interagdo entre
0 patogeno e o agente de biocontrole e pode ser influenciada por varios fatores, tais como umidade e tempera-
tura, bem como alteragdes genéticas durante o armazenamento. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
germinativa e infectiva de 20 isolados de D. pulvinata mantidos na cole¢do. Foram adotados diferentes niveis de
umidade (92%, 94%, 97%, 98%, 99% e 100%) e periodos de incubacéo (4, 6, 8, 10, 12, 16, 20 e 24 horas). A
germinacao de conidios mostrou ser altamente dependente de umidade. Nos bioensaios conduzidos em casa de
vegetacdo (umidade de 80-90% e temperatura variando entre 23 e 35° C), varios isolados mostraram-se
extremamente agressivos ao M. ulei, ocorrendo penetracao ja no primeiro dia apés a inoculagéo.
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SUMMARY

GERMINATIVE AND INFECTIVE CAPABILITY OF Dicyma
pulvinata ISOLATES ANTAGONISTIC TO Microcyclus ulei
MAINTAINED IN CULTURE COLLECTION

Culture collections have played essential roles not only as sources of genes and biologically active metabolites,
but also because of the interest in the possible use of these fungi and other microbes as biological agent for
industry and biocontrol of agricultural pests. A survey was carried out in several rubber producing areas of
Brazil, in order to obtain isolates of Dicyma pulvinata, a fungus that is said to be an efficient biocontrol agent
to Microcyclus ulei, causal agent of South American leaf blight (SALB). Fifty-four isolates were obtained from
different geographic areas across the country. All isolates were introduced into Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology fungus collection. Conidia germination is the first step for the establishment of the pathogens
and biocontrol agent interactions. It can be influenced by several factors as humidity, temperature as well
genetic alterations during the storage. The objective of this study was to evaluate the capacity of germination
and infection of twenty D. pulvinata isolates from the Embrapa’s collection. Different levels of relative
humidity ranging among 92%, 94%, 97%, 98%, 99% and 100% and incubation periods of 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20
and 24 hours were tested. Conidia germination showed to be highly dependent of humidity levels. In the
experiments conducted under greenhouse (RH ranging near 95-100% and temperature 23-35°C), some isolates
revealed to be extremely aggressive to the M. ulei, occurring penetration no longer first day after the inoculation.

KEY WORDS: biological controle, hiperparasite, South American Leaf Blight of Hevea rubber.

‘Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Caixa Postal 02372, CEP 709770-900, Brasilia, DF, Brasil.
E-mail:smello@cenargen.embrapa.br



422 Mello, S.C.M.; Frazéo, H.S.; Silva, J.B.T.

AGROCIENCIA

INTRODUCAO

O controle biolégico é altamente desejavel, mesmo
quando associado a outros métodos de controle, pois
promove menor impacto ambiental, evitando assim, o
rompimento do equilibrio biolgico. VVarios microrganismos
com elevado potencial para controle biolégico de doencas
foliares tém sido identificados. No entanto, os resultados
obtidos com esses microrganismos muitas vezes sao
insatisfatérios, por falta de melhores conhecimentos rela-
tivos a biologia, genética, epidemiologia ou variabilidade
genética, especialmente em relacdo a viruléncia e
agressividade de isolados entre populacdes.

O mal-das-folhas é a mais destrutiva doenca da
seringueira (Hevea sp.) cultivada no Brasil e em outros
paises da América Latina (Sambugaro, 2003). Sob
condicdes favoraveis e variedades suscetiveis, as perdas
podem chegar a 100%. No Brasil, esta doenca foi a princi-
pal responsavel pelos fracassos dos projetos Belterra,
Fordlandia, Probor I, Il e 11, 0s quais totalizam aproxima-
damente 100.000 ha de seringais de cultivo (Gasparotto et
al., 1990). Com o fracasso do cultivo de seringais nas areas
sempre Umidas da Amaz6nia, Bahia e Sdo Paulo, a
heveicultura passou, entdo, a expandir-se nas areas de
menor umidade das regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul,
nas denominadas “areas de escape”, devido ao fato de
possuirem condicfes climaticas desfavoraveis ao
desenvolvimento da doenca, durante o periodo de
renovacao foliar (julho-setembro). Aregido Centro-Oeste,
especialmente o ecossistema Cerrado, tornou-se uma das
principais areas de expansdo da heveicultura no pais,
devido essencialmente a proximidade do mercado consu-
midor, baixo preco da terra, possibilidades de consorciacdo
com culturas anuais, recuperacdo de areas degradadas
resultantes do intenso cultivo de pastagens e culturas
anuais, e maior disponibilidade de mao-de-obra. Apesar
dessas razdes para ocupacao do Cerrado com seringueira,
condicdes climaticas favoraveis a cultura e desfavoraveis
ao mal-das-folhas prevalecem como fatores decisivos para
essa escolha.

A despeito do bom desempenho dos seringais das areas
do Cerrado, Gasparotto & Junqueira (1994) afirmam que o
agente causal dessa doenca, Microcyclus ulei (P. Henn.)
Arx (fase ascogena) ou Fusicladium macrosporum
Kuyper (fase conidial), por ser um fungo de alta capacidade
de mutacdo, estad em processo de adaptacdo as condicdes
climaticas destas regifes. Desta forma, estes autores
admitem que, numa questdo de tempo, o mal-das-folhas
tornar-se-a4 uma séria doenca, também, nas areas conside-
radas de escape, como o Cerrado.

O controle biolégico do agente fitopatogénico, pelo uso
do fungo Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx (syn.
Hansfordia pulvinata), tem sido apontado como promissor,
pois 0 antagonista coloniza as lesdes estromaticas causa-
das por M. ulei, destruindo as estruturas do patoégeno,
tanto na fase ascogena como conidial, reduzindo,
consequientemente, o desfolhamento das plantas e a taxa
de indculo para re-infecgfes (Junqueira & Gasparotto,
1991). No Brasil, além das avaliac@es realizadas por
Junqueira & Gasparotto (1991), Rodrigues (2002) conduziu
experimentos relativos ao cultivo do antagonista em
laboratorio, enquanto na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia sdo conduzidos estudos relacionados aos
aspectos fisiolégicos, morfolégicos, moleculares e de
patogenicidade, no intuito de selecionar isolados de D.
pulvinata com potencial para o desenvolvimento de
biofungicida (Mello, 2003; Tavares et al., 2004).

Neste trabalho, sdo apresentados resultados parciais de
estudos relativos a capacidade germinativa e infectiva dos
isolados de D. pulvinata, mantidos em colec&o de cultura.

MATERIAL E METODOS

Germinagdo de conidios de D. pulvinata a
diferentes niveis de umidade e periodos de
incubacéo

Para avaliagdo da capacidade germinativa de conidios
de D. pulvinata sob efeito de diferentes niveis de umidade
e de periodos de incubac&o, foi utilizado o isolado CG 772,
selecionado como promissor para o biocontrole do M. ulei
em estudos preliminares. Os testes foram realizados utili-
zando conidios obtidos em meio de batata-dextrose-agar
(BDA). Para estabelecer os niveis de umidade (92%, 94%,
97%, 98%, 99% e 100%) adotados nos testes de germinagao,
utilizou-se meio liquido (2 g de extrato de levedurae 2 g de
sacarose /L de gua), acrescido de glicerol e NaCl. Os perio-
dos de incubacédo adotados foram: 4, 6, 8, 10, 123, 16,20 e 24
horas, em temperatura de 26° C, com fotoperiodo de 12 horas.

Capacidade infectiva de isolados de D.
pulvinata sobre M. ulei

Plantas de seringueira foram enxertadas com o clone
GD1 e mantidas em casa de vegetacdo para desenvolver
brotacoes, até o estadio apropriado para os bioensaios. A
inoculacdo do M. ulei, na superficie de foliolos em estadio
de desenvolvimento correspondente ao “B2” descrito por
Hallé et al. (1978), foi realizada com o auxilio de um
atomizador. Utilizou-se uma suspenséo contendo 2 x 10°
conidios /mL, acrescida de Tween 20 a 0,02%. Os conidios
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foram obtidos de lesbes esporuladas, do mesmo clone.
Ap6s a inoculacgdo, as plantas foram mantidas em camara
Umida, sob umidade de 95-100% e temperatura de 23-25°C.
Apdbs 48 horas no escuro, adotou-se o regime alternado de
12 horas de luz/escuro.

Cada isolado de D. pulvinata (Tabela 1), multiplicado
em BDA, foi inoculado aos seis dias ap6s a inoculacéo do
M. ulei, utilizando suspensao de 10° conidios/ mL, também
acrescida de Tween 20 a 0,02%. As plantas foram mantidas
em camara Umida durante 24 horas e, entdo, transferidas
para casa de vegetacdo, onde a temperatura variou de 23 a
35°C e a umidade relativa situou-se em torno de 80-90%.
Amostras das folhas inoculadas foram retiradas diariamente
e avaliadas, durante sete dias, quanto a presenca de
estruturas do patdgeno e do hiperparasita, ao microscopio
oOtico. Determinaram-se as porcentagens de lesbes do pa-

tégeno colonizadas pelo hiperparasita, ao final dos experi-
mentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que a germinagdo de D. pulvinata é alta-
mente dependente de umidade. Mais de 90 % dos conidios
germinaram ap6s 12 horas, com umidade de 99 %, tendo
sido atingido o indice de germinacdo de 100 %, com ape-
nas oito horas de incubagéo a 100 % de umidade. A emissdo
de tubos germinativos ndo foi observada quando os
esporos foram incubados a 92 % de umidade, enquanto
aqueles mantidos a 94 % de umidade s6 germinaram a par-
tir de oito horas, ainda assim, a baixos indices. Neste nivel
de umidade, o maximo de germinacdo atingido foi de
75,6 %, ap6s 24 horas de incubagéo (Tabela 2).

Tabela 1. Identificacdo dos 20 Isolados de Dicyma pulvinata utilizados nos bioensaios
para avaliacdo da agressividade e viruléncia ao Microcyclus ulei.

LOCAL DE COLETA ISOLADOS
Planaltina, DF CG 678
Ouro Preto do Oeste, RO CG679,CG 771

Manaus, AM CG 682, CG 732
Séo Francisco, PA CG 683, CG 787
Brasiléia, AC CG 764
Rio Branco, AC CG 791
Itubera, BA CG 772,CG 734
S. J. do Rio Claro, MT CG 733

Ponte de Lacerda, MT
Nova Maringa, MT
Itiquira, MT
Franca

CGT773,CG 774
CG777,CG 801
CG 790, CG 802, CG 803
CG 826

Tabela 2. Germinacéo de esporos de Dicyma pulvinata, isolado CG 772, em diferentes condi¢Ges de umidade.

Periodo de incubagéo

Umidade (%)

(horas) 92 94 97 98 99 100

4 0,0 0,0 0,0 0,0 50 50

6 0,0 0,0 0,0 18,0 19,0 71,0
8 0,0 1,0 1,0 41,0 58,8 97,0
10 0,0 3,0 50 64,0 82,0 100,0
12 0,0 50 10,0 78,0 94,0 100,0
16 0,0 37,0 53,0 86,0 93,0 100,0
20 0,0 50,0 67,0 86,0 93,0 100,0

24 0,0 76,0 71,0 86,0 93,0 100,0
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As lesdes de M. ulei encontravam-se esporuladas na
ocasido em que receberam o indculo do antagonista. Exames
ao microscopio, das suspensdes obtidas destas lesdes,
indicaram grande nimero de esporos do patégeno no
primeiro dia de avaliacdo, quando a maioria dos isolados
de D. pulvinata, por sua vez, ja apresentou alguma taxa de
germinacdo. Neste aspecto, destacou-se o isolado CG 774.
Os esporos germinados emitiram tubo germinativo que
cresceram sobre as lesdes, penetrando os esporos do M.
ulei. Verificou-se o crescimento do micélio branco tipico
de D. pulvinata e sua esporulacdo abundante, na superficie
das lesbes. Vérios isolados mostraram-se extremamente
agressivos em presenca do M. ulei, ocorrendo penetracdo
jano primeiro dia apés a inoculacdo: CG 774, CG 801, CG

773,CG826,CG 772,CG 733,CG 803,CG 734,CG 732e CG
764. Entretanto, os melhores resultados, em termos de
viruléncia, foram verificados com os isolados: CG 774, CG
801,CG 773,CG 790, CG 679, CG 826 e CG 682 (Figuras 1 e
2). Ao final do experimento, 100% das lesfes de M. ulei
apresentaram-se recobertas por micélio branco tipico do an-
tagonista (Figura 3).

Nessa etapa dos trabalhos foram avaliados 20 dos 54
isolados atualmente disponiveis na cole¢do da Embrapa Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia. A sele¢do dos isolados
para 0s bioensaios se deu a partir da caracterizagdo morfolégica
e molecular, que determinou o padrdo de variabilidade
genética do fungo. Entretanto, os demais isolados deverao
também ser avaliados em etapas futuras.
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Figura 1. Esporos de Dicyma pulvinata germinados, por mL da suspenséo
obtida por lavagem da superficie de lesbes causadas de Microcyclus ulei,
a diferentes periodos (dias) ap6s a inoculagdo do antagonista.
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Figura 2. Esporos de Microcyclus ulei, penetrados por Dicyma pulvinata, por mL, presentes em
suspensdo aquosa obtida de lesdes do patogeno, a diferentes periodos (dias) apds a inoculagdo
do antagonista.

Figura 3. Lesbes de Microcyclus ulei
cobertas pelo micélio de Dicyma
pulvinata, aos sete dias apés a
inoculacdo do antagonista.
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