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RESUMO

Gomes, N.S.B.; Auer, C.G.; Grigoletti Junior, A. Crescimento in vitro de isolados de Armillaria sp. obtidos de Pinus elliottii var. elliottii sob varias

temperaturas. Summa Phytopathologica, v.33, n.2, p.187-189, 2007.

A armilariose tem sido considerada a principal doenga em Pinus no
Brasil. Os sintomas ¢ danos consistem no amarelecimento de aciculas,
declinio, podridao de raizes, exsudag@o de resina e morte. A temperatura
¢ um dos fatores ambientais que influencia patdogenos, doenca de plantas
ou ambos. Este trabalho avaliou o comportamento de trés isolados de
Armillaria sp. obtidos de P. elliottii var. elliottii, submetidos a uma faixa

de temperatura de 16 a 26 °C, utilizando a biomassa seca produzida em
meio liquido como parametro de analise. Verificou-se que todos os isolados
apresentaram maxima producdo de biomassa a 22 °C. Utilizando-se de
regressao cubica encontrou-se temperaturas de maximo crescimento entre
21,79 e 23,19 °C. De acordo com os resultados, a melhor temperatura
para crescimento dos isolados testados situou-se em 22 °C.

Palavras-chave adicionais: fisiologia de fungo, patégeno, podridao de raizes.

ABSTRACT

Gomes, N.S.B.; Auer, C.G.; Grigoletti Junior, A. In vitro growth of Armillaria sp. isolates obtained from Pinus elliottii var. elliottii under several

temperatures. Summa Phytopathologica, v.33, n.2, p.187-189, 2007.

Armillaria root rot is the major pine disease in Brazil. Symptoms of
this disease are yellowing of the needles, decline, root rot, resin exsudation
and plant death. Temperature is an environmental factor that affects
pathogens, the disease or both. This work evaluated the behaviour of
three isolates of Armillaria sp. obtained from P. elliottii var. elliottii.

Additional keywords: fungal physiology, pathogen, root rot.

The fungus isolates were submitted to temperature ranging from 16 to
26 °C, by using dry biomass production in liquid medium as a measureable
variable. All isolates produced higher amount of biomass at 22 °C. A cubic
regression showed a maximum point of temperatures between 21,8 e 23,2
°C. The best temperature for fungus isolates growth was around 22 °C.

A armilariose causada pelo fungo Armillaria sp. é a principal
doenca em Pinus (6, 7, 12). O patdogeno ataca muitas espécies frutiferas,
florestais, ornamentais, arbustivas e outras em todos os continentes e,
ocorre tipicamente em plantas estabelecidas em areas anteriormente
ocupadas por florestas nativas ou pomares e, quando os hospedeiros
foram plantados entre plantas infectadas (10).

Os principais sintomas sdo detectados nas raizes mais grossas ¢
na base do tronco. Nestes locais, ocorre intensa exsudagdo de resina
que acumula-se no solo, ao redor das raizes ou do tronco, formando
uma crosta constituida de solo e resina solidificada. A presenca de
placas miceliais de colorago esbranquigada que sdo formadas na regido
da entrecasca e, podem se estender no tronco a mais de 1 m de altura,
¢ a caracteristica mais importante para a diagnose da doenga (12).
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As rizomorfas emitidas a partir das placas miceliais entram em
contato e colonizam as raizes da planta hospedeira, infectando o floema
e cambio, separando o lenho da casca, matando o hospedeiro. Embora
as rizomorfas permitam a infecgao planta a planta por meio mecanico,
raizes sadias podem ser infectadas quando entram em contato com o
micélio presente em raizes doentes (8).

Os primeiros registros de ocorréncia do patégeno em pinus no
Brasil, foram atribuidos como sendo causados por A. mellea (13),
entretanto, estudos taxondmicos conduzidos na década de 90,
ampliaram consideravelmente o nimero de espécies de Armillaria.
Estudos morfologicos feitos por Volk & Burdsall (1995), citados por
Coetzee et al (6), incluem pelo menos 36 espécies diferentes. Infeccao,
colonizagao, produgdo de indculo, dispersio e sobrevivéncia constituem
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os elementos necessarios para o desenvolvimento de epidemias em
plantas. Todos esses processos sdo afetados pelos fatores ambientais,
principalmente temperatura e umidade (4).

Porém, o efeito da temperatura sobre as atividades do patdgeno é
menos marcante que aquele exercido pela umidade. A maioria dos
patogenos, particularmente aqueles presentes em regides tropicais e
subtropicais, ¢ capaz de crescer numa ampla faixa de temperaturas.
Nestas regides, a temperatura nao chega a atuar como fator limitante
mas, temperaturas muito altas podem provocar dessecamento de
estruturas do patégeno presentes na fonte do inéculo. Em areas de
clima temperado, as temperaturas baixas do periodo de inverno
levam a paralisagdo das atividades do patdogeno ou mesmo causam
sua morte (3).

Neste sentido, trabalhos realizados em ambiente controlado
fornecem uma base solida para o melhor entendimento dos fatores
ambientais no desenvolvimento de epidemias (11). Ensaios realizados
com Armillaria in vitro também podem fornecer subsidios importantes
para prever o comportamento do patogeno in vivo. Rishbeth (14)
avaliou o crescimento das rizomorfas em vasos, utilizando solo
proveniente de plantio de P. sylvestris, inoculado artificialmente com
um isolado de Armillaria mellea. O patdégeno desenvolveu-se bem
numa faixa de temperatura entre 10 e 26 °C e as rizomorfas atingiram
0 maior crescimento diario foi em torno de 20 °C, reduzindo-se
drasticamente a temperatura de 28 °C.

Como o desenvolvimento micelial de Armillaria é totalmente
irregular em meio agarizado, constituindo-se de micélio crustoso e
longas rizomorfas, torna-se necessario o uso da biomassa seca ao
invés do crescimento radial da colonia. Para se determinar
preliminarmente a temperatura 6tima de um isolado de Armillaria sp.
obtido de arvores doentes de pinus, os autores determinaram a producao
de biomassa seca (micélio mais rizomorfas) sob temperaturas que
variaram entre 5 ¢ 35 °C, em intervalos de 5 °C (9). Como resultado
principal, verificou-se que a faixa entre 15 e 25 °C proporcionou maior
produgédo de biomassa seca.

Devido ao grande niimero de registros da armilariose em pinus na
regido Sul do Brasil ¢ sua importancia para o setor florestal (2), essa
doenga precisa ser estudada quanto aos aspectos epidemiologicos e de
controle. Um pardmetro bem estudado na epidemiologia é a
temperatura 6tima de desenvolvimento do patdgeno.

Os resultados preliminares da temperatura otima de Armillaria
sp. (9) haviam sido feitos com apenas um isolado, sendo considerado
mais adequado aumentar-se o numero de isolados para cobrir uma
possivel variagao genética do fungo. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo o refinamento da informagao sobre a temperatura 6tima
para este patdgeno, utilizando de trés isolados de Armillaria sp., em
intervalos mais estreitos de temperatura (2 °C).

MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados trés isolados obtidos de arvores
doentes de P, elliottii var. elliottii, denominados A-1, A-2 (originarios
de Pirai do Sul/PR) e A-3 (originario de Rio Negrinho/SC), pertencentes
auma colegdo de culturas de Armillaria obtidos de diferentes plantas
hospedeiras da regido Sul do Brasil. Essa colecdo ¢ mantida pelo
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Florestas. O isolado A-1 foi
0 mesmo utilizado em estudo preliminar (9). De acordo com estudos
moleculares desenvolvidos no Canada, os isolados pertencem a uma
mesma espécie entre A. sparrei ¢ A. luteobubalina (5).

O ensaio de temperaturas e o desenvolvimento de Armillaria sp.
foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Florestas,

188

Colombo/PR. O patdgeno foi isolado a partir de tecidos lesionados de
raizes e colo do tronco na regido entre a casca e o lenho das arvores.
Para o preparo do meio liquido BD (batata-dextrose) e inoculagdo,
usou-se a metodologia preconizada por Gomes et al. (9). Os frascos
foram incubados em estufas BOD, no escuro, as temperaturas de 16,
18, 20, 22, 24 ¢ 26 °C. Ap6s 30 dias de incubagdo, a produgdo de
biomassa foi avaliada, filtrando-se o caldo contendo rizomorfas e
micélio em papel filtro Whatman n.1, secando-se o filtrado em estufa
a temperatura de 80 °C por 16 horas e pesando-se a biomassa seca.

As coordenadas geograficas e altitude local de origem foram
coletadas com um aparelho portatil com o sistema NAVSTAR — GPS
(Navigation System with Time and Ranging-Global Positioning
System). As coordenadas UTM (Proje¢ao Universal Transversal de
Mercator) registradas foram transformadas em coordenadas de latitude
¢ longitude para Pirai do Sul/PR (altitude 992 m, 24,58 S 49,94 W) e
Rio Negrinho/SC (altitude 797 m, 26,36 S 49,73 W).

Os dados climaticos, temperaturas maxima (média), temperatura
minima (média) e precipitagdo média mensal, foram obtidos da estacdo
meteorologica mais proxima, em torno de 25 km, do local de origem do
isolado (1). Para a origem dos isolados A-1 e A-2 foram utilizados os
dados da estacdo meteorolégica de Castro do INMET (Instituto
Nacional de Meteorologia) e para A-3, da estacdo meteorologica de
Rio Negrinho da EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecudria e
Extensdo Rural de Santa Catarina S.A.). Na regido de Pirai do Sul, as
temperaturas médias variaram entre 4,0 (minima) e 29,5 °C (maxima)
e a precipitacdo média mensal foi de 135,5 mm. Na regido de Rio
Negrinho, as temperaturas variaram entre 7,0 (minima) e 29,2 °C
(maxima) e a precipitagdo média mensal foi de 121,2 mm.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado com 12 repeti¢des (frascos). O peso de matéria seca (mg)
foi transformado em crescimento didrio (mg/dia) de biomassa. Os
valores foram submetidos a analise de variancia e de regressao por
meio de polindmios ortogonais, utilizando-se o aplicativo SAS —
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do crescimento mostraram que todos os isolados
apresentaram a maior produgdo de biomassa seca a 22 °C (Tabela 1).
Verificou-se, também, que os isolados A-1 ¢ A-2 tiveram a maior
producdo de biomassa e o maior temperatura de maxima produgao
de biomassa (Tabela 1). Estes isolados apresentaram produc¢do de
biomassa similar entre si dentro do intervalo de confian¢a, nas
faixas de temperatura entre 16 e 24 °C. Por outro lado, a temperatura
de méximo crescimento nao foi a mesma para todos os isolados
(Tabela 1).

A temperatura de maior crescimento dos isolados brasileiros de
Armillaria sp. esteve abaixo do que foi encontrado por Risbeth (15)
para A. mellea, quando o fungo foi cultivado em meio Malte-agar 3%,
testado em um intervalo de temperatura entre 5 e 32 °C, avaliando o
crescimento de rizomorfas. A taxa de crescimento linear das rizomorfas
verificada por este autor esteve em 0,11 mm/dia nas temperaturas
extremas (5 e 32 °C), com maximo crescimento observado a 25 °C (9,8
mm/dia), decrescendo para 6,8 mm/dia a 30 °C. Nao se encontrou na
literatura algum estudo de desenvolvimento de Armillaria em meio
liquido, avaliando a biomassa produzida. Um outro estudo de Risbeth
(14) demonstrou que a melhor temperatura para o crescimento de
rizomorfas foi proxima de 22 °C, quando a inoculagdo foi feita por
meio de cavacos de madeira colonizados pelo patdgeno em tubos com
solo.
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Tabela 1. Biomassa seca didria (mg/dia) produzida por isolados de Armillaria sp. sob diferentes temperaturas.

Temperatura (°C)

Crescimento micelial (mg/dia)

A-1 A-2 A-3

16 13,66 £ 0,74! 12,73 £ 0,72 8,35+ 0,40
18 13,95 + 0,55 13,01 + 0,81 8,52+ 0,50
20 14,86 + 1,33 13,37 £ 0,87 10,53 £ 0,64
22 22,59+ 0,59 18,10 + 1,44 11,78 £ 0,48
24 18,61+ 1,07 16,90 + 1,34 8,34 +0,22
26 9,61+ 0,50 12,88 + 0,72 6,17+ 0,10
Média 15,72 + 0,39 14,28 + 0,40 9,42 +0,23
Ponto de Maximo (°C) 22,77 23,19 21,79

1 3 S H . . ~ ’ o~ . . .
Cada valor ¢ média mais desvio padrdo, de um niimero de repeti¢des que variou de 7 a 12 frascos, devido ao descarte dos contaminados.

A regressao cubica foi o modelo matematico que melhor ajustou o
crescimento dos isolados as diferentes temperaturas (Figura 1), pela
qual foi possivel determinar a temperatura de maximo crescimento
para cada isolado. Os resultados encontrados neste estudo mostraram
que as temperaturas de maximo crescimento variaram entre 21,79 e
23,19, as quais estdo dentro da faixa de crescimento (15 a 25 °C)
considerada como adequada para Armillaria sp. em estudo anterior
(9) no qual testou-se apenas o isolado A-1.

O isolado A-3 apresentou a menor produgao de biomassa ¢ a
menor temperatura de maximo crescimento, fato que pode ser explicado
pela variagdo fisiologica normalmente encontrada entre isolados,
decorrente das adaptacdes ecotipicas. A diferenca observada nao foi
muito pronunciada e pode ser ampliada se forem analisados outros
isolados provenientes de regides mais distantes, como por exemplo do
estado do Rio Grande do Sul. A exemplo dos estudos feito por Rishbeth
(14, 15) este tipo de pesquisa implicaria em um grande niimero de
isolados para cobrirem-se as diferengas entre ecotipos.
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Figura 1. Curvas de crescimento da biomassa seca (mg/dia) de trés isolados
de Armillaria, sob varias temperaturas, em meio liquido.

Analisando-se os pontos de maximo crescimento (Tabela 1), sugere-
se que a temperatura para produgdo de inoculo e estudos fisiologicos
com os isolados brasileiros de Armillaria sejam feitos a 22 °C. Nesta
temperatura, todos os isolados se desenvolveram muito bem, embora
tenha sido acima do que foi encontrado por Rishbeth (14), no estudo
do efeito da temperatura sobre a produgdo de rizomorfas de 4. mellea
em solo.
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