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RESUMO

Estudou-se o crescimento micelial de dez isolados de
Diaporthe citri, utilizando-se seis meios de cultura (aveia-agar,
maltose-peptona-agar, batata-dextrose-égar, folha de laranja-dextrose-
agar, folha de limdo-dextrose-égar, milho-&gar) a temperatura de 22
+ 2°C efotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro. O cultivo em meio de
batata-dextrose-agar (BDA) foi conduzido em cinco temperaturas
diferentes (10, 15, 20, 25 e 30 °C). Trés diferentes regimes de
luminosidade (12 h claro/12 h escuro, claro continuo, escuro
continuo) foram utilizados para verificar o crescimento do fungo.
Foram observadas variagBes na producdo de picnidios e de massa
micelial nos diferentes meios de cultura, temperaturas e regimes de
luminosidade testados, sendo que, para a maioria dos isolados, o
meio de cultura de avela-agar, a faixa de 20 a 25 °C e o regime de

claro continuo induziram maior crescimento micelia. A producéo de
picnidios foi maior para o regime de luz continua. O teste de
patogenicidade foi feito por inoculagdo de discos de micélio de 5
mm de didmetro em ferimentos em ramos e caule de liméo ‘ Feminel o’
(Citruslimon) enxertado em citrumelo * Swingl€' (Poncirustrifoliolata
x Citrus paradisi) e plantas de lim&o ‘Cravo’ (C. limonia) enxertados
com laranja ‘Valéncia (C. sinensis). Apos sete dias, houve o
aparecimento de exsudagdo de goma nas plantas inoculadas com os
isolados, mas ndo na testemunha. Todos os isolados mostraram-se
patogénicos, sendo os isolados PC2 e PC5, os que causaram
comprimento de lesdo maior nas plantas.

Palavras-chave adicionais: citros, melanose, crescimento
micelial, produgdo de picnidios.

ABSTRACT

Characterization of Diaporthecitri under different culturemedia,
temperature and luminosity conditions

The mycelial growth of ten Diaporthe citri isolates was
studied comparing six culture media (oatmeal-agar, malt-peptone-
agar, potato-dextrose-agar, orange leaf-dextrose-agar, lemon leaf-
dextrose-agar, corn-agar) under 22+ 2 °C and 12 h light/12 h dark.
The evaluation of the mycelia growth of the fungi was aso compared
under five different temperatures (10, 15, 20, 25 and 30 °C) and three
different luminosity conditions (12 h light/12 h dark, continuous light
and continuous dark) on potato-dextrose-agar media (PDA).

Variations in pycnidial and mycelial mass production were observed
in the different media, temperature and luminosity conditions tested.
For most isolates, oatmeal-agar, 20-25 °C and continuous light
promoted best sporulation. The pycnidial production was greater
under continuous light. The pathogenicity test was made by
inoculating mycelia discs of 5 mm on sores made in twigs and stem
of citrus (Citrus spp.) cultivars. After seven days, gum exudation
was observed in plants that were inoculated with the isolates, but not
on control. All isolates were pathogenic, but PC2 and PC5 caused
bigger lesions in plants.

A melanose éumadoencadecitros (Citrusspp.) causada
pelo fungo Diaporthe citri (Wolf.), cuja fase anamorfa
corresponde a Phomopsis citri Fawcet. Todas as espécies de
citros sd0 suscetiveis ao fungo, sendo que, pomelos (Citrus
paradis Macf) elimdes (Citrus limon Burmann) tendem aser
mais afetados que outras (Whiteside et al., 1993; Bushong &
Timmer, 2000; Timmer, 2000).

A incidéncia, assm como aseveridade, vem aumentando
ano a ano no pais, sendo que a ocorréncia da doenca é maior
em pomares velhos e mal conduzidos. Os sintomas aparecem
uma semana apods a infeccdo em forma de pegquenos pontos
unidos, pardos e discretos ou confluentes. As folhas séo
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suscetiveis quando estdo em crescimento, tornando-se
resistentes apos atingirem seu tamanho final. Os frutos sdo
suscetivels quando jovens, tornando-se resistentes com cerca
de 12 semanas de idade, a contar da data de queda das pétalas.
Em folhas e ramos novos, 0s sintomas iniciam-se naformade
pequenas anasarcas, demenosde 1 mm dedidmetro, deprimidas
no centro com um hao amarelado ao seu redor, que com o
tempo desaparece. Com o rompimento da cuticula, uma
substancia gomosa é exsudada na regido afetada, que depois
adquire umaconsi sténciafirme e de coloragdo marrom, fazendo
com que as lesBes se tornem salientes e &speras a0 tato. Essas
manchas nadamais sdo do que as secregdes dostecidos af etados
em reacdo a agdo do fungo, que fica assm impedido de se
desenvolver (Feichtenberger et al., 1997).

Na fase anamorfica, o fungo forma picnidios globosos
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em ramos secos. Os picnidios so negras, conicosou lenticulares
e apresentam ostiolos. Ha dois tipos de conidios presentes:
conidios afa que sdo hialinos, unicelulares, fusiformes a
elipsoidais e bigutulados e conidios beta, hidinosunicelulares,
filiformes, curvados e freqlientemente naformade gancho. Os
picnididsporos sdo produzidos em grande nimero no interior
de picnidiosformando massasfilamentosas denominadascirros
(Punithalingam & Holliday, 1973; Feichtenbergeret al., 1997).
Os conidios sdo disseminados pela &gua de chuva a curtas
distancias e esses propagul os sdo levados aos frutos, folhas ou
gahos verdes (Kuhara, 1999; Rossetti, 2001).

Paradeterminar o tempo e condices necessariasparaa
producdo de picnidios, Ibanez & Timmer (1999) deixaram a
exposi ¢ao em campo durante oito meses, pomel os gpresentando
sintomasde melanose. A temperaturae aproducdo de picnidios
foram avaliadas mensalmente. Ao final, estes observaram que
meédias de temperaturaentre 15 a 25°C e precipitagdesem torno
de 350 mm aumentaram substancialmente a producéo de
picnidios.

Paraareproducéo defungosinvitro, fatoresfavoravels
s80 requeridos, tanto nutricionai s quanto ambientais. Dentre os
fatores ambientais, estdo temperatura e luminosidade,
importantes parao crescimento micelial e producéo de esporos.
Porém, nem sempre as condi¢Bes que favorecem o crescimento
s80 asmesmas paraesporulacdo. A luz exerce efeito direto sobre
o fungo, induzindo ou inibindo a formag&o de estruturas
reprodutivas. Sabe-se ainda que, alguns meios de cultura sdo
mais favoréveis para a esporulacdo de fungos que outros, por
apresentarem carboi dratos complexos que s8o menos adequados
paraaproducdo de hifas vegetativas, porém mais adequados a
producéo de esporos.

A influéncia do regime luminoso sobre o crescimento
micelia foi observada paraisolados de Phomopsis anacardii
Early & Punithalingam e P. mangiferae Ahmad por Gurgel et
al. (2002).

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
diferentesisolados deD. citri obtidos de plantas citricas, quanto
a patogenicidade e desenvolvimento, em diferentes meios de
cultura, e sob diferentes condi¢Bes de temperatura e
[uminosidade.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Fitopatologia e casa de vegetacdo do Departamento de
Fitossanidade da FCAV/UNESP - Jaboticabal, SP

Osisolados utilizados foram obtidos delestesem folhas
(PC3, PC7, PC10), ramos (PC1, PC2, PC4, PC5, PC9) efrutos
(PC6, PC11) de plantas citricas com sintomas caracteristicos
demelanose, dasregides de Conchal, Monte Alto e Jaboticabal/
SP. Foi utilizado o meio de batata-dextrose-agar (BDA) para
isolamento e manutencéo das col6nias do fungo.

No primeiro ensaio, os isolados foram submetidos a
diferentes regimes de temperaturas, sendo estas: 10, 15, 20, 25
e 30°C. Foi utilizado meio BDA para 0 desenvolvimento dos
isolados sendo colocado disco micelial de 5 mm, obtidos de
culturas previamente desenvolvidos em BDA com 15 dias de
idade. ApGs arepicagem, procedeu-se aincubacdo em camaras
de crescimento com os diferentes regimes de temperatura, sob
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conjunto de l&mpadas fluorescentes e regime de aterndncia
luminosa (12 h claro/12 h escuro). Cada tratamento foi feito
com cinco repeticoes.

O crescimento micelial foi observado e medido diaria-
mente até que o crescimento de um dosisolados, em algum dos
tratamentos, atingisse completamente asbordasdaplacade Petri.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, seguindo-se o esquemafatorial 10 x 5 com cinco
repeticles.

Para a verificagdo dainfluéncia de diferentes meios de
cultura sobre o crescimento e formacéo de estruturas
reprodutivasde D. citri, foram utilizados seis diferentes meios
de cultura, sendo estes, com as respectivas composi¢ies para
cadalitro demeio: BDA: 200 g de batata, 20 g de dextrose, 20
g de &gar; aveia-agar (AA: 60 g de aveia em flocos, 18 g de
agar e 0,5 g de extrato de levedura); maltose-peptona-agar
(MPA: 4 g de maltose, 1 g de peptona, 18 g de agar); milho
(MM: 200 g de gréos de milho, 18 g de agar); folhadelaranja
(FLa 200 g de folha de laranjeira, 20 g de dextrose e 18 g de
agar); folhade limoeiro (FLi: 200 g de folhade limoeiro, 20 g
de dextrose e 18 g de agar).

Oensaiofoi instalado utilizando fragmentosde micélio
de 5 mm de diémetro das col6nias dos fungos desenvolvidos
em BDA durante 15 dias.

Foram testados cinco isoladosdo fungo (PC1, PC2, PC3,
PC4, PC5) e, com baseem resultados anteriores, osfungosforam
incubados em temperaturamédiade 22 + 2 °C.

A avaliacdo do crescimento micelia foi realizadacomo
no ensaio anterior. Apos 30 dias, foi realizada a avaliacdo das
estruturas reprodutivas formadas pelos fungos, através da
guantidade de picnidios produzidos. Os conidios foram
avaliados com auxilio delaminasfeitas pel o esmagamento dos
picnidios e observados ao microscopio 6tico no aumento de 40
vezes. O nimero de picnidios foi avaliado visualmente com
auxilio de microscopio estereoscopio.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, seguindo-se 0 esquema fatorial 5 x 6 com cinco
repeticles.

Objetivando estimar ainfluéncia de diferentes regimes
de luminosidade sobre o crescimento de D. citri, dez isolados
(PC1, PC2, PC3, PC4, PC5, PC6, PC7, PC9, PC10, PC11)
foram previamente cultivados em meio BDA por um periodo
de 15 dias, dos quais discos miceliais de 5 mm de diédmetro
foram retirados dos bordos das col 6nias e repicados em placas
de Petri contendo meio AA. Apds repicagem, os fungos foram
incubados nas seguintes condigdes. exposicéo continua a luz,
exposicdo aperiodos aternadosde 12 h deluz e 12 h de escuro
€, escuro continuo. A incubagdo foi realizada em camara de
crescimento com temperaturade 22 + 2 °C.

As avaliagBes de crescimento micelial e formagdo de
picnidios foram realizadas aos sete, 14, 21 e 30 dias ap6s
repicagem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualiza-
do, seguindo-se 0 esquemafatoria 10x 3 com cinco repeticoes.

Ostestes de patogeni cidade foram realizados em plantas
delimdo ‘Feminelo’ enxertadas com citrumelo ‘ Swingle’ com
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aproximadamente 110 dias de idade que foram mantidas em
vasosde 101 desolo. O primeiro ensaio foi realizado com cinco
isolados (PC1, PC2, PC3, PC4, PC5) eatestemunha. O segundo
ensaiofoi reaizado com osoutros cinco isolados restantes (PC6,
PC7, PC9, PC10, PC11).

Foi redlizado, ainda, um terceiro ensaio, utilizando os
isolados PC1, PC2, PC3, PC4 e PC5 nainoculacéo de plantas
delimdo ‘Cravo’ enxertadas com laranja‘ Valéncid .

A inoculacdofoi redizada através dainser¢do em ramos
e caule de discos miceliais do fungo com 5 mm de diémetro
cultivados em BDA. Redlizaram-se ferimentos em forma de
“T” invertido no tronco e ramos das plantas inserindo o disco
micelia no tecido e protegendo com fitaplastica por setedias.
Para atestemunhaforam utilizados discos de BDA realizando
0 mesmo procedimento de inoculacdo descrito.

As avaliagOes foram realizadas aos 14 dias apos a
inoculacdo, examinando-se a presenca de goma e medindo-se
o comprimento das lesdes. O delineamento experimentd foi
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes para cada
tratamento.

Ascaracteristicas culturais e morfol 6gi cas apresentadas
pelosisoladosdeD. citri corresponderam asdescricdes rel atadas
por Punithalingam & Holliday (1973).

Nas diferentes temperaturas as quais foram submetidos,
amaioria dos isolados tiveram o crescimento favorecido entre
20 e 25 °C. Sendo que, a 25°C, ap0s sete dias de incubagéo,
gpresentaram crescimento de4 - 7,5 mm/dia. Natemperaturade
10 °C osisolados néo apresentaram crescimento significativo,
enguanto a 15 °C osisolados PC9, PC10 e PC11 obtiveram os
mel hores crescimentos, diferindo estatisticamente dosdemais.
O isolado PC10 foi o que apresentou maior crescimento
micelia diferindo estatisticamente dos demais natemperatura
de20°C.

OmeiodeAA proporcionou maior crescimento micelial,
além de maior producdo de picnidios para todos os isolados,
exceto para PC2 que ndo produziu estas estruturas em nenhum
dos meios testados.

A inclusdo de material vegetal no meio de culturaéuma
técnicausada paraestimular aproducdo de esporos paraalguns
fungos. Segundo Almeida (1982), porém, o meio de haste de
soja ndo diferiu do meio de aveia na producado de picnidios de
Phomopsis sojae Lehman. No presente ensaio foi verificado
guetanto ainclusdo defolhadelaranjacomo delim&o no meio
de culturando estimularam a producgo de picnidios.

O regime de luminosidade continuo foi favorével tanto
parao maior crescimento micelial quanto paraamaior producdo
de picnidios paratodos osisolados, em menor periodo detempo.
Aos sete dias ap0s transferéncia, em presenca de luz continua,
amaioriados isolados apresentou maior crescimento micelia
em relacdo aps demais regimes de luz, com excegéo do isolado
PC2 cujo crescimento micelia foi igual na luz e no escuro
continuo e PC5 para o qual o crescimento micelial foi
semel hante estati sticamente em luz continua e alternada.

Resultados semel hantes foram obtidos por Coelhoet al.
(1997) estudando aformacao de picnidios e conidios deisolados
de Phomopsis spp. € Phoma spp., provenientes de sementes de
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ipéamarelo (Tabepuia serratifolia Vahl. Nichols) ejacaranda
daBahia(DalberghianigraVell. Fr. All.), em diferentesmeios
de cultura, temperaturas e padrdes de luminosidade. Neste,
observaram variagtes na producdo de picnidios e conidios,
sendo paraamaioriadosisoladoso meio AA eregimedeclaro
continuo, as condic¢Bes que induziram maior esporulagdo.

Através da andlise dos dados obtidos, verifica-se que
condi¢Bes mai s adequadas para o desenvolvimento e reproducéo
do fungo testado foram temperaturas na faixa de 20 e 25 °C,
meio AA eregimedeluz continua.

Nos testes de patogenicidade realizados, as plantas
inoculadas apresentaram sintomas caracteristicos, como a
exsudacdo da goma e morte dos tecidos lesionados, sendo
confirmada a presenca de estruturas do fungo em microscépio
estereoscopio e Gtico.

No primeiro ensaio verificou-se que as médias obtidas
das lesdes provocadas pelos isolados PC2, PC4 e PC5 ndo
diferiram edtatisticamente entre 5. Os dados obtidosno segundo
ensaio mostram que os cinco isolados testados ndo diferiram
entre s quanto a média do tamanho dalesdo provocado.

Os resultados obtidos da inoculagdo em laranja
‘Vaéncia mostram que ndo houve diferencasignificativaentre
isolados, mastodos diferiram datestemunha (Tabela 1).

TABELA 1 - Comprimento das lesGes (cm) em plantas citricas
inoculadas com isolados de Diaporthe citri, aos 14 dias apés
inoculagéo

Isolado 1°'Ensaio’ Isolado 2°ensaio’ Isolado 3°ensaio’
PC1 327b°  PC6 2,122°  PCl 2,052
PC2 5,08 a PC7 1,75a PC2 2,55a
PC3 3,33 b PC9 1,56 a PC3 2,30 a
PC4 4,25 ab PC10 143 a PC4 245a
PC5 3,83 ab PC11 1,75 a PC5 2,15a
Test. 0,00 ¢ Test. - Test. 0,00 b
Teste F= 0295*  Teste F= 2,07  Teste F= 083"
C.V.(%)= 33,23 C.V.(%) =44,59 C.V.(%) =29,45
DMS = 1,60 DMS = 1,11 DMS = 0,75

11° e 2° ensaio: teste de patogenicidade em plantas de Feminelo x Citrumelo
5 ‘Swingle';

3° ensaio: teste de patogenicidade em plantas de Limé&o ‘Cravo’ x Laranja

‘Valéncid;

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si pelo teste de
B Tukey a 5% de probabilidade.

N.S. = Néao significativo;
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