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ABSTRACT

In order to characterize the anamorphic genus Cylindrocladium
eighteen isolates of this funguswere cultivated in different culture
media, kept under different temperatures, besides having conidia
and  t e rmina l  ves ic l e s  morpho log ica l ly  ana lyzed  fo r  co r rec t
identification of the isolates. Inoculations on different hosts were
carr ied out  to  evaluate  of  pathogenic  behavior  of  the s tudied
isolates. Concerning the morphologic characters studied, it  was
observed that alterations occurred in the conidial dimensions and
morphology  of  the  t e rmina l  ves ic les ,  bu t  was  no t  impor tan t
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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar o “complexo” gênero anamórfico
Cylindrocladium, dezoito isolados foram cultivados em meios de
cultura distintos, mantidos sob diferentes temperaturas, além de ter
conídios e vesículas terminais analisados morfologicamente para
identif icação correta das culturas.  Inoculações em diferentes
hospedeiros foram, também, realizadas para avaliação do
comportamento patogênico dos isolados estudados. Com relação aos
caracteres morfológicos, pôde-se observar que ocorrem alterações
nas dimensões de conídios e na morfologia da vesícula terminal devido,
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provavelmente,  à mudança do substrato de cult ivo.  Porém, a
variabilidade natural nas características dessas estruturas é tão elevada
que dificulta a identificação correta dos isolados. Em uma mesma
cultura,  por exemplo, foram observadas vesículas terminais de
diferentes morfologias. Pôde-se constatar que existem diferenças
patogênicas e fisiológicas entre os isolados, uma vez que houve a
formação de grupos distintos quando tais características foram
consideradas. Estas diferenças, provavelmente, sejam devidas à
constituição genética distinta existente entre os isolados.

considering that is due to substratum changes. However, the natural
va r iab i l i ty  in  the  genera l  charac te r i s t i c s  o f  these  s t ruc tu res
indicated that it is difficult to obtain a correct identification of
the isolates. In the same culture it was observed terminal vesicles
wi th  d i f fe ren t  morpho log ies .  Pa thogen ic  and  phys io log ica l
differences among the isolates could be observed. This brings the
idea of distinct population groups when such characteristics are
considered in this study. These differences probably indicate a
distinct genetic constitution among the isolates used in this study.

A utilização de espécies florestais para produção de madeira,
papel e celulose é muito importante no Brasil. Dentre os gêneros
botânicos utilizados destacam-se o Pinus e o Eucalyptus. Porém,
com a intensificação dos cultivos, inúmeros patógenos têm
passado a parasitar as plantas, principalmente durante os
estágios iniciais de desenvolvimento. Fungos do gênero
Cylindrocladium têm se destacado como patógenos de Pinus e
Eucalyptus, levando a problemas consideráveis em regiões
tropicais e subtropicais,  devido às condições ambientais
favorecerem o desenvolvimento do patógeno, que pode causar
morte das plantas mais jovens e, no caso de Eucalyptus, também
a ocorrência de manchas foliares.

Diversas espécies de Cylindrocladium já foram detectadas
no Brasil. O gênero foi descrito por Morgan em 1892, sendo a

maioria patogênica a espécies florestais e culturas agronômicas
de relevante importância (2, 3, 4, 5, 10). A classificação
taxonômica das espécies deste gênero está baseada em certos
caracteres morfológicos que, de acordo com estudos, nem
sempre se mostram confiáveis, uma vez que podem variar em
função do substrato e de condições ambientais. Atualmente,
além das espécies florestais, diversas espécies de plantas
ornamentais têm sido infectadas. Por este motivo, a importância
de Cylindrocladium spp. tem aumentado ainda mais.

Durante cerca de 20 anos, desde sua primeira constatação,
o gênero Cylindrocladium afetava de forma mais expressiva
espécies florestais. Porém, já em 1967, Figueiredo & Namekata
(21), detectaram e descreveram Calonectria quinqueseptata, fase
teleomórfica de Cylindrocladium quinqueseptatum, sobre a
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Tabela 1. Isolados do gênero Cylindrocladium utilizados no estudo.

Isolado

IB223
IB238
IB239
IB268
IB328
IB421
IB515
IB728

IB11/75
IB6/78

IB12/79
IB17/89
IB01/01
FCA06
FCA07
FCA09
FCA10

CKa

Espécie

C. scoparium var. brasiliensis
C. scoparium

C. citri
*

C. ilicicola
C. scoparium var. brasiliensis

C. scoparium
C.scoparium
C. scoparium
C. scoparium
C. scoparium
C. clavatum

C. scoparium
C. spathiphylii

Cylindrocladium sp.
Cylindrocladium sp.
Cylindrocladium sp.
Cylindrocladium sp.
Cylindrocladium sp.

Hospedeiro

E. alba
Eucalyptus sp.

¯
Eucalyptus sp. (estrangulamento da haste)

Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.

Hevea brasiliensis (seringueira)
Eucalyptus sp.

E. urophylla (eucalipto)
E. grandis (eucalipto)

Eucalyptus sp. (sementeira)
Spathiphyllum walisii (lírio da paz)

Corymbia. citriodora (eucalipto)
Eucalyptus sp. (clones)
Eucalyptus sp. (folhas)

Eucalyptus sp.
Kalanchoe sp.

*
Centraal Bureau Voor Schimelcultures, Holanda

espéc ie  f ru t í f e ra  Annona squamosa  ( f ru ta  do  conde) .
Recentemente, também plantas ornamentais têm sido infectadas
devido às condições ambientais do País (11). Em outros países
da América, como Estados Unidos e, da Comunidade Européia,
como Itália, França, Bélgica e Holanda, algumas espécies já
foram constatadas tanto em plantas ornamentais como em outras
culturas de importância econômica, pertencentes às mais
variadas famílias botânicas (14, 18, 39).

Segundo dados de literatura, o gênero Cylindrocladium
agrupa 33 espécies (1, 14, 31). A classificação taxonômica das
espécies, geralmente, é realizada com base nos caracteres
morfológicos de conídios (tamanho destas estruturas e número
de septos) e no formato das vesículas terminais (30). Porém,
alguns autores já identificaram variação na forma das vesículas
dentro de um mesmo isolado, resultado este de variação no
substrato e/ou idade da cultura e, por este motivo, talvez o este
não seja um caracter muito confiável a ser considerado em
estudos taxonômicos (25, 26, 30). Quando cultivado em meio
artificial, Cylindrocladium apresenta colônias de coloração
marrom-castanha e de crescimento rápido, sob temperaturas
elevadas (20). Atualmente, também a seqüência do DNA tem
auxiliado nesta identificação (16, 29).

Observa-se, portanto, a necessidade de estudos relacionados a
Cylindrocladium spp., patógeno que ganha importância devido à
ampliação dos prejuízos econômicos que vem causando, como
resultado da diversidade de hospedeiros que pode infectar. Assim,
foram propósitos deste trabalho:

1)- avaliar a consistência das características morfológicas para
a identificação de 18 isolados do gênero, quando cultivados em
substratos distintos;

2)- verificar o comportamento fisiológico destes isolados
através de inoculações cruzadas e do cultivo sob diferentes
temperaturas.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados os isolados relacionados na Tabela 1, provenientes
de coleções existentes no Laboratório de Micologia Fitopatológica do
Instituto Biológico de São Paulo, SP e no Departamento de Produção
Vegetal da Faculdade de Ciências Agronômicas (FCA)-UNESP,
Botucatu, SP. Todos os isolados estavam preservados pelo método de
Castellani e foram testados previamente quanto à viabilidade e
patogenicidade.

Para a caracterização morfológica dos isolados foram utilizados
três diferentes meios de culturas: batata-ágar-dextrose (BDA – batata,
200 g; dextrose, 20 g; ágar, 17 g; água destilada, 1 L), Czapeck (meio
sintético – NaNO3, 3 g; K2HPO4.7H2O, 0,5 g; KCl, 0,5 g;
FeSO4.7H2O, 0,01 g; sacarose, 30 g; peptona, 1 g; agar, 17 g; água
destilada, 1 L) e GAA (Glucose-asparagina-ágar – glucose, 10 g;
asparagina, 2 g; K2HPO4, 1 g; MgSO4.7H2O, 500 mg; KCl, 500 mg;
ágar, 17 g, água destilada, 1 L), meio de cultura este que, de acordo com
SINGLETON et al. (35) é excelente para o crescimento e esporulação
de Cylindrocladium, além de outros fungos de solo.

Os isolados foram transferidos, separadamente, para placas de
Petri contendo um dos meios e, assim que todo o diâmetro da placa foi
tomado, foram preparadas lâminas para verificação da forma da vesícula
terminal de cada isolado, medição do comprimento, largura e contagem
do número de septos de vinte conídios, escolhidos ao acaso. Para a
coloração das lâminas foi utilizado o corante azul de algodão com
lactofenol. Posteriormente, foi calculada a média das dimensões, tanto
para comprimento como para largura dos conídios medidos. Todas as
observações foram realizadas sob microscópio scanner confocal MRC-
1024, com laser Kr/Ar e documentadas através de digitalização das
imagens. Os resultados obtidos com os meios de cultura utilizados
foram comparados para constatar se diferentes substratos poderiam
interferir nas características morfológicas de um mesmo isolado.

A caracterização fisiológica dos isolados foi realizada através de:
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A)-Inoculação dos isolados de Cylindrocladium diferentes
hospedeiros (inoculações cruzadas)

Cada um dos isolados da Tabela 1 foi, separadamente, inoculado
em solo esterilizado onde se desenvolviam mudas de E. urophylla e E.
grandis, quando estas estavam com 20 dias de idade. Também, para as
inoculações em solo esterilizado foi utilizada a planta ornamental
denominada lírio-da-paz (Spathiphyllum wallisi Regel). As culturas
utilizadas estavam com dez dias de idade e para as inoculações uma
placa de cada isolado foi, separadamente, homogeneizada em
liquidificador com 200 mL de água destilada. A seguir, uma alíquota 30
mL da suspensão obtida foi incorporada ao solo de cada vaso contendo
uma planta. Ao tratamento controle foi incorporado 30mL de uma
suspensão resultante da homogeneização de meio BDA com água
destilada. Para cada tratamento foram feitas seis repetições. Todos os
tratamentos foram mantidos em casa de vegetação à temperatura
ambiente (± 27oC). A avaliação foi realizada pela observação dos
sintomas característicos da doença, anotando-se, também, o número
de dias decorrentes desde as inoculações até o aparecimento dos
sintomas.

Com relação às inoculações sobre folhas, a uma placa de cada
isolado foram adicionados 100 mL de água destilada e o micélio
friccionado com alça de Drigalsky para liberação dos conídios. A
suspensão preparada foi padronizada para a concentração de 105

conídios/mL e aspergida sobre ambas as faces das folhas de plântulas
de E. urophylla  e E. grandis, ambos com trinta dias de idade. Sobre as
folhas das mudas do tratamento controle foi aspergida apenas água
destilada. As plântulas foram cobertas com sacos plásticos umedecidos
durante 24 h. Após esse período a câmara úmida foi removida e todos

os tratamentos permaneceram em casa de vegetação, à temperatura
ambiente (27oC). Para a avaliação dos resultados, foram contadas todas
as lesões dos três primeiros pares de folhas. Havendo o coalescimento
de várias lesões, a mancha era considerada como uma única lesão.
Após a contagem, o número total foi dividido pelo número de
repetições, ou seja, seis plantas por tratamento.

Sendo observado resultado positivo, foi realizada a documentação
fotográfica e uma planta de cada tratamento foi levada ao laboratório
para reisolamento do patógeno para confirmar se os sintomas estavam
sendo causados, de fato, pelo microrganismo inoculado.

B)-Coloração das colônias e crescimento em meio Czapeck
Cada isolado teve um disco de micélio+meio de cultura transferido,

separadamente, para o centro de uma placa de Petri contendo o meio
sintético Czapeck (37). A seguir, as placas foram mantidas em câmara
do tipo BOD, a 25oC, no escuro. As avaliações foram realizadas após
10 dias de incubação anotando-se o tipo e coloração do micélio e,
realizando-se a medição do diâmetro de cada colônia em dois sentidos
diametralmente opostos. Para cada isolado havia seis repetições. Os
isolados semelhantes quanto ao tipo do micélio e coloração foram
agrupados e os resultados foram documentados fotograficamente.

C)- Crescimento dos isolados de Cylindrocladium  em
diferentes temperaturas

Pequena porção de micélio+meio de cultura de cada isolado foi,
separadamente, transferido para o centro de uma placa de Petri
contendo o meio sintético Czapeck (37). A seguir, as placas foram
mantidas em câmaras com temperatura controlada a 15o, 20o, 25o, 30o

e 35oC, no escuro. Foram realizadas duas avaliações: aos 7 e aos 10

Figura 1. Formas das vesículas terminais observadas em Cylindrocladium spp. A  Globosa; B  Elipsoidal; C  Esferopedunculada; D  Clavada; E
 Obpiriforme ou espatulada; F  Naviculada; G  Aciculada; H  Estreitamente clavada; I  Disforme; J  Lanceolada. Aumento 100x (escala

de barras = 10mm).

A B C D E F

G H I J

1 2 3
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Tabela 2 – Espécies do gênero Cylindrocladium, identificadas com base na dimensão dos conídios e/ou forma da vesícula terminal.

Isolado

IB12/79

FCA06

IB239

IB268

IB238

IB11/75

IB17/89

IB223

FCA07

FCA10

IB6/78

FCA09

IB01/01

IB421

IB515

IB728

IB328

CKa

Identificação Original

C. clavatum (C. gracile)

Cylindrocladium sp.

C. citri

C. ilicicola

C. scoparium

C. scoparium

C. scoparium

C. scoparium var. brasiliensis

Cylindrocladium sp.

Cylindrocladium sp.

C. scoparium

Cylindrocladium sp.

C. spathiphylli

C. scoparium

C. scoparium

C.  scoparium

C. scoparium var. brasiliensis

Cylindrocladium sp.

Identificação Morfológica

C. gracile

C. gracile

C. leucothoes (sin. C. perseae)

C. naviculatum

C. scoparium

C. spathulatum

C. scoparium

C. scoparium

C. scoparium

C. scoparium

C. spathulatum

C. spathulatum

C. spathiphylli

Diversas

Diversas

Diversas

Cylindrocladiella sp.

Cylindrocladiella sp.

Conídios (C x L mm)*

28,5-38,7 x 3,5-4,2

37,1-42,7 x 3,4-4,2

25,4-36,3 x 1,9-3,1

            --

37,2-43,6 x 2,5-3,6

40,1-46,9 x 3,0-3,7

41,8-47,7 x 4,1-5,2

32,9-38,5 x 2,2-3,9

37,4-44,4 x 3,0-4,2

38,9-43,1 x 3,6-4,3

37,0-44,2 x 3,1-4,2

42,4-50,0 x 3,2-3,8

65,0-74,7 x 4,2-5,6

           --

           --

           --

16,0-19,3 x 2,0-3,0

12,0-15,4 x 1,6-2,0

Vesícula Terminal

Clavada

Clavada

       --

Naviculada

Elipsoidal

Obpiriforme ou Espatulada

Elipsoidal

Obpiriforme ou Espatulada

Elipsoidal a Espatulada ou Obpiriforme

Elipsoidal

Obpiriforme ou Espatulada

Obpiriforme ou Espatulada

Globosa

Esferopedunculada

Esferopedunculada

Esferopedunculada

Clavada

Lanceolada

DIVERSAS: C. scoparium / C. parasiticum / C. quinqueseptatum / C. variabile. Cores iguais significam caracteres semelhantes, tratando-se,
possivelmente, da mesma espécie. (½ )  não houve esporulação ou observação de vesícula terminal. *Dimensões obtidas pela medição de 20
conídios (C = comprimento x L = largura).

dias de incubação, medindo-se o diâmetro de cada colônia em dois
sentidos diametralmente opostos. Para cada isolado, a cada uma das
diferentes temperaturas, havia três repetições. A documentação dos
resultados foi realizada através da máquina fotográfica digital.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Caracterização morfológica dos isolados de Cylindrocladium
Constatou-se a existência de vesículas com diferentes formas,

conforme ilustrado na Figura 1. É importante ressaltar que em qualquer
dos meios de cultura utilizados (BDA, Czapeck ou GAA) a forma das
vesículas terminais não foi modificada.

Deve-se ressaltar que, em um mesmo isolado, podem ocorrer
vesículas com morfologia variada, o que dificulta a correta identificação
das espécies. Resultados semelhantes foram observados em inúmeros
estudos relativos ao gênero Cylindrocladium (15, 26, 30). Segundo
Peerally (31) e Crous at al. (15), a morfologia da vesícula terminal é
influenciada pela idade da cultura e pelo potencial osmótico do meio
de cultura, o que pode resultar na variabilidade morfológica dessa
estrutura observada em um mesmo isolado.

Todos os conídios observados apresentavam-se cilíndricos, com
ambas as extremidades arredondadas e variação de 1 a 3 septos. Alguns
dos isolados não esporularam em Czapeck e / ou GAA. O isolado

IB239 esporulou em BDA somente após cerca de um mês, sem ser
observada a formação de vesículas terminais. É possível que as
características morfológicas desta cultura tenham sido alteradas devido
ao tempo de armazenamento ou, ainda, pela incapacidade de
metabolizar um ou mais nutrientes necessários à esporulação.

Com relação às culturas que esporularam, as dimensões dos
conídios mostraram-se ligeiramente diferentes em cada substrato.
Porém, é importante ressaltar que variações no comprimento e largura
dos conídios podem ser observadas entre isolados e, também, no mesmo
isolado. Isto pode ocorrer tanto quando se utiliza o mesmo substrato
como quando são utilizados diferentes meios para o crescimento das
colônias devido a diferenças na constituição genética de cada isolado
(8, 14, 26, 30). Porém, tais variações quando pequenas são
consideradas irrelevantes, caso estejam dentro da faixa de variação
aceita para as espécies de Cylindrocladium (12).

Comparando-se conjuntamente a dimensão dos conídios e a
morfologia das vesículas terminais com os dados de literatura, uma
provável identificação das espécies estudadas foi elaborada (Tabela
2).

Observando-se a Tabela 2, verifica-se que, para alguns isolados, é
possível identifica-los em mais de uma espécie, devido a grande
variação nos caracteres morfológicos, conforme foi encontrado na
literatura especializada. Por exemplo, em uma mesma espécie pode
ser observada variação no formato da vesícula terminal, assim como
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nas dimensões dos conídios (14). Ainda com referência à Tabela 2,
deve-se ressaltar que os isolados Cka, obtido da planta ornamental
Kalanchoe sp. e o isolado IB328, obtido de eucalipto, foram
identificados como pertencentes ao gênero Cylindrocladiella devido
às dimensões reduzidas dos conídios. De acordo com Boesewinkel (7)
e Crous & Wingfield (13), o citado gênero agrupa espécies de
Cylindrocladium que possuem conídios pequenos.

Comparando-se a morfologia da vesícula terminal e as dimensões
dos conídios dos isolados em estudo nos meios BDA, Czapeck e
GAA, pôde-se verificar que houve pequena variação nas dimensões
dos conídios, porém sem alteração na morfologia das vesículas
terminais. Deve-se ressaltar que as alterações ocorridas não modificaram
o resultado da identificação dos isolados estudados.

Diferentemente do que se observa em outros gêneros, como por
exemplo Colletotrichum (19), existe certa complexidade na correta
identificação de isolados do gênero Cylindrocladium através da
utilização dos caracteres morfológicos.

Caracterização fisiológica dos isolados

Patogenicidade dos isolados de Cylindrocladium a diferentes
plantas hospedeiras

Cinco dias após a inoculação das plantas verificou-se que, à exceção
de IB515, IB728 e FCA01, os demais isolados mostraram-se
patogênicos às folhas de E. urophylla, sendo que IB239, IB328, IB6/
78, IB12/79, IB17/89, IB01/01 e Cka induziram reação de
hipersensibilidade, com alguns isolados produzindo grande número de
minúsculas lesões. Os demais isolados resultaram em necrose agressiva
do tecido foliar, destacando-se FCA06 e FCA07. A inoculação em
solo com os isolados FCA06, FCA07, IB223, IB6/78 e IB12/79
resultou, após seis dias, em lesões no coleto, com posterior murcha e
morte das plântulas, que secaram sem tombar (Figura 2 e Tabela 3).

Com relação a E. grandis, somente os isolados IB6/78 e IB12/79
provocaram lesões no coleto e morte das plântulas após 4 dias das
inoculações no solo. Sobre as folhas do mesmo hospedeiro, somente
IB239, IB6/78 e IB12/79 provocaram algumas lesões após 15 dias das
inoculações.

Quanto ao lírio-da-paz, somente os isolados IB01/01 e IB238

induziram sintomas e puderam ser reisolados. Porém, o primeiro
mostrou-se mais agressivo, isto por ter provocado sintomas iniciais
em curto período de tempo, além de ter provocado a morte das plantas,
como é ilustrado pela Figura 3. É importante ressaltar que IB01/01
foi, originalmente, isolado de lírio-da-paz, enquanto que IB238 foi
isolado de eucalipto. Comportamento patogênico distinto já foi relatado
em inúmeros gêneros, podendo ser citado como exemplo Colletotrichum
(22).

Pelo exposto na Tabela 3, verifica-se que existe comportamento
patogênico diferenciado dos isolados estudados frente aos diferentes
hospedeiros e, também, frente aos diferentes órgãos do mesmo
hospedeiro. Observa-se que E. grandis foi mais resistente às infecções
no coleto e nas folhas. Somente os isolados IB6/78 e IB12/79 foram
capazes de infectar o coleto das plântulas de Eucalyptus, reforçando a
existência de comportamento patogênico diferencial. Esta característica
poderia ser do próprio patógeno ou, apenas do hospedeiro devido a
diferente constituição genética ou, mais provavelmente, devido à
interação patógeno x hospedeiro x ambiente, uma vez que cada um

Figura 2 – Sintomas apresentados em diferentes órgãos de Eucalyptus urophylla após as inoculações com isolados de Cylindrocladium. A  Controle;
B  Morte causada pela inoculação no solo; C  Mancha e necrose do tecido foliar; D  Reação de Hipersensibilidade (HR) - seta.

A B C D

Figura 3. Sintomas apresentados em lírio-da-paz, quando inoculado com
Cylindrocladium: A. IB238; B. Controle; C. IB01/01.
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Tabela 3. Patogenicidade de Cylindrocladium spp. quando inoculados em diferentes hospedeiros.

Isolado

IB223
IB238
IB239
IB268
IB328
IB421
IB515
IB728
IB11/75
IB6/78
IB12/79
IB17/89
IB01/01
Cka
FCA06
FCA07
FCA09
FCA10

Eucalyptus urophylla Eucalyptus grandis

Solo
+
-

-

-

-

-

-

-

-

+
+
-

-

-

+
+
-

-

Folhas
+ (21 lesões)
+ (16 lesões)

+ (HR**)
+ (31 lesões)

+ (HR**)
+ (01 lesão)

-

-

+ (33 lesões)
+ (HR**)
+ (HR**)

+ (HR**)
+ (HR**)
+ (HR**)

+ (85 lesões)
+ (90 lesões)
+ (10 lesões)
+ (28 lesões)

Solo
-

-

-

-

-

-

-

-

-

+
+
-

-

-

-

-

-

-

Folhas
-

+ (01 lesão)
-

-

-

-

-

-

+ (02 lesões)
+ (02 lesões)

-

-

-

-

-

-

-

Solo
-

+ (25 dias após inoculação)
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+ (10 dias após inoculação)
-

-

-

-

-

Spathiphyllum wallisi

*
Média de seis repetições/isolado. / 

**
HR = Reação de Hipersensibilidade.

(-)  negativo = ausência de sintomas
(+) positivo = ocorrência de sintomas

destes componentes pode influenciar o outro, podendo alterar o grau
de severidade da doença.

Foi possível observar, também, uma certa especificidade patógeno
x hospedeiro dentro do gênero Cylindrocladium devido aos resultados
obtidos quando o hospedeiro utilizado foi a planta ornamental lírio-
da-paz. Resultados semelhantes foram relatados por Sobers & Littrell
(36) que, inoculando C. crotalariae, C. scoparium e C. floridanum
sobre folhas de amendoim, soja, cevada, aveia e centeio verificaram
que, em todos os tratamentos, infecção e sintomas iniciais foram
observados 24-48 h após as inoculações, porém, com maior ou menor
grau de severidade. Estes autores concluíram que, embora não tendo
sido referidos sobre alguns destes hospedeiros inoculados, estes
microrganismos poderiam ser patógenos potenciais.

Coloração das colônias e crescimento em meio Czapeck

Foi possível a formação de três grupos: Grupo 1-Micélio rasteiro
(plano) com coloração variando de castanho-rosado pálido a castanho
avermelhado intenso; Grupo 2-Micélio aéreo, com aspecto cotonoso
e coloração variando de branco a palidamente róseo; Grupo 3-Micélio
aéreo, com aspecto semi-cotonoso e periferia branca e centro castanho
claro (Figura 5). Deve-se ressaltar que isolados pertencentes ao Grupo
1 foram patogênicos às folhas e ao colo de plântulas de E. urophylla,
sendo alguns dos mais agressivos (FCA06, FCA7 e IB223).

Segundo Rosa & Menezes (33), a pigmentação e o aspecto da
colônia (micélio aéreo ou rasteiro) podem diferir, dependendo do meio
de cultura utilizado, de seu pH e da capacidade do isolado em
metabolizar componentes do substrato. Os mesmos autores, estudando
alguns isolados de Pseudocercopora musae, observaram crescimento

plano do micélio nos meios BDA e V8, com pH 4,5. Nestes mesmos
meios, em outros valores de pH, o crescimento do micélio foi aéreo.
Com relação à pigmentação, para um mesmo isolado, houve variação
em função do meio de cultura utilizado (33). Griffin (23) afirmou que
esses pigmentos são, em parte, determinados por fatores genéticos e
expressos em função do meio ambiente.

Johnston & Jones (27) também conseguiram separar isolados do
gênero Colletotrichum em 16 grupos distintos com base nas
características culturais (cor e aspecto da cultura) desses isolados.
Além desses caracteres, a taxa de crescimento da cultura é relatada
como possível parâmetro para o agrupamento de isolados (34).

O meio Czapeck possibilitou a diferenciação dos isolados e,
conseqüentemente, o agrupamento daqueles com características
próximas. Orrego-Fuente et al. (30) obtiveram resultados semelhantes
também com isolados de Cylindrocladium, porém não só em meio
Czapeck, mas também nos meios de coco, soja e cenoura, os quais
induziram à variação nas características culturais dos isolados
estudados. Em meio BDA isto não foi possível, uma vez que todos os
isolados apresentam o mesmo tipo de micélio (cotonoso), coloração
de colônia (marrom-avermelhada intensa) e velocidade de crescimento
bem semelhantes. Para Colletotrichum gloeosporioides resultado
semelhante em meio BDA foi relatado (34). Devido a não ser um meio
de cultura sintético seus constituintes podem apresentar variações, o
que pode resultar, para muitos fungos, em uniformidade nas
características culturais de diferentes isolados. Ao contrário, os meios
sintéticos, como Czapeck, não apresentam variação nas características
de seus componentes.

Provavelmente, os constituintes do meio Czapeck, ao serem
utilizados pelos isolados para seu desenvolvimento, modificaram a
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GRUPO 1

FCA10                                            FCA06                                              IB17/89                                                 FCA07

IB12/79                                               IB6/78                                              IB223                                                IB01/01
GRUPO 2

IB239              IB421                        IB328   IB728

IB11/75                          CKa                      FCA09
GRUPO 3

IB238                                          IB268                                                IB515
Figura 5. Agrupamento de isolados de Cylindrocladium spp., de acordo com as características de tipo e coloração do micélio e velocidade de crescimento
em meio Czapeck.
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Tabela 4. Agrupamento dos isolados de Cylindrocladium spp. cultivados em meio Czapeck, de acordo com o diâmetro e coloração das colônias.

Isolados Coloração da Cultura Diâmetro médio da Colônia (cm)

GRUPO 1 – Micélio rasteiro (plano)

FCA10
FCA06
IB17/89
FCA07
IB12/79
IB223
IB6/78
IB01/01

Castanho rosado pálido
Castanho rosado claro
Castanho rosado claro

Castanho rosado alaranjado claro
Castanho alaranjado intenso

Castanho alaranjado avermelhado intenso
Castanho alaranjado avermelhado intenso

Castanho avermelhado intenso

4,9
5,2
4,6
5,0
5,1
3,3
3,6
5,2

GRUPO 2 – Micélio aéreo cotonoso

IB239
IB328
IB421
IB728
IB11/75
Cka
FCA09

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

5,3
3,5
7,4
6,7
6,9
7,3
6,4

GRUPO 3 – Micélio aéreo semi-cotonoso

IB238
IB268
IB515

Periferia branca com o centro castanho claro
Periferia branca com o centro castanho claro
Periferia branca com o centro castanho claro

7,7
6,6
4,7

*
Avaliação aos 7 dias de idade e temperatura de incubação = 25ºC. Média de seis repetições.

Tabela 5. Diâmetro médio das colônias de isolados do gênero Cylindrocladium, sob diferentes temperaturas, em meio Czapeck.

Isolado

IB223
IB238
IB239
IB268
IB328
IB421
IB515
IB728
IB11/75
IB6/78
IB12/79
IB17/89
IB01/01
FCA06
FCA07
FCA09
FCA10
CKa

Média de crescimento (cm)
*

15ºC
2,09  abB
2,68  abB
2,26  abB
3,39  aB
1,53  abB
2,89  abB
1,86  abB
1,36  abC
3,39  aB
2,02 abB
1,39 abB
2,10  abBC
1,09  bB
2,66  abB
2,19  abB
2,89  abB
3,13  abB
2,06  abB

20ºC
5,73  abA
7,06  aA
4,59  abA
6,29  abA
3,33  bA
6,03  abA
3,89  abA
4,83  abB
5,53  abAB
3,69  abAB
3,85  abA
3,89  abAB
3,49  bA
5,19  abA
4,20  abA
5,09  abA
5,09  abAB
4,83  abA

25ºC
6,26  abcA
8,50  aA
6,09  abcA
7,73  abA
4,83  abcA
7,79  abA
4,86  abcA
7,93  abA
7,36  abcA
4,08  cA
5,75  abcA
4,66  bcA
5,09  abcA
6,69  abcA
5,32  abcA
7,19  abcA
6,76  abcA
6,19  abcA

30ºC
3,85  bcdAB
7,46  aA
1,19  eB
1,55  deC
4,69  abcA
1,52  deB
2,99  cdeAB
5,56  abcAB
4,26  abcB
2,76  cdeAB
4,96 abcA
1,39  eC
4,06  abcA
5,43  abcA
3,86  bcdAB
7,16  abA
5,59  abcA
4,93  abcA

*Médias de três repetições. Para análise estatística os dados forma transformados em    x. Médias seguidas da mesma letra minúscula na vertical e
maiúscula na horizontal não diferem entre si pelo teste de TUKEY, ao nível de 5% de probabilidade. Coeficiente de variação = 12, 76%.
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fisiologia dos microrganismos, possibilitando a formação diferenciada
dos pigmentos das colônias, o que foi refletido nas características
morfológicas das culturas. Segundo Cochrane (9), fatores nutricionais
como micro-elementos essenciais, fontes de carbono e de nitrogênio
podem fazer com que os fungos produzam pigmentos e os liberem no
meio de cultura. Castro & Coelho (8), observaram significativa variação
no comportamento de Cercospora cruenta no que se refere ao
crescimento micelial quando cultivado em diferentes meios de cultura.

De acordo com a composição do meio, por exemplo, adição de
sais (KCl, NaCl, NaNO3), a morfologia da colônia pode mudar. Os
sais podem induzir ao clareamento da colônia uma vez que são
nutrientes capazes de interferir na atividade enzimática,
metabolismo dos carboidratos, balanço iônico, formação de
aminoácidos, nucleotídeos e vitaminas (23). Porém, não se deve
menosprezar a capacidade intrínseca do microrganismo em captar
e utilizar os nutrientes do substrato suprindo, assim, suas exigências
nutricionais (17, 32). Tal capacidade pode ser devida aos isolados
pertencerem a raças fisiológicas distintas, conforme sugerido por
Azevedo (6), e serem diferenciados não pela morfologia, mas
somente através de estudos fisiológicos e moleculares. Vechiato
(38) também conseguiu diferenciar e agrupar cinqüenta e cinco
isolados de Diaporthe phaseolorum var. meridionalis observando
crescimento e coloração das colônias nos meios Czapeck e BDA e,
Fagan (19), Liyanage et al. (28), Goes & Kimati (22) e Serra &
Silva (34) conseguiram distinguir “strains” em Colletotrichum
acutatum e C. gloeosporioides. Com relação ao crescimento dos
isolados, na Tabela 4 está registrado o tamanho, aos sete dias, da
colônia de cada um dos isolados. Estes resultados estão de acordo
com aqueles relatados por Cochrane (9), ou seja, a velocidade de
crescimento varia entre diferentes espécies e, também, entre clones
de uma mesma espécie.

Observa-se, portanto, que a maioria dos isolados com
comportamento patogênico, coloração da colônia e crescimento micelial
semelhantes se encontram no mesmo grupo, conforme registrado na
Tabela 5.

Crescimento dos isolados de Cylindrocladium  sob diferentes
temperaturas

Após a avaliação do experimento, pôde-se observar que todos os
isolados cresceram a 15oC, apresentando, porém as menores médias
de crescimento. À temperatura de 30oC, IB239, IB268, IB421 e IB17/
89 pouco se desenvolveram. Ao contrário dos isolados IB238 e FCA09,
que a esta temperatura cresceram bem.

Com relação aos isolados mais agressivos a Eucalyptus urophylla
(FCA06 e FCA07), estes apresentaram bom crescimento 30oC. Pôde-
se observar, também, que a 25oC todos os isolados apresentaram a
maior média de crescimento da colônia (Tabela 5), enquanto que a
35oC, nenhum deles se desenvolveu, sendo esta temperatura
considerada letal para todos os isolados estudados.

Embora 25ºC tenha sido uma temperatura bastante adequada para
o crescimento de todos os isolados, pôde-se constatar nítida diferença
no crescimento micelial: um dos isolados que mais rapidamente se
desenvolveu foi IB238, enquanto um dos mais lentos foi IB6/78.
Resultados similares com outros isolados confirmam estes dados (12,
14, 15).

De acordo com a literatura nacional e internacional observar-se
que, para uma mesma espécie, é aceita ampla variabilidade no que se
refere à morfologia da vesícula terminal e dimensões dos conídios, o
que dificultou a identificação correta das espécies estudadas. Além
disso, o comportamento patogênico variável dos isolados frente aos

diferentes hospedeiros e frente aos diferentes órgãos do mesmo
hospedeiro, torna as espécies desse fungo ainda não referidas como
causadoras de doenças sobre plantas importantes, patógenos
potenciais. Esta hipótese poderia ser suportada pela provável
ocorrência de formae speciales , biótipos ou patótipos de
Cylindrocladium.
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