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ABSTRACT

The fungus Ceratobasidium spp. causes the white-thread blight
disease, which affects several fruit trees, coffee and tea crops. This
disease frequently occurs in zones of high precipitation and
temperatures, typical of the tropical forest regions such as the Amazon
and the Atlantic Forests. In São Paulo State, Brazil, this disease was
reported by the first time affecting kaki plants in Mogi das Cruzes
county. The objective of this study was to test the cross-pathogenicity
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of Ceratobasidium spp. isolates from kaki and tea to both host plants
and also to coffee and citrus. This study also aimed to determine the
reaction of local kaki varieties to Ceratobasidium spp. isolates from
kaki under controlled conditions. Although phylogenetically distinct,
kaki- and tea-infecting isolates were cross-pathogenic to both hosts,
besides infecting coffee and citrus. There was no indication of resistance
reaction among the eight kaki varieties tested.

As doenças constituem grande problema para a cultura do caquizeiro
(Diospyrus kaki L.) podendo reduzir drasticamente a sua produção
(5). Entre as doenças relatadas, a queima-do-fio, também conhecida
como mal-do-fio, causada pelo fungo Ceratobasidium spp., tem
adquirido importância. O patógeno já foi relatado afetando uma série
de culturas no mundo, com distribuição na maioria dos continentes.
Na América há relatos da doença em vários paises como Argentina,
Brasil, Colômbia, Venezuela, Guianas, entre outros da América Central,
México e EUA (4). Esta doença é bem conhecida na região Amazônica,
afetando um grande número de plantas frutíferas (9).

O primeiro relato de um patógeno semelhante no Brasil data de
1980, quando Rosseti e colaboradores descreveram a ocorrência de
sintomas parecidos à queima-do-fio em plantas de pomelo oriundos

do estado do Amazonas, sendo inicialmente classificado como
Pellicularia koleroga (16). Até 1987, 27 espécies de plantas haviam
sido relatadas como hospedeiras do patógeno na região Amazônica
(11). Em 1999, outras 18 espécies de plantas fruteiras nativas da
Amazônia foram descritas como hospedeiras de P. koleroga (Koleroga
noxia) (9).  A doença já foi descrita afetando culturas como gravioleira
(Anona muricata L.), pimenteira-preta (Pipper nigrum L.), cacaueiro
(Theobroma cacao L.), Citrus sp., cafeeiro (Coffea arabica L.),
mangueira (Mangifera indica L.), seringueira [Hevea brasiliensis
(Willd. ex Adr. de Juss.) Muell. &  Arg.] e diversas outras árvores
frutíferas do Amazonas (7; 10; 12; 16). Em São Paulo (SP), a queima-
do-fio foi relatada afetando chá [Camellia sinensis (L.) O. Kuntze] no
Vale do Ribeira (8). Recentemente, a doença foi relatada afetando
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RESUMO

O fungo Ceratobasidium spp. é o agente causal da doença mal-do-
fio ou queima-do-fio em várias plantas frutíferas, em cafeeiro e em
chá. Esta doença ocorre com maior freqüência em zonas de alta
precipitação e temperaturas elevadas, típicas de regiões de florestas
tropicais como a Amazônica e a Mata Atlântica. Em São Paulo, o
primeiro relato do mal-do-fio em caquizeiro ocorreu na região de Mogi
das Cruzes. O objetivo deste estudo foi testar a patogenicidade cruzada
de isolados de Ceratobasidium spp. de caquizeiro e chá para ambas as
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culturas e também para o cafeeiro e citros. Avaliou-se, também, a
reação de oito cultivares de caquizeiro, sob condições controladas, a
isolados de Ceratobasidium spp. obtidos da mesma cultura. Constatou-
se que os isolados de caquizeiro e de chá, embora filogeneticamente
distintos, foram patogênicos para ambas as culturas, além de afetarem
cafeeiro e citros. Não foram verificados indícios de reação de resistência
aos isolados de Ceratobasidium spp. para as oito cultivares de
caquizeiro testadas.
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caquizeiro na região de Mogi das Cruzes, SP (13).
A queima-do-fio é a doença mais freqüente em zonas de alta

precipitação e temperaturas elevadas como nas florestas tropicais da
Amazônia e da Mata Atlântica. A doença aparece e se desenvolve
durante a estação chuvosa, com sintomas visíveis nas folhas, ramos e
frutos novos. A infecção ocorre na parte inferior dos ramos e avança
da base até a extremidade do ramo em forma de cordões finos
esbranquiçados, que se ramificam abundantemente pelas folhas,
chegando a cobri-las totalmente, formando uma película branca e
semitransparente que se escurece com o tempo. As folhas tornam-
se escuras, secam e ficam penduradas no ramo por cordões miceliais
(5).

O gênero Ceratobasidium é um Basidiomiceto que tem como
fase anamórfica espécies binucleadas de Rhizoctonia (18). Muitas
das espécies de Rhizoctonia binucleadas, entretanto, estão
frequentemente associadas com controle biológico (2; 3; 18).

A verdadeira identidade do agente causal da queima-do-fio era
questionada até recentemente. O fitopatógeno foi caracterizado
inicialmente como P. koleroga , mas poucas descrições das
características morfológicas do fungo foram publicadas (11).
Atualmente, as espécies causadoras da queima-do-fio em diversas
plantas arbóreas estão agrupadas no gênero Ceratobasidium, mais
precisamente C. anceps, C. cornigerum ou C. noxium (15).  Ceresini
et al. (6) detectaram, através de reconstrução filogenética clássica e
por análise coalescente,  duas populações dist intas de
Ceratobasidium associadas ou à queima-do-fio do caquizeiro ou à
do chá no Estado de São Paulo. Embora compartilhando um mesmo
ancestral, constatou-se distinção filogenética entre populações de
isolados de Ceratobasidium spp. que atacam o caquizeiro e o chá,
as quais foram denominadas grupo Diospyrus e grupo Camellia,
respectivamente. Estas duas populações de Ceratobasidium spp.
foram também descritas como filogeneticamente distintas tanto de
C. noxium (originalmente descrito como o agente causal etiológico
da doença em cafeeiro) quanto de C. cornigerum (a espécie
filogeneticamente mais próxima). Estas populações provavelmente
constituem duas novas espécies de Ceratobasidium que devem ser
nomeadas e formalmente descritas. Como estes dois grupos ainda
não estão  formalmente definidos como espécies novas, optou-se
por utilizar a designação ampla de Ceratobasidium spp., e de grupo
Diospyrus e grupo Camellia quando nos referirmos aos grupos
filogeneticamente distintos do patógeno.

Várias pesquisas foram desenvolvidas para compreender os
aspectos relativos à epidemiologia e controle de Ceratobasidium
spp. Entretanto, não há informação sobre a patogenicidade cruzada
de isolados de Ceratobasidium spp. que infectam caquizeiro para
outras plantas hospedeiras, assim como sobre a patogenicidade
cruzada, ao caquizeiro, de isolados que infectam chá.

O objetivo principal deste estudo foi testar a patogenicidade
cruzada de isolados de Ceratobasidium spp. de caquizeiro e de chá
para ambas as plantas hospedeiras e para o cafeeiro e o citros, bem
como avaliar a reação de oito cultivares de caquizeiro ao
fitopatógeno.

Baseando-se em informação a priori de que isolados de
Ceratobasidium spp. do caquizeiro e do chá constituem grupos
filogeneticamente distintos (6), nossa hipótese (Ho) a respeito da
patogenicidade a hospedeiros distintos foi de que isolados de
Ceratobasidium spp. do grupo Camellia e do grupo Diospyrus
não apresentam patogenicidade cruzada.  Nossa segunda hipótese
foi de que não há variação genética para resistência ao mal-do-fio
em cultivares de caqui.

MATERIAL E MÉTODOS

Patogenicidade cruzada
O estudo da patogenicidade cruzada dos isolados de

Ceratobasidium spp. de caqui e de chá foi conduzido utilizando-se
sete cultivares de caquizeiro (Fuyu, Giombo, Giro, Pomelo, Rama
Forte, Regina e Rubi); uma de café [Mundo Novo (IAC 502-1)]; uma
de chá (IAC 259) e uma de citros (laranja Pêra IAC-2000). Foram
conduzidos dois experimentos: um sob condição de casa de vegetação
e outro em estufa incubadora (BOD). No segundo experimento, foram
utilizados ramos destacados das mesmas plantas mantidas em casa de
vegetação, após poda para estímulo de brotação.

A inoculação do fitopatógeno nas plantas hospedeiras seguiu
adaptação do método de inoculação pela deposição, nos ramos das
plantas, de palitos de madeira (tipo “palito-de-dentes”) colonizados
por micélio do fungo (17). No experimento conduzido em casa de
vegetação foram utilizados três tratamentos: a) inoculação com isolados
de Ceratobasidium spp. de caquizeiro [mistura dos isolados DK_CAF
(de folhas infectadas) e DK_CAC (de caule infectado) obtidos em
Guararema, SP]; b) inoculação com isolado de chá escolhido
aleatoriamente da população de Ceratobasidium spp. amostrada de
chá obtida no Vale do Ribeira, SP; c) testemunha não inoculada. Os
isolados de caquizeiro representam o haplótipo HDk1 da região ITS-
5.8S do rDNA mais freqüentemente amostrado na população de
Ceratobasidium spp. do caquizeiro em SP (6).

A inoculação foi efetuada transferindo-se palitos colonizados pelo
fungo para a superfície dos ramos previamente feridos no ponto de
inoculação. Estes palitos haviam sido mantidos por sete dias sobre
culturas de Ceratobasidium spp. crescidas em meio de BDA (batata –
dextrose – agar) a 25oC.  Os palitos colonizados ou não foram fixados
ao ramo dos hospedeiros com auxílio de filme plástico. Após a
inoculação, os ramos foram mantidos sobre condição de câmara úmida
em sacos de plástico umedecidos, até o momento da avaliação. Às
testemunhas foram transferidos palitos não infestados pelo fungo,
mantidos sob a superfície de meio de BDA pelo mesmo tempo de
incubação do fungo.

O delineamento experimental foi o de blocos inteiramente
casualizados num esquema fatorial do tipo 3 x 4  com fatores
representados por isolados de Ceratobasidium spp. do caquizeiro
ou do chá mais o tratamento não inoculado versus  espécies de
plantas (caquizeiro, cafeeiro, chá e citros). As parcelas experimentais
representadas pelo tratamento caquizeiro foram subdivididas em
sete cultivares. No experimento em casa de vegetação foram
utilizados cinco repetições por tratamento (inclusive para as
testemunhas não inoculadas de cada cultivar de caquizeiro e de
cada espécie de planta testada). Em cada vaso de 10 a 20L de
volume de solo (dependendo da espécie de planta) foi mantida uma
planta. A inoculação do fungo foi efetuada em brotações jovens das
plantas (de 17 a 20 dias de idade). A condição de alta umidade
relativa do ar foi mantida de forma contínua durante todo o período
de permanência na casa de vegetação, através de nebulização
automática, e da manutenção, por sete dias, de um saco plástico
envolvendo o ramo inoculado.

O segundo experimento foi conduzido em estufa incubadora, com
delineamento semelhante ao primeiro. A inoculação foi semelhante à
utilizada no experimento em casa-de-vegetação, porém para a inoculação
dos ramos das plantas, ao invés de se usar um ou dois isolados de cada
um dos hospedeiros, optou-se por utilizar dois grupos de isolados,
um de isolados de Ceratobasidium spp. do caquizeiro e outro de chá.
Assim, evitou-se problemas oriundos de possível variabilidade
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patogênica entre os isolados de cada grupo.  Cada grupo de isolados
foi transferido de maneira independente para placas contendo meio de
BDA com palitos de madeira para colonização, representando placas
de isolados de caquizeiro e de chá. O inóculo de Ceratobasidium spp.
do caquizeiro compôs-se do seguinte grupo de isolados: Dk_2c, Dk_5e,
Dk_6a, Dk_6d, Dk_9e, Dk_10a, Dk_10c, Dk_11b, Dk_12a, Dk_12d,
Dk_CAC e Dk_CAF. Já o inóculo de Ceratobasidium spp. do chá
compôs-se do seguinte grupo de isolados: Cs_13, Cs_16, Cs_24,
Cs_62, Cs_63, Cs_72, Cs_76, Cs_81, Cs_91, Cs_94, Cs_101,
Cs_102, Cs_103, e Cs_108.  Estes isolados representaram a maioria
dos haplótipos da região ITS-5.8S do rDNA amostrados das
populações de Ceratobasidium spp. de caquizeiro e de chá (6).

Foram utilizadas duas estufas incubadoras, onde cada repartição
da estufa representou um bloco contendo todas as parcelas
experimentais, totalizando cinco repetições de cada planta
inoculada. Para inoculação foram utilizados ramos de brotações
novas coletados das mudas em estádio ativo de desenvolvimento,
após cerca de 20 dias do início das brotações. Cada parcela
experimental, nesse caso, foi representada por um ramo destacado.
As extremidades dos ramos destacados foram envolvidas em algodão
esterilizado umedecido, e acondicionados em sacos plásticos.  As
condições de inoculação foram semelhantes às descritas para o
ensaio anterior. Os ramos inoculados com palitos colonizados ou
não pelo fungo foram incubados por sete dias em estufa incubadora
biológica a 25oC, com fotoperíodo de 12 h.

Nos dois experimentos, os ramos de todas as parcelas
experimentais foram fotografados com o intuito de registrar a
colonização ou não dos tecidos dos hospedeiros pelos respectivos
inóculos do patógeno, visando posteriormente avaliação da
patogenicidade cruzada. O parâmetro avaliado foi a colonização ou
não de tecidos dos hospedeiros pelos inóculos do patógeno.

Reação de cultivares de caquizeiro a Ceratobasidium ssp.
Foi avaliada a reação de oito cultivares de caquizeiro disponíveis

na Fazenda de Ensino e Pesquisa da UNESP – Campus de Ilha
Solteira: Taubaté, Fuyuhana, Giombo, Pomelo, Fuyu, Rubi, Rama
forte e Giro. A inoculação do fungo seguiu a metodologia citada
anteriormente, usando-se palitos de madeira colonizados pelo fungo,
utilizando inóculo composto por mistura dos isolados de
Ceratobasidium spp. Dk_CAF e Dk_CAC.

A exemplo do que foi utilizado no segundo experimento do
teste de patogenicidade, nesta etapa foram utilizados ramos
destacados das oito cultivares de caquizeiro coletados em campo.
Os ramos foram obtidos de plantas em estágio ativo de
desenvolvimento, seguindo a metodologia utilizada no segundo
experimento da etapa anterior. Cada parcela experimental, nesse
caso, foi representada por um ramo destacado (contendo brotações
jovens, de 17-20 dias de idade), com cinco repetições para cada
cultivar testada, em delineamento inteiramente ao acaso.

Para avaliação da severidade da doença, os ramos inoculados de
todas as parcelas experimentais foram fotografados. Determinou-
se a porcentagem da área foliar e o número de folhas infectadas de
uma sub-amostra de ramos de caquizeiro infectados pelo patógeno.
Construiu-se, então, uma escala de notas para avaliação da
severidade da doença, baseando-se em recomendações de Azevedo
(1) para construção de escalas de severidade (Figura 1). Este
experimento foi repetido duas vezes e seus dados foram analisados
conjuntamente por meio de análise não-paramétricas sendo suas
medianas comparadas entre si por meio do teste de Dunn,
observando as semi-amplitudes interquartílicas. A mediana

compreende o valor central de uma série de observações, tal que a
freqüência dos valores inferiores é igual a dos valores superiores.
Já a semi-amplitude interquartílica diz respeito à forma com que os
dados se distribuem com relação às medianas (14). O programa
estatístico utilizado foi GraphPad InStat, versão 3.06 (GraphPad
Software).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Sete dias após a inoculação, pode-se observar intensa colonização
superficial dos tecidos das plantas pelo crescimento micelial do fungo,
nos tratamentos com isolados de Ceratobasidium spp. de caquizeiro e
de chá, em todas as cultivares de caquizeiro testadas e plantas de
cafeeiro (Mundo Novo), chá (IAC 259) e citros (Pêra – IAC 2000)
(Tabela 1, Figuras 2 e 3). Apesar da colonização micelial intensa das
plantas inoculadas com Ceratobasidium spp. do caquizeiro e do chá
(Figuras 2 e 3), não houve manifestação de sintomas mais severos,
como a queima de folhas e a produção de fios ou cordões miceliais.
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Figura 1. Escala de notas para avaliação da severidade da queima-do-fio
(Ceratobasidium spp. grupo Diospyrus) do caquizeiro: 0 (0% de área foliar
infectada), 1 (1 a 10% de área foliar infectada restrita as folhas do ponteiro),
2 (11 a 20%), 4 (21 a 40% de área foliar do ponteiro até a segunda folha
abaixo), 6 (41 a 60% de área foliar do ponteiro até a terceira folha abaixo),
8 (61 a 80%) e 10 (81 a 100% de área foliar infectada e de todas as folhas do
ramo). Escala de notas estabelecida de acordo com Azevedo (1).
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Evidenciou-se, assim, que mesmo sendo filogeneticamente distintos
(6), os dois grupos de isolados de Ceratobasidium spp. do caquizeiro
e do chá têm patogenicidade cruzada aos hospedeiros testados. Isto
poderia ser uma indicação de que já ocorreu especiação entre os grupos
filogeneticamente distintos de Ceratobasidium spp. do mal-do-fio
(grupo Diospyrus e grupo Camellia), mas o fungo ainda mantém  uma
gama de hospedeiros ampla, especialmente como hospedeiros de
reserva.

O fato do não aparecimento dos sintomas clássicos do mal-do-fio
pode ser explicado, por exemplo, em virtude da idade das brotações
dos ramos utilizados na inoculação, onde os tecidos de alguns ramos já
se apresentavam mais velhos e lignificados pela falta de uniformidade
entre as cultivares de caquizeiro na época de emissão de brotações.
Houve dificuldade também, em se obter, na mesma época, brotações
jovens das demais espécies de plantas testadas.

Outro fator que pode ter limitado o desenvolvimento mais severo
da doença está associado com as condições de condução do
experimento. No campo, a doença é mais severa durante períodos
chuvosos, com temperaturas elevadas, onde associados ao
adensamento da área foliar das plantas pelo intenso crescimento
vegetativo, forma um microclima favorável para que o fungo se
desenvolva (5). Entretanto, o sistema de nebulização da casa de
vegetação não funcionou de forma regular. Assim, para manutenção
das condições de umidade foi necessário manter (por uma semana)

Tabela 1. Patogenicidade do fungo do mal-do-fio (Ceratobasidium spp.
grupos Diospyrus e Camellia) a sete variedades de caquizeiro e
patogenicidade cruzada a plantas de cafeeiro, caquizeiro, chá e citros, em
condições de casa de vegetação.

Os símbolos + ou – indicam colonização de tecidos dos hospedeiros pelos respectivos
inóculos do patógeno.
*Observações efetuadas em cinco repetições.
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Figura 2. Colonização de órgãos aéreos de plantas de caqui (A), café (B),
chá (C) e citros (D) por Ceratobasidium spp. grupo Diospyrus sob condições
de casa de vegetação, 21 dias após a inoculação. Ilha Solteira, SP. As
testemunhas não inoculadas de cada uma das espécies testadas são
apresentadas à direita.
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Figura 3. Colonização de ramos destacados de plantas de caqui (A), café
(B), chá (C) e citros (D) por Ceratobasidium spp. grupo Diospyrus sob
condições de estufa incubadora biológica, sete dias após a inoculação. Ilha
Solteira, SP. As testemunhas (não inoculadas de cada uma das espécies
testadas são apresentadas à direita.
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Cultivares

Semi-amplitude 
interquart’lica

Pomelo  7,01  A2 ± 7,0

Taubatˇ 6,0 A ± 5,0
Rama forte 4,0 A ± 5,5

Rubi 4,0 A ± 3,5
Fuyu 5,0 A ± 4,5
Giro 7,0 A ± 6,0

Giombo 7,0 A ± 6,0
Fuyhana 4,0 A ± 4,5

Mediana

sacos plásticos envolvendo os ramos inoculados. Isso, embora
facilitasse a manutenção da umidade necessária para colonização dos
tecidos pelo fungo, exigiu que a avaliação fosse efetuada aos sete dias
após a inoculação. Caso os plásticos fossem mantidos por tempo
superior, aumentaria a incidência de amarelecimento e
conseqüentemente a queda foliar, inviabilizando a avaliação.

Também não foi possível oferecer às plantas o microclima favorável
necessário através do adensamento de plantas. Isto em função do
próprio delineamento experimental onde, para se evitar contaminação
cruzada por isolados do patógeno, foi mantido espaço entre plantas
inoculadas com diferentes grupos de isolados e as não inoculadas.
Dessa forma, associados aos demais fatores listados acima, o tempo
entre a inoculação e a avaliação foi insuficiente para que a doença
pudesse ser expressa em sua magnitude. Acredita-se que o período
necessário estaria em torno de 20 dias.

Acredita-se, também, que a seleção dos ramos a serem utilizados
para verificar a reação das plantas ao patógeno apresentou papel
importante no que diz respeito à severidade da doença e ao aparecimento
dos sintomas. A idade fisiológica do material inoculado afetou o
desenvolvimento de sintomas mais severos da doença (como por
exemplo, a queima de folhas). Tecidos jovens e tenros facilitariam a
infecção por parte do fungo e conseqüentemente, o desenvolvimento
dos sintomas. Nos testes para se avaliar a patogenicidade cruzada, os
ramos das plantas hospedeiras não eram suficientemente jovens e
uniformes, implicando como um dos fatores preponderantes para o
não desenvolvimento dos sintomas mais severos da doença.

Ao contrário do teste de patogenicidade cruzada, para o teste da
reação de cultivares de caqui foi possível a seleção de brotações jovens
uniformes para todas as cultivares testadas. Isto facilitou o
desenvolvimento de sintomas mais severos da doença devido à idade
fisiológica adequada do material inoculado. Utilizou-se ramos mais jovens,
com tecido mais tenro, propiciando a infecção por parte do fungo e,
conseqüentemente, o aparecimento de sintomas mais severos da doença.

Não foi verificada diferença significativa entre as cultivares de
caquizeiro quanto à severidade da doença, não sendo possível
identificar fontes de resistência à doença (Tabela 2).

Em estudos futuros, para se inferir se a especialização à
hospedeiros é a causa principal para a divergência genética
observada entre o grupo Diospyrus e o grupo Camellia de

Ceratobasidium spp., é necessário amostrar populações do fungo
oriundas de hospedeiros distintos porém em regiões próximas
geograficamente (denominadas de populações simpátricas). Em
adição, testes de patogenicidade cruzada com múltiplos isolados
do patógeno, geneticamente distintos, são necessários para se
detectar variações entre isolados e confirmar a existência e a
magnitude da especialização.
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