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Bioprospeccéo de fungos endofiticos do cafeeiro produtores de
compostos volateis antimicrobianos

Lucas Castro Alves*, Olinto Liparini Pereira, André Angelo Medeiros Gomes

Laboratdrio de Micologia e Etiologia de Doencas Fungicas de Plantas, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, 36570-900, Vicosa, Minas Gerais

*Bolsista PIBIC/FAPEMIG

Os fungos endofiticos sdo conhecidos por colonizar os tecidos das plantas sem causar
quaisquer sintomas aparentes de doenca e sdo capazes de crescer em todo o tipo de
orgdo da planta (folha, caule, raiz, frutos, sementes, flores). Alguns fungos endofiticos
sdo capazes de produzir compostos que podem afetar véarias caracteristicas das plantas
como crescimento, susceptibilidade a doencas, resisténcia a stress hidrico, etc. O
objetivo deste estudo foi o de prospectar fungos endofiticos, que assim como espécies
do género Muscodor, possuam capacidade de emitir compostos volateis que matem ou
inibam o crescimento de outros micro-organismos. Folhas, caule e frutos de plantas de
café foram coletados em fragmentos preservados de Mata Atlantica (Mata do Paraiso,
Vicosa-MG) e encaminhados ao Laboratério de Micologia e Etiologia de Doencas
Fungicas de Plantas. O material vegetal foi lavado e cortado em fragmentos de 5 — 10
mm. Posteriormente, os fragmentos foram desinfestados através de sua imersdo em
alcool 70% por 2 min, hipoclorito de sédio 2% por 2 min, seguido pela lavagem em
agua destilada autoclavada. O isolamento dos fungos endofiticos procedeu de acordo
com a técnica de cultivo paralelo, utilizando isolado de Muscodor como referéncia.
Ambos compartimentos de uma placa de Petri de plastico com uma subdivisdo foram
preenchidos com batata dextrose agar (BDA). Disco de micélio de 5 mm (diametro) de
cultura de M. coffeanum CDA 739 foi inoculado em um dos compartimentos da placa, e
incubado por 10 dias a 20 £ 2 °C, na auséncia de luz. Fragmentos de tecido vegetal
foram posteriormente colocados no outro compartimento da placa de Petri. A placa foi
selada com filme plastico PVC e incubada a 20 £ 2 °C, na auséncia de luz. As placas
foram observadas diariamente e hifas fungicas emergindo a partir dos fragmentos foram
transferidas para outra placa de Petri sem presenca do isolado CDA 739 de M.
coffeanum. Foram obtidos 89 diferentes isolados. Em screening para testar a capacidade
destes isolados de emitirem volateis antimicrobianos contra Aspergillus niger, seguindo
a técnica de cultivo paralelo anteriormente descrita, 15 isolados endofiticos inibiram o
crescimento de A. niger. Dentre esses, 3 isolados foram capazes de inibir em 100% o
crescimento do A. niger. Em ensaio de atividade antifungica in vitro contra Botrytis
cinerea, todos 3 isolados inibiram 100% o crescimento de B. cinerea, através de ensaio
de cultivo paralelo. B. cinera cultivado em placa de Petri sem a presen¢a de Muscodor
foi considerado como controle. A inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos por
isolados endofiticos através da emissdo de volateis antimicrobianos, demonstra a
perspectiva de sua utilizacdo no controle de doencas pds colheita através da
micofumigagdo. Entretanto, novos ensaios estdo sendo conduzidos para elucidar a
identidade desses isolados e identificar o perfil de compostos presentes na mistura de
volateis produzidos.



Selecéo de isolados de Clonostachys spp. para o biocontrole da giberela
do trigo

Amanda Silva Botelho*, Lucas Magalhédes de Abreu, Leticia Dias de Freitas, Andréa
Mirne de Macédo Dantas

Laboratério de Controle Bioldgico de Doencas de Plantas, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, 36570-900, Vicosa, Minas Gerais

*Bolsista PIBIC/CNPq

O controle bioldgico é uma importante ferramenta no manejo integrado de doencas de
plantas, pois permite a reducdo do uso de fungicidas e dos impactos socioambientais
associados ao controle quimico. O fungo Clonostachys rosea € um micoparasita
utilizado no biocontrole de doencas como mofo cinzento no morangueiro e giberela do
trigo. QOutras espécies de Clonostachys sdo comuns no ambiente e a hipotese por nos
testada € a de que estas podem ser tdo ou mais eficientes que o C. rosea no biocontrole
de doencas. O objetivo do estudo foi selecionar isolados de Clonostachys spp. para o
controle da giberela do trigo, doenca causada por Fusarium graminearum. Ap6s uma
triagem inicial com trinta isolados de Clonostachys spp., realizada com plantas de trigo
inoculadas em casa de vegetacdo, foram selecionados trés, pertencentes as espécies: C.
chloroleuca (CML 2537), C. rosea f. rosea (CML 2518) e C. pseudochroleuca (CML
2562). A capacidade destes trés isolados em controlar a giberela do trigo foi validada
em um bioensaio conduzido em camara de crescimento e sua sensibilidade ao fungicida
tebuconazol foi comparada aquela de F. graminearum em testes in vitro. Plantas de
trigo da cultivar BRS 264 foram produzidas e tratadas, no estagio de antese, com 0s
diferentes isolados, variando-se o nimero de aplicacdes (1, 2 ou 3) e a época (1, 7 dias
antes ou 3 dias apo6s a inoculacdo de F. graminearum), totalizando sete tratamentos por
isolado e dois tratamentos adicionais, um com tebuconazol e outro com F.
graminearum. O ensaio in vitro foi realizado em placas de Petri com meio de cultura
BDA contendo diferentes concentragcdes do fungicida (0, 1.0, 5.0, 10.0 e 20.0 pg/mL).
Os fungos foram incubados a 25 + 2 °C por 5-10 dias e o crescimento radial das
colbnias foi avaliado. No bioensaio com plantas de trigo, a aplicacdo dos isolados de
Clonostachys spp. aos 7 dias e 1 dia antes da inoculagdo com o patdgeno resultou nas
maiores reducdes na intensidade da doenca. Os trés isolados de Clonostachys
apresentaram efeitos similares, e maior reducdo da severidade da giberela (49,5%) foi
obtida com a aplicacdo do isolado CML 2562. O teste in vitro demonstrou que 0s
isolados de Clonostachys sdo pouco sensiveis ao tebuconazol. Os valores estimados de
EC50 (concentracdo necessaria para reduzir o crescimento do fungo em 50%) do
fungicida para os isolados de Clonostachys variaram de 15,87 a 82,18 pg/mL, bem
superiores ao obtido para F. graminearum (0,47 pg/mL). A validagdo do uso de
Clonostachys spp. para o biocontrole da giberela serd feita em campo e incluira a
aplicacdo alternada do fungicida tebuconazol e dos isolados antagonistas.



Desenvolvimento e validacéo de primers especificos via PCR para
deteccdo de Erwinia psidii em Eucalyptus spp.

Camila Ribeiro Costa*, Acelino Couto Alfenas, Claudia Noemy Montoya-Estrada,
Gustavo Marin-Ramirez, Lucio Mauro Silva Guimaraes

Laboratorio de Patologia Florestal Molecular, Departamento de Fitopatologia,
Universidade Federal de Vigosa, 36570-900, Vigosa, Minas Gerais

*Estagiaria Empresa Clonar

Dos fitopatdgenos bacterianos da eucaliptocultura, merece destaque a bactéria Erwinia
psidii, que causa a seca de ponteiros e em alguns casos a murcha e morte da planta,
gerando grandes prejuizos para a cultura. Por se tratar de um novo patossistema, sua
disseminacdo é desconhecida e sdo poucas as medidas de manejo aplicadas para seu
controle. Uma das hipdteses é que o patdgeno pode estar sendo disseminado por mudas
assintomaticas e quando ha um ambiente favoravel a doenca manifesta-se. A fim de
evitar o plantio de mudas com a bactéria, sdo necessarios métodos rapidos e sensiveis
para a deteccdo do patdgeno, principalmente em amostras assintomaticas. Assim, 0
presente estudo objetivou desenvolver primers especificos para a deteccdo de E. psidii
em eucalipto, testar sua especificidade e sensibilidade e validar no eucalipto os primers
Ep2L/Ep2R, desenvolvidos para a deteccdo de E. psidii em goiabeira. A partir das
sequéncias depositadas no GenBank dos genes gapA e rpoB de E. psidii, foram
desenhados quatro primers no programa Primer-Blast. A especificidade dos primers foi
testada com dez isolados de E. psidii obtidos de amostras de eucalipto, sete isolados de
bactérias endofiticas também obtidas de eucalipto, um isolado de Ralstonia
solanacearum (UFV 32) e um isolado de Xanthomonas axonopodis (UFV 587),
bactérias fitopatogénicas do eucalipto. A sensibilidade dos primers foi testada com o
DNA do isolado LPF534, diluido em série. Dos quatro primers desenhados, apenas o
gapA 6F/6R apresentou especificidade para E. psidii, amplificando um fragmento de
400 pb. Os demais amplificaram fragmentos em algumas das bactérias endofiticas.
Assim, como o gapA 6F/6R, o primer Ep 2L/2R desenvolvido para deteccdo da bactéria
em goiabeira foi eficiente para a deteccdo de E. psidii em amostras de eucalipto.
Comparando o poder de detec¢cdo dos dois primers, verificou-se que o gapA 6F/6R €
quatro vezes mais sensivel (0,7 ng/uL) que o Ep 2L/2R (2,7 ng/uL). Conclui-se que os
primers gapA 6F/6R e Ep 2L/2R sé&o eficientes para a deteccdo de E. psidii em
Eucalyptus spp, sendo o par de primers gapA 6F/6R mais vantajoso por apresentar
maior poder de deteccéo.



Epidemiologia comparativa de giberela do trigo causada por Fusarium
graminearum e Fusarium meridionale

Lucas de Carvalho Fiedler*, Emerson Medeiros Del Ponte, Maira Rodrigues Duffeck

Laboratdrio de Epidemiologia, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de
Vicosa, 36570-900, Vicosa, Minas Gerais

*Bolsista PIBIC/CNPq

A giberela ¢ uma importante doenca floral do trigo responsavel por danos no
rendimento da cultura e contaminagdo de grdos por micotoxinas. No Brasil, esta doenga
é causada por duas espécies fungicas que apresentam distinto potencial toxigénico: F.
graminearum (Fgra) que produz o tricoteceno desoxinivalenol e F. meridionale (Fmer)
que produz nivalenol. No entanto, estudos de levantamento mostram que Fgra ocorre
com maior frequéncia do que Fmer, que tem se mostrado menos agressiva do que Fgra
em estudos sob condic¢des controladas. No entanto, ndo se sabe se a temperatura exerce
influéncia nos processos de infecgdo e colonizagdo, 0 que pode ajudar a explicar a
distribuicdo das espécies e a maior predominancia de Fgra em regiGes com diferencas
climaticas. Em ambiente controlado, as cultivares BR 18 Terena e BRS Guamirim
foram escolhidas como padrdo suscetivel e de resisténcia moderada a giberela, sendo
estas utilizadas em distintos experimentos. Para testar o efeito da interacdo espécie x
temperatura, plantas de trigo de cada cultivar foram inoculadas por aspersdo durante a
antese e mantidas por 24h sob saturagdo de umidade em camaras de crescimento com
temperaturas de 19, 22, 25 e 28 °C. A severidade (% de espiguetas sintomaticas) foi
avaliada no quarto dia apés a incubacdo de 24h. No segundo experimento, o inéculo foi
aplicado na espigueta central e as plantas mantidas por 24h na temperatura de 25 °C
para promover a infeccdo. Posteriormente as plantas foram acondicionadas por 21 dias
em cada temperatura. O nimero de espiguetas sintomaticas a partir do ponto central foi
avaliado a cada 7 dias. Em condicdes de campo, utilizando a cultivar BRS 264, trés
tratamentos foram inoculados quando as plantas encontravam-se em antese plena,
sequido de irrigacdo por 48 horas: Fgra, Fmer, Fgra+Fmer. A severidade da doenca foi
quantificada aos 21 dias apds a inoculacdo. No experimento de infeccdo, houve
interacdo significativa entre indculo e temperatura (P <0.05) onde Fgra apresentou
maior média severidade do que Fmer em ambas cultivares, mas especialmente em
temperaturas mais baixas. No campo, a severidade média foi maior para Fgra (50%) e
Fgra+Fmer (48,5%), que diferiram significativamente de Fmer (40,7). De maneira geral,
Fgra se mostrou mais apto a causar doenca do que Fmer quando inoculado em cultivar
com resisténcia moderada e em temperaturas mais baixas. Os resultados do experimento
de colonizacdo serdo apresentados.



Sensibilidade de isolados de Alternaria grandis aos fungicidas
azoxistrobina, piraclostrobina e boscalida

Jo&o Paulo Honorato Machado*, Eduardo Seiti Gomide Mizubuti, Milene Lopes da
Silva

Laboratorio de Biologia de Populacbes de Fitopatogenos, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, 36570-900, Vicosa, Minas Gerais

*Bolsista PIBIC/CNPq

Vaérias doencas de plantas sdo causadas por fungos, e para muitas, o principal método de
controle é a aplicacdo de fungicidas. Nestes casos, 0 monitoramento da sensibilidade de
populacdes de fungos a fungicidas € indispensavel. Os objetivos deste trabalho foram:
desenvolver um teste de alto rendimento para avaliar a sensibilidade de Alternaria
grandis aos fungicidas Azoxistrobina (AZ), Piraclostrobina (PC) e Boscalida (BC); e
detectar possiveis mutacfes nos genes associados a resisténcia a esses fungicidas. O
meio liquido Czapek Dox foi suplementado com fungicida (45 pl) e distribuido em
pocos de placa de ELISA. Uma suspensdo a 6 x 10* conidios/mL foi suplementada com
antibioticos e 45 pl da mistura foi adicionado a cada pogo. As concentragdes dos
fungicidas foram: 0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1 ¢ 10 ug/mL. O ntimero de isolados
avaliados para AZ, PC e BC foi 32, 27 e 18, respectivamente. Acido salicil-hidroxamico
solubilizado em metanol foi adicionado as suspensdes de AZ e PC. Dimetil sulfoxido
(DMSO) foi utilizado para solubilizar BC, agua para AZ e acetona para PC. Os
controles variaram de acordo com cada fungicida usado. As placas de ELISA foram
mantidas a 300 rpm e 28°C por 16h no escuro. Decorrido o tempo de incubagdo, 10 ul
de MTT (4 mg/mL) foi adicionado a cada poco, e as placas foram mantidas novamente
a 300 rpm e 28°C por 3 h, antes de ser adicionado 150 pl de DMSO em cada pogo e
incubar novamente sob mesmas condicGes por 24h. Uma réplica do experimento foi
feita utilizando laminas de microscopia ao invés de placa de ELISA. Foram utilizadas as
mesmas suspensdes de conidios e fungicidas. A germinacdo foi avaliada pela contagem
de 100 conidios/lamina. Para a avaliacdo em placas, utilizou-se a leitura da absorbancia
a 538 nm. Foram detectados 11, 3 e 14 isolados com sensibilidade reduzida a AZ, PC e
BC, respectivamente. Absorbancia e germinacdo foram correlacionados: AZ (r =0,82; P
<0,01), PC (r=0,79; P <0,01) e BC (r=0,60; P < 0,01). Sequéncias parciais dos genes
associados a resisténcia a AZ e PC (cytb), e BC (AsSdhB, AsSdhC e AsSdhD) foram
obtidas de 8 isolados. Um isolado sensivel a todos os fungicidas também foi
sequenciado e usado como controle. Nenhuma mutagédo foi detectada para cytb, mas
foram detectadas mutacgdes pontuais nas subunidades B, C e D. Para o isolado AS248
foram detectadas trés mutacGes na subunidade B: W178R, A211T e S227P; uma
mutacdo na subunidade C (T164A) foi detectada nos isolados AS559, AS590, AS591 e
AS594; e na subunidade D trés mutacdes (V48I, A141V e V149A) foram detectadas no
isolado AS248, e a mutacio (S117P) no isolado AS588. E necessario adotar estratégias
na utilizacdo do produtos sitio-especificos afim de evitar a selecdo de populacbes
resistentes. Para tal, 0 manejo adequado € indispensavel.
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Etiologia da mancha de pestalotiopsis em palmeiras ornamentais
(Dypsis lutescens e Caryota mitis) e aspectos da patogenicidade do
patdgeno
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O Brasil € o terceiro pais mais rico em diversidade de palmeiras nativas, e seu mercado
de plantas ornamentais segue em progressiva expansao. Parte desse crescimento se deve
ao grande numero de espécies da familia Arecaceae utilizadas para composi¢cdo
paisagistica de pargues e jardins. No entanto, as doencas, com destaque para a mancha
de pestalotiopsis, afetam a qualidade e a comercializagdo de mudas de palmeiras.
Sintomas iniciais da mancha de pestalotiopsis sdo lesdes que coalescem e originam
extensas areas necrosadas com coloracdo esbranquicada e bordas pretas contendo
pontuacdes escuras no centro. Os objetivos deste trabalho foram: (i) averiguar a
etiologia da mancha de pestalotiopsis em palmeiras Dypsis lutescens (areca-bambu) e
Caryota mitis (rabo-de-peixe) por meio de caracteristicas morfoldgicas e analise
filogenética Bayesiana; (ii) avaliar a patogenicidade de cada isolado em ambas as
espécies de palmeiras. Amostras de folhas sintomaticas de mudas de rabo-de-peixe e
areca-bambu foram coletadas em viveiros na cidade de Vicosa, Minas Gerais. Para cada
espécie de palmeira foram obtidos dois isolados de Pestalotiopsidaceae. O DNA total
dos isolados foi extraido e as regides ITS (internal transcribed spacer region), TUB (j3-
tubulina) e TEF1-a (fator de elonga¢dao 1-o) foram amplificadas e sequenciadas. A
arvore filogenética multilocus (ITS+TUB+TEF1-a) foi construida utilizando sequéncias
adicionais do Genbank de Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. A
caracterizacdo morfoldgica e os testes de patogenicidade foram realizados com um
isolado de cada espécie de palmeira. Foram avaliados 30 conidios/isolado gquanto a
dimensdo da célula, o comprimento dos apéndices basais e apicais, a pigmentacdo das
células medianas (concolores ou versicolores) e o nimero de apéndices apicais. Os
testes de patogenicidade foram realizados em 3 folhas destacadas de cada espécie por
meio de discos de micélio, com e sem ferimentos. Cada repeticdo consistiu em trés
foliolos inoculados com 4 discos de micélio. Como controle, 0 mesmo nimero de folhas
foi inoculado apenas com discos de meio de cultura BDA, com e sem ferimento. O
agente etiolégico da mancha de pestalotiopsis em ambas as espécies de palmeiras
pertencem a duas espécies novas de Neopestalotiopsis, as quais serdo propostas de
acordo com o Codigo Internacional de Nomenclatura de Algas, Fungos e Plantas. A
dimensao dos conidios e 0 nimero de apéndices foram os atributos que menos variaram
entre os isolados, enquanto o comprimento dos apéndices apical e basal apresentou
maiores oscilagdes. As duas espécies de Neopestalotiopsis foram patogénicas a areca-
bambu e rabo-de-peixe, porém apenas quando ferimentos previos foram realizados. Este
é o primeiro relato de espécies de Neopestalotiopsis associadas a palmeiras ornamentais
no Brasil.
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Analise temporal da variabilidade e estrutura genética de Oxalis yellow
vein virus (OxYVV) infectando o hospedeiro néo cultivado Sida acuta

Jodo Paulo Silva*, Francisco Murilo Zerbini, César Augusto Diniz Xavier, Marcio
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O género Begomovirus (familia Geminiviridae) é composto por virus que infectam
plantas dicotiledoneas, possuem um ou dois componentes gendmicos de DNA circular
fita simples encapsidados em uma particula icosaédrica geminada, e sdo transmitidos
por diversas espécies do complexo Bemisia tabaci. Os begomovirus constituem um dos
mais importantes grupos de virus de plantas, causando doencas em diversas culturas de
importancia econdmica em todo o mundo. Com o advento de técnicas de amplificacdo
de DNA independentes de sequéncia, tais como a amplificacdo por circulo rolante
(rolling circle amplification — RCA), uma grande diversidade de espécies de
begomovirus tem sido descrita em hospedeiros ndo cultivados, especialmente das
familias Malvaceae e Fabaceae. Do ponto de vista ecoldgico, o estudo de populacdes
virais em plantas ndo cultivadas permite que se acompanhe a evolucao viral na auséncia
de gargalos impostos pelas préaticas agricolas. Do ponto de vista aplicado, esse tipo de
estudo é importante em funcdo do potencial risco de transferéncia para hospedeiros
cultivados e consequentes epidemias. Embora estudos sobre a variabilidade e estrutura
genética de populacdes de begomovirus em plantas ndo cultivadas tenham sido
conduzidos no Brasil, estes normalmente amostram grandes areas em um Gnico ponto
no tempo. Portanto, pouco se sabe sobre a dindmica temporal destas populacGes em
pequenas areas. Para preencher esta lacuna, nosso objetivo foi avaliar a variabilidade
genética de uma populacdo de Oxalis yellow vein virus (OxYVV) em plantas de Sida
acuta (familia Malvaceae), em uma éarea pequena ao longo do tempo. Amostras de Sida
acuta apresentando sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus foram coletadas no
periodo de 2011 a 2016 em uma area de aproximadamente 1 hectare no municipio de
Vicosa, MG. A partir destas amostras, 0 DNA total foi extraido e utilizado como molde
para RCA, seguido por digestdo com enzimas de restricdo, clonagem e sequenciamento
de genomas completos do OxYVV. Analise das sequéncias obtidas confirmou a
presenca de apenas OxYVV em plantas de Sida acuta. Analises de subdivisdo
demonstram que a populacédo €é subdividida em trés subpopulac@es distintas. Entretanto,
ndo houve estruturacdo temporal das subpopulagdes, havendo predominancia de apenas
uma subpopulacdo ao longo do tempo. E possivel que a estruturacdo temporal ocorra
em um periodo de tempo mais longo. Nossos dados demonstram que mesmo em areas
pequenas, begomovirus em plantas ndo cultivadas podem apresentar um elevado grau de
variabilidade genética.
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Sensibilidade de Fusarium spp. isoladas de arroz irrigado aos
fungicidas tebuconazol e azoxistrobina

Renato Arrudal*, Emerson Medeiros Del Ponte?, Franklin Jackson Machado?, Glaucia
Mara Moreira®, Camila Primieri Nicolli?, Larissa Bitencourt Gomes?

! Laboratério de Epidemiologia, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal
de Vigosa, 36570-900, Vigosa, Minas Gerais

2 Laboratorio de Sistematica e Ecologia de Fungos, Departamento de Fitopatologia,
Universidade Federal de Lavras, 37200-000, Lavras, Minas Gerais

*Bolsista PIBIC/CNPq

O Brasil € grande produtor e consumidor de arroz. Maior parte da producgdo concentra-
se no sul do pais onde o manejo com fungicidas € pratica generalizada nas areas
comerciais. Resultados prévios mostraram que varios complexos de espécies de
Fusarium (CEF) ocorrem em arroz no Brasil. Embora ndo causem sintomas aparentes
em paniculas, muitas dessas espécies produzem micotoxinas cujos limites maximos sao
estabelecidos em legislacdo. O objetivo do estudo foi avaliar a sensibilidade de isolados
pertencentes aos principais CEF obtidos de grdos de arroz aos fungicidas tebuconazol
(TEBU) e azoxistrobina (AZOX). lIsolados de F. graminearum (FGSC, n = 5), F.
fujikuroi (FFSC, n = 6), F. incarnatum-equiseti (FIESC, n = 5) e F. chlamydosporum
(FCSC, n = 4) foram utilizados para determinar a concentracao efetiva capaz de reduzir
em 50% (ECso) a germinacédo de conidios (8 horas de incubacéo) para azoxistrobina e o
crescimento micelial em BDA (4 dias de crescimento) para tebecunazol. As doses
crescentes do principio ativo foram: 0; 0,25; 0,5, 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ug/mL. A ECsp foi
obtida por meio da regressao linear entre a porcentagem de inibicdo relativa a
testemunha e o log das doses utilizadas para cada isolado. Os valores médios de ECso
para TEBU foram 1,76 pug/mL para FCSC; 0,32 pug/mL para FGSC; 0,24 pug/mL para
FIESC e 0,02 pg/mL para FFSC. Para AZOX, as médias de ECso foram 1,59; 0,96; 0,68
e 0,08 pg/mL para FGSC, FIESC, FFSC e FCSC, respectivamente. Ndo houve
correlagéo significativa entre os valores de ECsp para os dois fungicidas (r = 0,17; P =
0,484). A variada sensibilidade pode ser um fator associado a prevaléncia dos diferentes
CEF em éareas com aplica¢des intensivas de fungicidas. Estudos futuros terdo enfoque
na producdo de micotoxinas pelos isolados fungicos dos diferentes CEF na presenca de
fungicida.
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Avaliacdo da eficiéncia de transmissdo dos begomovirus Tomato yellow
spot virus (ToYSV) e Tomato severe rugose virus (ToSRV) pelo inseto
vetor Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1)
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Os virus classificados no género Begomovirus (familia Geminiviridae) apresentam um
ou dois componentes gendmicos de DNA de fita simples (ssDNA) circular, e sé&o
transmitidos por Bemisia tabaci a plantas dicotileddneas. Os begomovirus séo
responsaveis por perdas econémicas severas na agricultura, principalmente em regifes
tropicais e subtropicais. A emergéncia de novas espécies de begomovirus infectando
tomateiro no Brasil é um reflexo da dindmica populacional do inseto vetor,
principalmente a introducdo da B. tabaci Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1) em
meados da década de 1990. Atualmente 16 espécies de begomovirus sdo reconhecidas
como capazes de infectar o tomateiro naturalmente em campos de produc¢do no Brasil,
embora poucas espécies estejam amplamente disseminadas no campo. O Tomato severe
rugose virus (TOSRV) é a espécie de begomovirus que predomina infectando tomateiro
na regido Sudeste. Outros begomovirus, como o Tomato yellow spot virus (ToYSV),
tem sido relatados esporadicamente. Esse padrdo biogeografico pode ser resultado da
co-evolucgdo virus-hospedeiro ou devido a diferencgas na eficiéncia de transmissao pelo
inseto vetor. O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia de transmissdo do
ToYSV e ToSRV pela mosca branca B. tabaci MEAML. Para caracterizagdo da
eficiéncia de transmissdo dois pardmetros foram avaliados, o periodo-acesso de
aquisicdo (PAA) e o periodo-acesso de inoculacdo (PAI). Foram definidos 8 PAA: 0
min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h, onde moscas-brancas foram alimentadas em
plantas infectadas por ToOSRV ou ToYSV. Apds cada PAA, quinze individuos foram
coletados aleatoriamente e transferidos para plantas sadias de tomateiro 'Santa Clara’,
nas quais foram mantidos por um periodo de 24 h para a transmissao do virus. A fim de
determinar o periodo minimo para a inoculacao, foram definidos 8 PAI: 0 min, 30 min,
1h,2h,3h,6h, 12 he 24 h. Moscas-brancas foram alimentadas em plantas infectadas
por TOSRV ou ToYSV por um periodo de 24 h, apés o qual quinze individuos foram
coletados aleatoriamente e transferidos para plantas sadias de tomateiro 'Santa Clara’,
onde foram mantidos de acordo com cada PAI. Apds cada PAA e PAI as moscas-
brancas foram eliminadas por meio da aplicacdo de inseticida, e as plantas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo por um periodo de 35 dias. Ao final desse periodo, o
DNA total foi extraido e utilizado para realizacdo de PCR convencional utilizando
oligonucleotideos especificos para cada espécie viral. O ToSRV foi transmitido mais
eficientemente, apresentando menores PAA e PAI, comparado ao ToYSV, que foi
transmitido com baixissima eficiéncia. Estes resultados demonstram que o padrdo
biogeografico apresentado por diferentes espécies de begomovirus e predominancia de
poucas espécies no campo pode ser em parte devido a maior eficiéncia de transmissdo
pelo inseto vetor.
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Sobrevivéncia de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum mantidos a
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Sclerotinia sclerotiorum causa o mofo branco em vérias culturas. Trata-se de um fungo
polifago, com ampla gama de hospedeiros e capaz de sobreviver longo periodo de
tempo no solo por formar estruturas de sobrevivéncia denominadas esclerddios. Baixas
temperaturas sdo necessarias para que haja estimulo a germinacéo dos esclerddios. Nas
regides temperadas, durante o inverno, os esclerddios podem passar por periodo de
temperaturas baixas (< 0 °C). Porém, ndo se conhecem 0S requerimentos para a
germinacdo miceliogénica ou carpogénica dos esclerédios formados em clima tropical.
Este estudo foi conduzido para avaliar o efeito de diferentes temperaturas de incubacao
na viabilidade de esclerddios coletados em clima tropical. Os esclerédios foram
amostrados em duas areas com alta incidéncia de mofo branco na cultura do feijoeiro:
Oratorios-MG e Vicosa-MG. Os esclerodios foram contados e classificados como
pequenos, médios e grandes. Cinco esclerédios médios (5,0 comprimento x 3,0 largura
X 2,7 mm de altura) foram selecionados e colocados em placas de Petri (60 x 15 mm), as
quais foram posteriormente envoltas em papel aluminio para simular a baixa intensidade
luminosa no solo. As placas foram mantidas a -20, 18 e 24 °C por 2 meses. Ap0s
incubacdo, um esclerddio de cada repeticdo foi selecionado ao acaso para avaliacdo da
germinacdo em meio BDA e outros quatro foram colocados em placas de Petri com
areia esterilizada e mantidas a 18 °C com fotoperiodo de 16 h. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. A temperatura de
incubacdo ndo influenciou a germinacdo miceliogénica. Todos os esclerddios cresceram
normalmente em meio BDA, entretanto aqueles provenientes de Orato6rios, mantidos a -
20 °C e os de Vicosa mantidos a 18 °C produziram maior nimero de esclerodios (média
= 28 e 31 esclerddios/placa, respectivamente). Quanto a germinagdo carpogénica,
esclerodios formaram pelo menos um apotécio, independentemente da temperatura.
Amostras coletadas em Oratdrios produziram maior nimero de apotécio que as de
Vicosa. Esclerédios de Oratérios mantidos a -20 °C tiveram maior estimulo para
formacdo de apotécio, produziram quase duas vezes mais do que aqueles mantidos a 18
e 24 °C. Porém, ndo houve influéncia da temperatura sobre esclerédios de Vigosa. A
temperatura de incubacdo ndo afeta a viabilidade dos esclerddios produzidos em clima
tropical, mas pode estimular a producédo de apotécios.
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A Mamoneira também conhecida como carrapateira € uma planta oleaginosa
pertencente a familia Euphorbiaceae, ela é uma cultura de grande importancia
econdmica em varios paises, principalmente pelo o uso de seu 6leo, que é amplamente
utilizado na inddstria como matéria prima de varios produtos, como biodiesel, farmacos,
tintas e plasticos. No Brasil, a mamoneira é encontrada em diversas regides, entretanto,
foi na regido semiarida do Nordeste que o cultivo dessa oleaginosa teve o maior
aumento de area. A expansdo das areas de cultivo no Brasil vém sendo acompanhada
pela ocorréncia de diversas doencas, onde se tém observado uma elevada incidéncia de
podriddo no caule e nos ramos, causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae,
entretanto, varios trabalhos utilizando ferramentas moleculares vém demostrando o que
se acreditava que compreendia apenas uma Unica espécie fungica com base em critérios
morfoldgicos, representa um complexo de espécies cripticas pertencente a ordem
Botryophaeriales, tém sido observada uma elevada incidéncia de plantas nas regides
produtoras com estas doencas, onde em casos de maior severidade, pode causar a morte
das plantas. Diante da importancia da cultura da mamoneira e da caréncia de estudos
que visem a elucidacdo da etiologia de doencas na cultura, os objetivos deste trabalho
foram identificar as espécies de Botryosphaeriales associadas a podriddes citadas acima
no Brasil e testar a patogenicidade dos isolados. Baseado em analises filogenéticas por
Inferéncia Bayesiana das regifes génicas ITS e TEF-la combinadas, foram
identificadas quatro diferentes espécies de Botryosphaeriales, Lasiodiplodia brasiliense,
L euphorbicola L. hormozganensis, e L. theobromae associadas a cultura da mamoneira.
Todas as espécies foram patogénicas e demostraram algum sintoma da podriddo. Assim,
de acordo com os resultados deste trabalho, esta doenca é causada por varias espécies de
Lasiodiplodia e este é o primeiro relato de L. brasiliensis, L. euphorbicola e L.
hormozganensis associadas @ mamoneira no Brasil.
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Avaliacao da propriedade de ligacdo a acidos nucléicos da proteina p15
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Uma das doengas em soja causadas por virus que tem se destacado e disseminado
rapidamente no Brasil € a necrose da haste de soja. O agente etioldgico € o Cowpea mild
mottle virus (CPMMV), género Carlavirus, familia Betaflexiviridae, seu genoma é
composto por RNA fita simples, sentido positivo, contendo seis fases abertas de leitura
(ORFs): a ORF1 que codifica a replicase viral dependente de RNA; as ORF2-4
constituem o Bloco Triplo de Genes (TGB) que codificam proteinas responsaveis pelo
movimento viral; a ORF5 codifica a proteina do capsideo; e a ORF6 que codifica uma
proteina rica em cisteina (CRP). O CPMMYV leva a ocorréncia de sintomas em soja
como necrose da haste, necrose dos peciolos e brotos, mosaico, mosqueado, reducao do
porte e até morte de plantas. O virus é transmitido pela mosca-branca Bemisia
tabaci MEAML1 de forma mecénica e ndo persistente. Apesar de diferentes isolados ja
serem caracterizados, os mecanismos relacionados a patogenicidade viral e as vias de
resposta de defesa da planta, assim como as interacdes entre fatores do virus e do
hospedeiro, ainda sdo pouco compreendidos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
propriedade de ligacdo da proteina rica em cisteina p15 do CPMMV a regido promotora
do gene SNC1. Este gene esta relacionado a imunidade desencadeada por efetores da
planta hospedeira. Foi realizado o ensaio de mono-hibrido, em levedura Saccharomyces
cerevisiae Y187, utilizando as construcGes recombinantes pGADT7AD-p15 e pLacZi-
promSNC1. O cDNA da proteina “prey” foi clonado fusionado ao dominio de ativagdo
(AD) transcricional localizado na por¢do C-terminal do gene Gal4 do vetor
pGADT7AD. A regido promotora do gene SNC1 “bait” foi clonada no vetor pLacZi
que possui 0 gene reporter LacZ regulando a expressao e atividade da p-galactosidase.
Desta forma, somente se houver interacdo proteina-DNA havera atividade da B-
galactosidase a qual atua como uma hidrolase sobre o x-gal, liberando um croméforo
azul. Os clones resultantes da transformacéo apresentaram coloracdo azul indicando que
a proteina p15 esta se ligando a regido promotora do gene SNC1.
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Primeiro relato de Corynespora cassiicola em Cryptostegia
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Cryptostegia madagascariensis (Apocynaceae) — unha-do-diabo no Brasil — é uma
videira que foi restrita a sua faixa nativa em Madagascar, mas que agora ¢é generalizada
nos tropicos por causa de suas flores vistosas de rosa a violeta, e como uma possivel
fonte alternativa de borracha, mas depois se tornou uma espécie invasiva onde foi
introduzida. Uma pesquisa de &reas infestadas nos estados do Ceara e Piaui para
identificar fungos antagonistas existentes da unha-do-diabo foi realizada em julho de
2015. Uma populacdo de C. madascariensis foi encontrada ao longo da fronteira do rio
Paranaiba com sintomas de manchas foliares. Estas eram irregulares e de cor castanho a
branco centralmente e com bordas castanhas escuras, levando a planta a amarelar e
causando queda de folha prematura. Os conidios foram transferidos para placas de PDA
e uma cultura pura foi obtida e depositada na cole¢do de cultura local. Um espécime
representativo foi depositado no herbario local. As estruturas fungicas foram raspadas
das estruturas infectadas e montadas em laminas com lactoglicerol para observacao sob
microscopio. A morfologia era tipica de Corynespora cassiicola. O DNA foi extraido
com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) seguindo as instrugdes do
fabricante e a regido ITS foi amplificada com primer ITS4 e ITS5 universais e
sequenciada pela Macrogen (Coréia). O mesmo possui uma homologia 100%
semelhante com outra sequéncia do GenBank de C. cassiicola. A patogenicidade foi
testada inoculando cinco plantas de C. madagascariensis com dois anos de idade
saudaveis com uma suspenséo de conidios / mL de 1 x 10* . As plantas foram mantidas
em uma camara Umida durante 48 horas apds a inoculacdo e depois transferidas para
uma bancada de estufa. Dois dias apds a inoculacdo, os sintomas tipicos da mancha
foliar apareceram apenas em plantas inoculadas, duas plantas de controle tratadas de
forma semelhante, mas pulverizadas com agua destilada, permaneceram saudaveis. As
colbnias tipicas de C. cassiicola foram obtidas por isolamentos de tecidos necroéticos.
Este é o primeiro relato de C. cassiicola como patégeno de C. madagascariensis em
todo o mundo e o terceiro registro de um patdgeno fungico neste hospedeiro no Brasil.
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O eucalipto € atualmente a maior fonte de matéria prima para a industria de madeira e
derivados no Brasil. Nos dltimos anos tém aumentado os relatos de bactérias infectando
e causando prejuizos a cultura. Dentre as doencas bacterianas com maior impacto
econdmico, se destacam a murcha-bacteriana, causadas por Ralstonia solanacearum, e a
seca-de-ponteiros, causada por Erwinia psidii. Essas bactérias podem estar presentes
nas areas de plantios ou serem levadas de forma assintomaticas nas mudas, sendo essa a
forma mais importante de transmissdo dessas bacterioses. A detec¢do rapida em mudas
e minicepas assintomaéticas é de suma importancia porque permite tomada de decisdo
frente a presenca do patdgeno, de modo a reduzir in6culo e evitar a disseminacdo dessas
bactérias. O diagndstico de bactérias por métodos convencionais pode demorar até duas
semanas, requerendo fazer isolamento de col6nias puras para posterior identificacdo do
agente causal por meio de métodos fenotipicos, bioquimicos e moleculares. Ja os
métodos imunoldgicos rapidos tém como vantagens de serem utilizados diretamente no
tecido vegetal e o resultado ser obtido no maximo em 30 min. Assim, objetivou-se neste
trabalho detectar R. solanacearum e E. psidii em mudas e minicepas assintomaticas por
meio de testes imunoldgicos rapidos. Para isso foram avaliadas 6.900 mudas de dez
clones de eucalipto e 2.620 minicepas de trés clones. As amostras foram processadas em
‘bulks’ de dez plantas cada. Inicialmente foram retirados fragmentos de tecido de
diferentes partes da planta (folha, caule e raiz) que foram utilizados para realizacdo dos
testes soroldgicos e para isolamento indireto visando a obtencao de col6nias bacterianas
puras. Para detecgdo de R. solanacearum, utilizou-se kits comerciais, enquanto para
deteccdo de E. psidii foi feito o teste de aglutinacdo com anticorpo policlonal especifico,
desenvolvido nos Lab. de Patologia Florestal e Imunoquimica e Glicobiologia da UFV.
Dos 690 ‘bulks’ de mudas avaliadas, 35 foram positivos para R. solanacearum e
nenhum para E. psidii. Dos 262 ‘bulks’ de minicepas avaliados, 17estavam infectados
com R. solanacearum e nenhum foi positivo para E. psidii. Todas as colénias
morfologicamente semelhantes a E. psidii e R. solanacearum, obtidas pelo isolamento
indireto, foram soronegativas e soropositivas, respectivamente, confirmando o resultado
dos testes sorolégicos. Pode-se concluir que é possivel detectar a presenca de bactérias
fitopatogénicas em plantas assintomaticas através de testes imunoldgicos rapidos,
podendo ter um importante impacto na sanidade das mudas e viveiros do pais, se
utilizado rotineiramente pelos produtores de mudas de eucalipto.
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