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RESUMO

A éarea plantada com pupunheira (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes Henderson)
para a producado de palmito tem aumentado nos estados da Bahia, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Tocantins, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina. Nestas regides, 0s
plantios dessa palmeira sdo atacados pela doenca conhecida como podriddo da
base do estipe (PBE), associada ao oomiceto Phytophthora. As plantas doentes
apresentam amarelecimento da primeira e segunda folha aberta e da folha bandeira
seguido de morte da touceira. H& poucos trabalhos sobre a etiologia desta doenca.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar com base em caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e moleculares, os isolados de Phytophthora provenientes
de plantios de pupunheira visando a sua identificacdo especifica. Utilizou-se 31
isolados de Phytophthora oriundos de plantios de pupunheira dos estados de Sao
Paulo (Eldorado, Cajati e Registro), Parana (Paranagua e Morretes) e Santa
Catarina (Massaranduba, Garuva e Joinville). Avaliou-se o crescimento micelial dos
isolados de Phytophthora sp. em oito temperaturas (8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36
°C), o aspecto das colbnias, a producdo de esporangios, clamiddsporos e 06sporos.
Foram realizadas medicdes de 50 estruturas de cada isolado. Procedeu-se andlise
molecular dos isolados com base nas regifes ITS1 e ITS2 e Cox1l e Cox2. Foram
observados trés padrdes de colbnia classificados em ligeiramente estrelado,
estrelado e cotonoso, sendo o ligeiramente estrelado mais frequente. Nao houve
crescimento micelial nas temperaturas de 8 °C e 36 °C, sendo a temperatura 6tima
de 23,7 °C. Os esporangios foram caracterizados como papilados e caducos,
elipsoides, em sua maioria, com medidas entre 21,1 - 84,8 um de comprimento e
17,4 — 41,7 pm de largura, com pedicelos curtos, entre 0,4 - 6,6 um formados em
ontogenia simpodial. A relacdo comprimento/largura (C/L) variou de 1,3 - 1,9. As
papilas mediram entre 0,9 - 11,2 um de profundidade e 0,5 - 11,4 um de largura.
Clamidésporos mediram de 20,0 - 53,6 um de diametro e 0,3 - 4,4 um de espessura
de parede, apresentaram-se globosos, terminais e intercalares. Todos os isolados
tiveram natureza heterotdlica, pertencentes ao tipo Al. Os odsporos globosos,
apleréticos e sem ornamentacées nas paredes mediram de 26,0 - 63,6 um, com
anteridios anfigenos e oogdnios medindo entre 32,2 - 72,4 ym. Com base nas
caracteristicas morfofisioldgicas e moleculares, os isolados de pupunheira foram
enquadrados na espécie Phytophthora palmivora (Butler) Butler.

Palavras-chave: Taxonomia, Oomiceto, Bactris gasipaes, Patologia Florestal,
etiologia.



ABSTRACT

The area planted with peach palm (Bactris gasipaes) for palm heart production has
increased in Brazil, especially in the states of Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Tocantins, Sdo Paulo, Parand and Santa Catarina. In these regions, both young and
adult plantations of this palm tree are attacked by several diseases, standing out the
disease known as stem base rot (SBR), which is associated to the oomycete
Phytophthora. Diseased plants are characterized by yellowing of the first and second
open leaf and the flag leaf followed by the death of the clump. There are few studies
on the etiology of this disease. Thus, the main objective of this study was to
characterize the Phytophthora isolates from peach palm and thirty one isolates of
Phytophthora originated from peach palm plantations from the states of Sdo Paulo
(Eldorado, Cajati and Registro), Parand (Paranagud and Morretes) and Santa
Catarina (Massaranduba and Joinville) were used in order to obtain their specific
identification. It was evaluated the mycelial growth of Phytophthora sp. isolates in
eight temperatures (8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36 °C), the aspect of the colonies and
the production of sporangia, chlamydospores and oospores. Also, measurements of
the each structure were taken being 50 structures per isolate. It was proceeded the
molecular analysis of the isolates based on the analysis of the ITS1 and ITS2 and
Cox1 and Cox2 regions. It was observed three colony patterns classified into slightly
starry, starry and cottony, being the slightly starry the most frequent. There was no
mycelial growth at 8 °C and 36 °C and the optimum temperature range for growth
was 23.7 °C. Sporangia presented, mostly ellipsoid, measurements between 23.7 -
84.8 uym long and 17.4 - 41.7 ym wide and were characterized as papillate,
caducous, with pedicels long to short, measuring between 0.4 - 6.6 um, formed in
simpodial ontogeny. The length/width ratio (L / W) ranged from 1.3 - 1.9. The papillae
measured between 0.9 - 11.2 ym deep and 0.5 - 11.4 um wide. Chlamydospores
measuring between 20.0 - 53.6 ym in diameter and 0.3 - 4.4 ym of wall thickness,
were globular, terminals and intermediate. All isolates were classified as
heterothallic, belonging to Al type. Oospores measuring between 26.0 - 63.6 ym
were globose, aplerotic and with unornamented walls, with amphigenous antheridia
and oogonia measuring between 32.2 - 72.4 uym. Based on the morphological,
physiological and molecular characteristics, the peach palm isolates belong to the
specie Phytophthora palmivora Butler.

Key-words: Taxonomy, oomycete, Bactris gasipaes, Forest Patology, etiology.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - MORFOLOGIA DAS CULTURAS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA A
24°C COM SETE DIAS DE CULTIVO EM MEIO DE CULTURA V8-AGAR: A -
LIGEIRAMENTE ESTRELADO (ISOLADO SP1), B — ESTRELADO (ISOLADO SA8) E C —
COTONOSO (ISOLADO MATATIAS). ..ottt 34

FIGURA 2 - FORMAS DOS ESPORANGIOS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE
PUPUNHEIRA, (A) ELIPSOIDE, (B) OVOIDE, (C) GLOBOSO, (D) OBTURBINADO COM
PRESENCA DE CLAMIDOSPORO, (E) LIMONIFORME, (F) BIPAPILADO E (G, H, I)
FORMAS DISTORCIDAS. AUMENTO DE 400X. ......mvvveoeeeeeseeersesesseseeessssssssessssessssssssseseses 35

FIGURA 3 - CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA,

(A) TERMINAL E (B) INTERCALAR. AUMENTO DE 400X. ...ccctoireieieieenienienieseeseeeeieeeeeiens 36
FIGURA 4 - DISPOSICAO DOS ESPORANGIOS NOS ESPORANGIOFOROS:
ONTOGENIA DO TIPO SIMPODIAL. AUMENTO DE 100X. .....ccccooeiiiiiiiiiiniicicieieeee 41

FIGURA 5 - OOSPOROS DE ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA:
APLEROTICOS COM DESTAQUE PARA O ANTERIDIO ANFIGENO (SETAS). AUMENTO
DE O0X. ... ittt bbb e 44

FIGURA 6 - - CURVAS DE CRESCIMENTO MICELIAL (MM) DE ISOLADOS DE
Phytophthora sp. DE PUPUNHA, EM OITO TEMPERATURAS DIFERENTES. NUMEROS
SEGUIDOS POR (*) REPRESENTAM O VALOR DA DERIVADA DE CADA CURVA
(TEMPERATURA OTIMA). ..ottt s st ses st ss s sssessssssssssnesssssnesnes 46

FIGURA 7 - MUDA DE PUPUNHEIRA INOCULADA COM Phytophthora sp. (DIREITA) E
TESTEMUNHA (ESQUERDA). ....o.ccoeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeeeesesseesssesseessesseeeessseessssssesssssseessssseseseees 49



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA ORIUNDOS DOS
ESTADOS DE SAO PAULO, PARANA E SANTA CATARINA........ccccoveeeerciecieee 24

TABELA 2 - CARACTERISTICAS CULTURAIS COMO: PADRAO DE COLONIA,
FORMA DOS ESPORANGIOS E PRESENCA DE CLAMIDOSPOROS DOS
ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA..........cccviiiiiiiieeeeeee e 31

TABELA 3 - DIMENSOES DOS ESPORANGIOS, PAPILA, PEDICELO E
CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA
ORIUNDOS DOS ESTADOS DE SAO PAULO, PARANA E SANTA CATARINA.....37

TABELA 4 - GRUPO DE COMPATIBILIDADE, DIMENSOES DE OOGONIO E
OOSPORO DE ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA ...................... 42

TABELA 5 - SIMILARIDADE DE ISOLADOS DE Phytophthora palmivora DE
PUPUNHEIRA, MEDIANTE COMPARACAO DE SEQUENCIAS DE DNA DOS
GENES ITS E COX DO BANCO DE DADOS PHYTOPHTHORA-ID.........ccovvvvvnnnnnn. 50



SUMARIO

O | N 200510 07.X @ T 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 16
2.1, A PUPUNNEIMA....cciiiiiiiiiiiii 16
2.2. A podriddo da base do estipe..........coooviiiiiiiiiiiiiiii 17
2.3. O género Phytophthora........cccccoiiiiiiiiiieeee 18
2.3.3.  Phytophthora palmivora Butler (Butler).........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 19
2.4. Taxonomia e identificacdo de Phytophthora .............cccccvvviiiiiiiiiici, 21
3. MATERIAL E METODOS.......coctiiiiieieitienieeeiee sttt snenenens 23
3.1 Origem e preservacao dos iSOladosS..........c.ceuuuuiiiiiieeiiiiiiieee e, 23
3.2 Caracterizacdo morfofisiolégica dos isolados de Phytophthora sp. ............. 25
3.2.1 CaracteristiCas CUIUIAIS .........ccooiiiiiiiiiiiiiiieee e 25
3.2.2  Morfologia e dimenséo de esporangios e clamidosporos..................... 25
3.2.3 Ontogenia dOS ESPOraNGIOS.......ccceviveriiuiiiieeeeeeeeeeitiee e e e e e e e eee e 25
3.2.4 Morfologia do anteridio e dimensdes do oogdnio e 04Sporo ................. 26
3.2.5 Avaliagao do crescimento micelial em diferentes temperaturas ............ 27
3.2.6 Teste de patogenicidade dos iSOladOS..........cccovvvvviiiiiiiiee e 27

3.3 Caracterizacdo molecular dos isolados............ccccovvieeiiiiiiiiiiiii e, 28
3.3.1 Processo de extrac8o de DNA........oooiiiiiiiiie e 28

3.3.2 Reacgdo da polimerase em cadeia (PCR) .......coovviiiiiiiiiiiiiiieiiiiieee 28



3.3.3 Reacio de SEQUENCIAMENTO ........uuuuurerriiiiiiiiiiiiiieieeiieieeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeees 29

4, RESULTADOS ... et e e e e e e e e e e eaa e e eaneees 31
4.1 Caracterizagdo morfofisiolégica dos isolados de Phytophthora sp. ............. 31
4.1.1 CaracteriStiCas CUITUIAIS ............uuuuuruuummniiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneiinienneenes 31
4.1.2 Morfologia e dimensao de esporangios e clamidOSporos............cc.eveee. 34
4.1.3 Avaliacdo da ontogenia dOS @SPOrangios ...............eueeeeummmmmnmnmnnnnnnnnnnnnnns 41

4.1.4 Avaliacdo da compatibilidade dos isolados, morfologia do anteridio e

dimensBes dO 00GONIO € OOSPONO ....uuuuieeeeeieeeeiiiiiee e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e 42
4.1.4 Avaliacdo do crescimento micelial em diferentes temperaturas ............ 45
4.1.6 Teste de patogenicidade dos isolados de Phytophthora sp................... 48

4.2 Caracterizacdo molecular dos iSOlados.........cccoceevvviviiiiiiiiiie e, 49
5. DISCUSSAD ..ottt bbbttt 51
B.  CONCLUSAOD ...oouimiiiiiiiitet ettt 55

REFERENCIAS ... ettt 56



14

1. INTRODUCAO

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes Henderson) se destaca
em relacdo a outras espécies produtoras de palmito como o palmito jucara (Euterpe
edulis Martius) e acai (Euterpe oleracea Martius), por sua precocidade no primeiro
corte, com a possibilidade de cortes anuais sucessivos, conferindo-lhe
caracteristicas de cultura perene. A espécie apresenta ampla adaptacéo geografica,
alto perfilhamento e o palmito ndo sofre escurecimento (oxidacdo) apds o corte
(TONET et al., 1999). Tornando-se assim, uma alternativa comercialmente viavel na
produgédo do palmito.

Com a expanséo das areas plantadas, a pressédo das doencas aumenta, tanto
nos viveiros de producdo de mudas quanto em areas de plantio comercial,
potencializando os danos causados pela doenca. Patégenos como Phytophthora
palmivora (Butler) Butler e Fusarium spp. vém se destacando como agentes causais
de doencas na pupunheira. (MAFACIOLI et al., 2009).

O género Phytophthora possui ampla distribuicdo geogréfica, atacando
culturas de importancia econémica, abrangendo espécies herbaceas, arbustivas e
arbéreas e infectando aproximadamente 3.000 espécies de hospedeiros
(HARDHAM, 2005). Phytophthora causa podriddo radicular nos seus hospedeiros,
reduzindo-lhes a capacidade de absorcdo de agua e nutrientes. Na parte aérea 0s
sintomas reflexos sdo amarelecimento das folhas, desfolhamento, morte da
extremidade dos ramos e exsudagao no tronco.

Dentre as espécies do género, Phytophthora palmivora (Butler) Butler, tem se
destacado como o0 oomiceto agente causal da doenca conhecida como podridao da
base do estipe (PBE). As plantas atacadas pela PBE -caracterizam-se pelo
amarelecimento da primeira e segunda folha aberta e folha bandeira, seguido por
morte da touceira. Quando se realiza o corte transversal na base do estipe observa-
se 0 escurecimento dos tecidos internos, com posterior podriddo generalizada. A
doenca ocorre em plantas jovens e adultas de pupunheira (SANTOS et al., 2004).

A podriddo da base do estipe associada a P. palmivora (STEIN et al., 1997)
ja foi relatada em varios estados do Brasil como no Para (BENCHIMOL et al., 1998),
Pernambuco (TAVARES et al.,, 1998), Sado Paulo (PIZZINATTO et al., 2002),
Tocantins (UESUGI et al., 2003), Goias (TOMITA et al., 2006), Bahia (PAIM et al.,



15

2006), Paranad (SANTOS et al., 2004) e Santa Catarina (SANTOS et al., 2007).
Sendo estudadas em inumeros hospedeiros como, mamoeiro, cacaueiro,
seringueira, coqueiro, citros, berinjela, bananeira ornamental, manjericdo, pimenta-
do-reino e fruta-do-conde (SANTOS et al., 2014).

A importancia da PBE vem aumentando nas regides brasileiras produtoras de
pupunheira (FUZITANI et al., 2013). Apesar de se tratar de um patdgeno agressivo e
amplamente distribuido, ha poucos trabalhos sobre o mesmo na pupunheira,
levando-se em consideracdo que outras espécies do patdogeno podem estar
associadas a etiologia da doenca. Como ja foi relatado em acéacia-negra por Santos
e Luz (2006), onde as espécies P. nicotianae e P. boehmeriae foram identificadas
como agentes da gomose da acacia-negra no Brasil.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados de
Phytophthora sp. oriundos de regibes produtoras de pupunheira visando a sua
identificagdo especifica e confirmacdo de uma ou mais espécies causando a

doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A pupunheira

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes Henderson) € uma
palmeira pertencente a familia Arecaceae. Tem o0 seu centro de diversidade na
regido Amazonica abrangendo paises como Honduras, Venezuela, Colémbia,
Guianas, Peru, Equador, Bolivia e Brasil (NEVES et al., 2004).

A pupunheira tem se mostrado como uma alternativa para a producdo
sustentavel de palmito por pequenos produtores rurais (RESENDE et al., 2004). Seu
cultivo iniciou-se no Brasil por meio de estudos preliminares realizados pelo INPA
(Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia) em 1976, que buscou incentivar na
regido Amazonica o plantio de pupunha para producao de palmito (CLEMENT et al.,
1987). As caracteristicas vantajosas observadas para producdo de palmito em
escala comercial proveniente dessa espécie foram: rapido crescimento, alta
qualidade nutricional, baixa taxa de substancias oxidantes e boa capacidade de
perfilhamento (GOMES et al., 1987). Outra caracteristica € a alta produtividade do
palmito podendo chegar a 12.000 palmitos.ha™.ano™ ou cerca de 1700 kg.ha™.ano™,
além de subprodutos como palmito fatiado ou em rodela (MORO, 2004).

O interesse por parte dos agricultores no cultivo da planta para producédo de
palmito deu-se nos anos 1990 nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil. A producdo brasileira de palmito de pupunha ja chegou a numeros
expressivos como em 2009, em que a producao foi de 5.076 toneladas, gerando
uma renda de R$ 7.353.000,00 (IBGE, 2009). Porém nos ultimos anos houve uma
reducao (IBGE, 2011).

O Brasil ja foi considerado o maior exportador mundial de palmito, perdendo
mercado para Costa Rica e Equador que produzem palmito de pupunha cultivada.
Os principais mercados sdo Franca, Argentina, EUA e Espanha. Além da
lucratividade gerada por esse palmito, mesmo com a producédo brasileira diminuida,
tem-se a geracdo de empregos e riqueza (RESENDE et al., 2004).

Embora tenha sido inicialmente divulgado por sua precocidade e rusticidade
do cultivo, essas caracteristicas s6 se confirmam quando comparados com as

espécies tradicionais. Na verdade, seu cultivo perene possui algumas
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particularidades que o tornam bastante exigente em propriedades fisicas e quimicas
do solo. Fatores abidticos da producgdo, como luz, temperatura, agua e fertilizantes,
devem ser otimizados para que ocorra a maximizacao da producado e vida util do
cultivo (BOVI, 2000).

Com a expansao do cultivo das palmeiras para palmito, e com ela a escassez
de informacbes técnicas para 0 manejo adequado, surge a ocorréncia de varios

problemas fitossanitarios em viveiros e plantios definitivos (SANTOS, et al.,2008).

2.2. Podridao da base do estipe

A Podridédo da base do estipe, causada pelo oomiceto Phytophthora palmivora
Butler (Butler) cujos sintomas sdo o amarelecimento da primeira e segunda folha e
da bandeira, e possivel morte da planta, tem provocado danos em plantas jovens e
adultas, tanto em viveiros como em campos de producdo (SANTOS, et al., 2008).

Ao realizar cortes tanto longitudinais como transversais da pupunheira, &
possivel observar o escurecimento dos tecidos internos e uma podridao
generalizada (SANTOS, et al., 2008).

No municipio de Mogi Mirim (SP), em 2000, foi observada a ocorréncia de
podriddo na base do estipe de pupunheira, com escurecimento dos tecidos internos
e amarelecimento de folhas, inicialmente na folha bandeira. Desse material foi obtido
um isolado de Phytophthora, o qual teve sua patogenicidade testada em pupunheira
e sua espécie identificada como Phytophthora palmivora (PIZZINATTO, et al., 2002).

No Parana, o primeiro relato da ocorréncia de Phytophthora palmivora
associada a podriddo do estipe da pupunheira foi elaborado por Santos et al., em
2004.

Segundo Benchimol (2001), de modo geral, o melhor método para se
controlar doencas provocadas por Phytophthora € o preventivo. Por ndo se tratar de
uma doenca limitante, praticas culturais na prevencéo da podriddo da base do estipe
da pupunheira sdo de grande utilidade. Entre elas, controle da irrigagédo, areas sem
historico de plantio de culturas hospedeiras do patdogeno e utilizacdo de mudas

sadias.
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A identificacdo correta da podriddo da base do estipe facilita a intervencéo de
medidas de controle do patégeno, resultando assim na minimizacao ou erradicacédo

do problema.

2.3. O género Phytophthora

O género Phytophthora foi estabelecido por Anton de Bary em 1876 quando o
mesmo descreveu Phytophthora infestans como agente causal da morte de milhares
de irlandeses e da imigracdo de um milhdo e meio de individuos deste pais para a
América do Norte, em consequéncia das devastacBes que ocorreram nos batatais
provocados pelo patdgeno (LUZ, et al., 2001).

Esse fato acarretou em perdas econbmicas significativas além das
consequéncias sociais implicitas (alta taxa de mortalidade pela fome e de
emigracdo). A doenca ficou conhecida como requeima da batata e foi a responséavel
pelo surgimento da Fitopatologia como ciéncia. A palavra “Phytophthora” vem do
latim e significa “devoradora de plantas” (BERGAMIN FILHO et al., 2011).

Segundo a classificacdo de Alexopoulos et al. (1996) o género Phytophthora
pertence ao Reino Straminopila, Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Familia
Pythiaceae.

Luz e Matsuoka (1996) e Zentmyer (1983) mencionam como principais
caracteres do género Phytophthora as diferentes formas de esporos, incluindo
zoOsporos moveis, produzidos e diferenciados no interior de esporangios, se
apresentando também como forma infectiva do patdgeno. Clamiddsporos,
extremamente importantes na sobrevivéncia de algumas espécies, € 0S 00Sporos,
esporos sexuais, formados ap6s unido do anteridio (gametangio masculino) com o
oogbnio (gametangio feminino), importantes nas recombinacdes genéticas e
sobrevivéncia de algumas espécies.

Os zodsporos sdo importantes na disseminacéo do patdégeno quando em alta
umidade e temperatura 6tima e os odsporos sao estruturas importantes por serem
capazes de permitir a ocorréncia de recombinacdes genéticas e por consequéncia a
formacdo de hibridos intra e interespecificos entre individuos compativeis (LUZ;
MATSUOKA, 2001).
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O género contém aproximadamente 117 espécies descritas (KROON et al.,
2011), ocupando uma variedade de habitats terrestres e aquaticos. Desde a
publicacdo de Erwin e Ribeiro em 1996, 39 novas espécies de Phytophthora foram
identificadas (ERSEK; RIBEIRO, 2010).

Em 2001, Luz e Matsuoka relataram a ocorréncia de 18 espécies de
Phytophthora no Brasil, ocorrendo em 74 espécies hospedeiras, sendo muitas delas
atacadas por mais de uma espécie de Phytophthora. Em 2005, esse numero foi
elevado para 22, com quatro novas espécies relatadas (LUZ, 2006).

Este género, em sua maioria € caracterizado pela presenca de espécies
patogénicas e responsaveis por diversos e severos danos as culturas
economicamente importantes no mundo (LUZ et al., 2001).

A razdo dessa ampla distribuicdo é devido ao comércio internacional de
plantas vivas e a introducdo de material vegetal contaminado nos viveiros
(BRASIER, 2008).

Os sintomas causados por esses organismos sao: tombamento de mudas
pelo apodrecimento de tecidos tenros da base do cauliculo, morte de ponteiros e
ramos jovens, podriddo de raiz, podriddo de frutos, cancros e queima de folhas
(AGRIOS, 2005; BERGAMIN FILHO et al., 2011).

Dentre as doencas causadas por espécies do género, algumas se destacam
no cenario mundial, como a podridao da base do estipe associada a Phytophthora
palmivora Butler (Butler), ndo s6 na pupunha, mas em outras culturas agricolas e

plantas ornamentais.

2.3.3. Phytophthora palmivora Butler (Butler)

A espécie Phytophthora palmivora foi descrita pela primeira vez como
Pythium palmivorum por Butler em 1907, e depois mudada para Phytophthora
palmivora em 1919 (GALLEGLY et al., 2008). Segundo 0 mesmo autor, ha diversas
contradi¢cOes na literatura sobre seu isolamento e se 0 mesmo foi a partir de coco ou
Areca spp..

Phytophthora palmivora estéa classificada no grupo Il (STAMPS et al., 1990) e
descrita em detalhes pela chave de Waterhouse (1974) e Stamps (1985).
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Em 1976, na Inglaterra, foi realizado um semindrio internacional, onde os
isolados foram subdivididos, de acordo com a forma morfologica, nos grupos MF1,
MF2, MF3, e MF4 (Griffin, 1977; Brasier e Griffin, 1979). MFL1 foi considerada a
forma “tipica” denominada P. palmivora Butler. MF2, que apresentava esporangios
com formas diferentes foi demonstrada por Brasier et al., (1981) que né&o podia ser
aceita como uma espécie valida, devendo ser considerada uma variante de P.
palmivora. MF3 foi descrito como uma nova espécie, P. megakarya Brasier e Giriffin,
por apresentar nucleos maiores contendo de cinco a seis cromossomos grandes,
gquando comparados com 0s nove a 12 cromossomos pequenos de P. palmivora.
MF4 com esporangioforos mais alongados, caducos e com pedicelos longos, se
assemelhava a P. capsici e passou a ser assim classificado (ALIZADEH, 1983;
CAMPELO; LUZ, 1981; ZENTMYER et al., 1981).

Seus esporangios variam de elipsoides a ovoides, papilados, com ontogenia
do tipo simpodial. Sdo caducos, com pedicelos curtos, medindo até 5 um. Com
clamidésporos globosos, podem ser terminais ou intercalares. O odsporo pode
parear tanto com grupo de compatibilidade Al, quanto A2, sendo caracterizado por
possuir anteridio anfigeno (ERWIN; RIBEIRO, 1996).

A ocorréncia desse patdgeno no Brasil tem sido registrada em diferentes
regides e em culturas com valor econémico (BENCHIMOL, 2001). Phytophthora
palmivora é um patégeno que ja foi relatado em varias espécies de plantas como
cacau (FALEIRO et al., 2004), mamdo (CARNAUBA et al., 2006), urucuzeiro
(LOPEZ, 1997), citros (FEICHTENBERER et al., 1997), coqueiro (MARIANO, 1997),
na pupunha (SANTOS et al., 2004), entre outras. Além de ocorrer também em varios
paises (ERWIN; RIBEIRO, 1996).

No Brasil, P. palmivora causa danos em culturas economicamente relevantes,
destacando-se a podriddo de raizes e frutos do mamoeiro, podriddo parda do
cacaueiro, podriddo do pé da pimenta-do-reino, gomose do citrus, além de outras
doengas em numerosos outros hospedeiros (SANTOS et al., 2014).

E um patégeno com uma ampla gama de hospedeiros, que infecta varias
culturas importantes no Sudeste Asiatico. Em citros, este patdogeno consegue
infectar quase todas as partes da planta em qualquer fase de crescimento (HUNG et
al., 2015).
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Na pupunheira, P. palmivora ja foi relatado em Sao Paulo (PIZZINATTO et al.,
2002), Parana; (SANTOS et al., 2004), Para (BECHIMOL et al., 1998) e Pernambuco
(TAVARES et al, 1998) mas, ndo tem acarretado em grandes perdas. Entretanto,
mostra-se como uma doenca em potencial nos locais onde esta sendo cultivada

comercialmente, sabendo-se das consequéncias que tem feito em outras culturas.

2.4. Taxonomia e identificagdo de Phytophthora

Por muito tempo a identificacdo e classificacdo das espécies do género
Phytophthora eram baseadas somente na taxonomia tradicional utilizando critérios
morfolégicos como a chave de Waterhouse (1963), a qual foi revisada e ajustada por
Stamps et al., em 1990 (KROON et al., 2012). Os autores ainda discutem a
classificacdo feita por Waterhouse, que dividiu 0 género em seis grupos, se
baseando em trés tipos diferentes de esporangios e dois tipos de anteridio.
Subsequente a isso, foram usados para distinguir as espécies, em uma gama de
hospedeiros, a morfologia dos esporangios, presenca ou auséncia de
clamidosporos, tumefacBes nas hifas, morfologia do oogbdnio e alguns outros
critérios.

Além da morfologia, caracteristicas fisiolégicas também foram usadas para
distinguir as espécies, como a relagdo com o crescimento micelial em diferentes
temperaturas (STAMPS et al., 1990).

Métodos moleculares se tornaram comum na identificacdo, fazendo com que
0os marcadores moleculares fossem combinados com o conjunto de caracteristicas
morfofisiolégicas (KROON et al., 2012).

Buscando solucdes para problemas encontrados na taxonomia classica,
outros critérios que nao eram morfolégicos, foram utilizados na classificacdo do
género, como padrdes de proteinas, padrdes de isoenzimas, PCR (Polymerase
Chain Reaction), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) (ERWIN; RIBEIRO, 1996).

Lee e Taylor (1992) sequenciaram as regides conservadas, como aquelas
presentes nos nucleotideos das regifes ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer) a

partir do DNA ribossémico. Eles também foram pioneiros no estudo da taxonomia do
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género Phytophthora pela comparacdo das sequéncias dessas regides de cinco
espécies, P. capsici, P. palmivora, P. megakarya, P. citrophthora e P. cinnamomi.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi estabelecida como uma das
técnicas mais importantes para identificacdo de patdgeno, oferecendo mais
sensibilidade e especificidade do que os métodos tradicionais (HENSON; FRENCH,
1993). A exploragdo do sequenciamento do DNA forneceu um grande salto no
conhecimento sobre espécies de Phytophthora. As sequéncias de genes especificos
ou regifes do DNA idénticos ou quase idénticos, sendo supostamente pertencente a
mesma especie. Se as sequéncias de DNA da mesma regido estédo disponiveis para
dezenas de espécies, uma filogenia pode ser feita. As espécies podem ser
agrupadas em clados, que sdo um grupo de organismos originados de um unico
ancestral comum exclusivo (GOSS; GRUNWALD, 2011).

Cooke et al. (2002), também observaram que Phytophthora é essencialmente
monofilético, com todas as espécies, exceto trés, que se agrupavam em oito clados.
Destes, dois continham espécies com esporangios sem papila e 0s outros seis
clados continham ou esporangio semi-papilado e papilado, ou semi-papilado e sem
papila, ultrapassando os grupos morfolégicos tradicionais propostos por Waterhouse
em 1963.

A combinacéo de dados classicos taxondmicos com a taxonomia derivada de
dados moleculares € um tema interessante de estudos (MARTIN; TOOLEY, 2003).
Os avancos nos métodos moleculares tém permitido um estudo mais aprofundado
das relacdes filogenéticas dentro do género Phytophthora (FOSTER et al., 2000).

A validacdo de novas espécies de Phytophthora tem sido apoiada por
filogenias geradas pela analise da regido ITS, do DNA ribossémico, fator de
elongagéo 1-a e B-tubulina e regides Cox1 e Cox2 do DNA mitocondrial (Cooke et al.
2000, Kroon et al. 2004, Martin e Tooley, 2003).

O banco de dados Phytophthora database (disponivel em http://
www.phytophthoradb.org/) foi criado para fornecer uma ferramenta para identificagao
de Phytophthora spp. (PARK et al., 2008). Segundo os autores, esta base de dados
se tornou um recurso valioso para os pesquisadores de Phytophthora, pois inclui
mais de 4.650 sequéncias, de 2.400 isolados, pertencentes a 106 espécies de
Phytophthora spp. além de incluir sequéncias das regides do DNA ribossomal (ITS)
e mitocondrial (Cox1 e Cox2).



23

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Origem e preservacao dos isolados

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Patologia Florestal da
Embrapa Florestas, Colombo — PR. Os 31 isolados de Phytophthora, usados neste
trabalho, sdo oriundos de regifes produtoras de pupunheira dos estados do Parana
(Morretes e Paranagua), Santa Catarina (Massaranduba, Joinville e Garuva) e Sao
Paulo (Eldorado, Cajatina e Registro).

Os isolados SP1, SA2, SA3, SA5, SA8, SA9, SA10, SAll, SAl12, SA13,
SAl4, SA15, SA16, SA17, SA18, SA19, SA20 e Matatias pertencem a colecdo do
Laboratério de Patologia Florestal da Embrapa Florestas e os isolados SA30, SA30-
A, SA31, SA31-A, SA32, SA32-A, SA33, SA33-A, SA34, SA34-A, SA35, SA35-A,
SA35-B foram obtidos neste estudo, a partir de isolamentos de plantas de
pupunheira com sintomas da PBE (TABELA 1).

Para o isolamento de Phytophthora coletou-se amostras de tecidos da base
do estipe de plantas com sintomas da PBE. O isolamento consistiu na retirada de
fragmentos da porgéo interna do estipe, procedendo-se, entdo, a desinfestacéao
superficial do material em &lcool 70% por 30 segundos, seguido de hipoclorito de
sédio 0,5% por 30 segundos e lavagem em agua ultrapurificada e esterilizada e
remocao do excesso em papel filtro esterilizado. Os fragmentos foram depositados
em placas de Petri contendo 4gar-agua a 2% suplementado com ampicilina 80 ppm
e cloranfenicol 40 ppm. As placas de Petri foram incubadas no escuro a 24 °C, por
seis dias. Apos este periodo, foram obtidas culturas com hifas cenociticas, tipicas de
Phytophthora. As col6nias foram repicadas para placas de Petri contendo meio V8-
agar (200 mL de suco V8, 4 g de CaCOgs, 18 g de agar e 800 mL de &agua
ultrapurificada).

Os isolados de Phytophthora foram preservados pelo método de Castellani,

em vidros de penicilina, e 6leo mineral, mantidos a temperatura de 18 °C.



TABELA 1 - |ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE
PUPUNHEIRA ORIUNDOS DOS ESTADOS DE SAO PAULO,
PARANA E SANTA CATARINA.

Isolado Estado Local de Coleta
Séo Paulo
SA8 Eldorado
SA13 Eldorado
SA14 Eldorado
SA15 Cajati
SA16 Cajati
SA17 Cajati
SA18 Cajati
SA34 Registro
SA34-A Registro
SA35 Registro
SA35-A Registro
SA35-B Registro
Parana
SP1 Morretes
SA2 Paranagua
SA3 Paranagua
SA5 Morretes
SA9 Paranagua
SA12 Paranagua
SA30 Paranagua
SA30-A Paranagua
SA31 Paranagua
SA31-A Paranagua
SA32 Paranagua
SA32-A Paranagua
Santa Catarina
SA10 Massaranduba
SAl11 Joinville
SA19 Joinville
SA20 Joinville
SA33 Garuva
SA33-A Garuva

MATATIAS Garuva
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3.2  Caracterizacdo morfologica dos isolados de Phytophthora sp.

3.2.1 Caracteristicas culturais

Para avaliagdo das caracteristicas culturais, os isolados foram cultivados em
meio V8-agar a 24 'C, por sete dias, no escuro. A avaliacdo da descricdo do aspecto

morfologico de cada coldnia foi realizada conforme Erwin e Ribeiro (1996).

3.2.2 Morfologia e dimensao de esporangios e clamidésporos

Para a avaliagdo da esporulacdo, os isolados de Phytophthora sp. foram
cultivados em placas de Petri com meio V8-agar, sob luz continua, em condicfes de
laboratério, por sete dias.

Apbs esse periodo, discos de meio de cultura (5 mm) com massa micelial
esporulante foram retirados com furador de rolhas e tocados em gotas de azul de
metileno e lactoglicerol sobre laminas de vidro, para o deslocamento e a coleta de
esporangios. Posteriormente, sob microscopio de luz Zeiss Axio Lab. Al, observou-
se a forma dos esporangios; determinou-se a largura e o comprimento do
esporangio, a largura e a profundidade da papila e o comprimento do pedicelo.
Foram medidos 50 esporangios para cada isolado de Phytophthora sp.

Para os clamiddsporos, determinou-se o diametro, a largura da parede da
estrutura e sua disposicao, terminal ou intercalar. Foram medidos 50 clamidésporos

para cada isolado de Phytophthora sp.

3.2.3 Ontogenia dos esporangios

Para observar a ontogenia dos esporangios, dez discos de micélio (5 mm de
diametro) dos isolados de Phytophthora sp. crescidos em V8-agar, por sete dias,
foram transferidos para placas de Petri contendo extrato de solo ndo-autoclavado.
Para obtencdo do extrato de solo, utilizou-se a metodologia de RIBEIRO (1978): 50
g de solo foram adicionados em um litro de agua em frascos de Erlenmeyer, agitado
a suspenséao e deixado em repouso por 24 horas. Apds, o material foi filtrado duas

vezes.
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As placas de Petri foram mantidas no ambiente de laboratério, sob luz
continua, por 48 horas. ApGs esse periodo, as placas foram levadas ao microscopio
Zeiss Axio Lab. Al, para observacdo da disposicdo dos esporangios nos

esporangioforos.

3.2.4 Morfologia do anteridio e dimensdes do oogbnio e 06sporo

O grupo de compatibilidade foi determinado procedendo-se ao pareamento
dos isolados de Phytophthora sp. com isolados padrées dos grupos de
compatibilidade Al e A2 obtidos da colecdo da Embrapa Florestas, pertencentes a
espécie Phytophthora nicotianae Breda de Haan.

Os isolados de Phytophthora sp foram cultivados em meio V8-agar durante
sete dias a 24 °C. ApOs esse periodo, os isolados de Phytophthora sp. foram
pareados com os isolados padrdes, A1 e A2 de P. nicotianae. Para isso, um disco (5
mm de didmetro) de meio V8-agar com micélio em crescimento ativo de cada isolado
de Phytophthora sp. foi retirado e colocado em uma placa de Petri com meio V8-
agar. Do lado oposto outro disco do mesmo diametro contendo micélio do isolado
padrao foi colocado a uma distancia de aproximadamente 3 cm entre eles. As placas
de Petri foram envoltas em papel aluminio e acondicionada em camaras do tipo
BOD a 24 °C, por dez dias, em escuro continuo.

A compatibilidade dos isolados foi avaliada pela presenca ou ndo de
oOsporos. Observada a presenca de od6sporo no ponto de contato entre as duas
cultura procedeu-se o preparo de laminas raspando-se a superficie do meio de
cultura na regido de contato dos isolados, colocando-se o micélio na lamina com
azul de metileno e lactoglicerol.

As laminas foram observadas em microscopio de luz. As medidas do diametro
do oogbnio e do oosporo foram feitas em cinquenta estruturas escolhidas

aleatoriamente para cada isolado.
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3.2.5 Avaliacdo do crescimento micelial de Phytophthora sp. em diferentes

temperaturas

Discos (5 mm de diametro) obtidos de culturas de Phytophthora sp. cultivadas
em V8-4gar, por sete dias, a 24 °C, foram transferidos para o centro de placas de
Petri contendo meio de cultura V8-4gar. As placas foram mantidas as temperaturas
de 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36 °C, em condi¢des de escuro continuo, por sete dias.
Utilizou-se trés repeticbes por cada isolado e o ensaio foi repetido uma vez. As
avaliacbes foram feitas no terceiro, quinto e sétimo dia ap6s a instalacdo do
experimento. As medigbes ocorreram em dois sentidos diametralmente opostos com
o auxilio de um paquimetro digital. O diametro da colonia foi expresso pela média
aritmética das duas medidas. Para determinar a temperatura 6tima de crescimento
dos isolados, foi realizada a regressao polinomial com os dados no Excel® e depois
calculada a derivada da primeira da regresséo.

3.2.6 Teste de patogenicidade dos isolados

O teste de patogenicidade foi realizado para os isolados SA31, SA31-A,
SA32, SA32-A, SA33, SA33-1, SA34, SA34-A, SA35, SA35-A e SA35-B, uma vez
gue os demais isolados ja tiveram a sua patogenicidade comprovada (FUZITANI,
2013). As mudas de pupunheira sadias foram obtidas em viveiro comercial, Garuva -
SC e encontravam-se com oito meses de idade. As mudas foram mantidas em casa-
de-vegetacao.

Para a obtencdo da suspenséo de zodsporos, as culturas de Phytophthora sp.
foram crescidas em meio V8-agar, incubadas sob luz continua durante sete dias. Ao
final deste periodo, 10 mL de agua ultrapurificada e esterilizada foi adicionado a
cada placa de Petri, sendo estas colocadas em geladeira por trinta minutos. Em
seguida, as culturas de Phytophthora sp. foram deixadas sobre a bancada em
condi¢cdes de ambiente de laboratério por mais trinta minutos para que houvesse a
liberacdo dos zooOsporos. A suspenséao obtida em cada placa foi vertida em um copo
de Beéquer, separando uma amostra para a determinacdo da concentracdo de

zobsporos em camara de Neubauer.
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A inoculacao consistiu na inje¢do de uma aliquota de 0,1 mL da suspenséao de
2,2x10° zoésporos.mL™? de Phytophthora sp., com o auxilio de uma seringa
descartavel, em uma incisdo feita previamente na base do estirpe das mudas de
pupunheira. A testemunha consistiu em injetar uma aliquota de 0,1 mL de agua

ultrapurificada esterilizada.

3.3  Caracterizagdo molecular dos isolados de Phytophthora sp.

3.3.1 Processo de extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
meio de cultura liquido de suco-V8 (200 mL de suco V8, 4 g de CaCO3 e 800 mL de
agua ultrapurificada) por sete dias a temperatura ambiente (24 °C + 2 °C), sendo
agitados manualmente. Em camara de fluxo laminar, a massa micelial foi retirada do
recipiente, lavada trés vezes em agua ultrapurificada e esterilizada, e seca em papel
filtro esterilizado.

A massa micelial obtida com peso de 40 mg de micélio, foi imediatamente
transferida para tubos de Eppendorf de 1,5 mL. Até o material ser utilizado, 0 mesmo
foi conservado no freezer a uma temperatura de -4 °C.

O processo de extracdo de DNA foi realizado seguindo protocolo para
extracdo de DNA de plantas do kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, EUA), seguindo as recomendac¢des do fabricante.

A analise do produto da extracdo do DNA foi realizada em gel de agarose
0,8% (0,40 g de agarose para 50 mL de tampao SB 0,5x).

3.3.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificacdo das regides ITS1 e ITS2 do DNA ribossomal (rDNA) foram
empregados os pares de primers ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS6
(5-GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG-3’) (GRUNWALD, 2013). Para amplificacdo das
regides Cox1l e Cox2 do DNA mitocondrial (mtDNA) utilizou-se os pares de primers
FMPhy-8b (5-AAAAGAGAAGGTGTTTTTTATGGA-3) e FMPhy-10b (5-
GCAAAAGCACTAAAAAT TAAATATAA-3’) (GRUNWALD, 2013).



29

A reacado de PCR para as regides ITS1 e ITS2 foi executada com volume total
de 15 L, contendo 2 yL do DNA genémico, 6,7 uL de agua ultrapurificada, 0,45 uL
de MgCl, (50mM), 1,5 uL de tampéao de PCR (10x), 1,2 yL de dNTP’s (2,5 mM), 1,5
ML de cada primer e 0,15 pyL da Taq DNA polimerase, e volume final de 15 uL.As
reacoes foram conduzidas em um termociclador Applied Biosystems e ocorreram da
seguinte maneira: as amostras foram submetidas a temperatura de 94 °C por 3
minutos, os ciclos foram de 1 minutos a 94°C para desnaturacdo e abertura das fitas
de DNA, 1 minuto a 55 °C para o anelamento e 1 minuto a 72 °C para extenséo da
fita. ApGs 35 ciclos, as amostras foram submetidas a um periodo de 10 minutos a 72
°C para sua extensao final.

Para as regides Cox1l e Cox2 a reacado de PCR foi executada com volume
total de 15 pL, contendo 2 uL do DNA gendmico, 5,65 uL de agua ultrapurificada, 0,9
pL de MgCl; (3 mM), 1,5 yL de tampéo de PCR (10x), 1,2 yL de dNTP’s (2,5 mM),
1,5 yL de cada primer e 0,75 uL da Tag DNA polimerase, e volume final de 15 uL.
As reacdes também foram conduzidas em termociclador Applied Biosystems e
ocorreram da seguinte maneira: as amostras foram submetidas a temperatura de
95°C por 3 minutos, os ciclos foram de 1 minuto a 95 °C para desnaturacdo e
abertura das fitas de DNA, 1 minuto a 65,5 °C para o anelamento e 1 minuto a 72 °C
para extensdo da fita. ApGs 40 ciclos, as amostras foram submetidas a um periodo
de 5 minutos a 72 °C para sua extensao final.

A andlise dos produtos amplificados na PCR foi realizada em gel de agarose
a 2% (1 g de agarose para 50 mL de tampédo SB 0,5x). Aplicou-se 3 yL de produto
da PCR amplificado juntamente & 3 pL de tampao de corrida (loading buffer)
procedendo-se a corrida a 200 V. Os fragmentos amplificados foram visualizados em

um transluminador.

3.3.3 Reacdao de sequenciamento

As reagOes de sequenciamento consistiram de 3 puL do produto de PCR
purificado, 0,5 puL de Buffer; 0,5 yuL de cada iniciador (primer); 0,5 yuL do Big-Dye,
completando-se para um volume final de 10 pL com agua ultra pura. As condi¢cbes

de amplificacéo utilizadas foram: 96 °C por 1 min, e por 35 ciclos a 96 °C por 10s, 50
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°C por 5 s e 60 °C por 4min. As amostras foram sequenciadas em sequenciador
Applied Biosystems.

As sequéncias de rDNA e mtDNA dos isolados foram comparados com
sequéncias de Phytophthora disponiveis no Phytophthora-ID (http://phytophthora-
id.org/). Os resultados foram interpretados encontrando semelhancas entre as

sequéncias em analise e as disponiveis no banco de dados para Phytophthora.


http://phytophthora-id.org/
http://phytophthora-id.org/

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo morfofisioldgica dos isolados de Phytophthora sp.

4.1.1 Caracteristicas culturais

As colbnias dos 31 isolados de Phytophthora sp. apresentaram micélio aéreo
pouco denso. Os isolados apresentaram trés padrbes de colbnia: estrelado,
ligeiramente estrelado e cotonoso, sendo o padrdo mais frequente o ligeiramente
estrelado (TABELA 2, FIGURA 1). A porcentagem de colbnias que apresentaram

padrao ligeiramente estrelado foi de 93,5%, seguidos por 3,2% do padréo estrelado

e 3,2 % do padrdo cotonoso.

TABELA 2

- CARACTERISTICAS CULTURAIS,

FORMA DOS

ESPORANGIOS E PRESENCA DE CLAMIDOSPOROS DOS
ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA

ISOLADOS COLONIAS ESPORANGIOS
PADRAO MICELIO FORMA
o Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco ]
SP1 presenca de ovoide e
estrelado denso
globoso
SA Ligeiramente Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
estrelado denso presenca de ovoide
o Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco )
SA3 presenca de ovoide e
estrelado denso
globoso
o i Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco )
SA5 presenca de ovoide e
estrelado denso ]
obovoide
Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
SA8 Estrelado )
denso presenca de ovoide
o . Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco )
SA9 presenca de ovoide e
estrelado denso ]
obovoide
SALO Ligeiramente Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
estrelado denso ovoide e obovoide
Ligeiramente Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
SA11

estrelado

denso

presenca de ovoide

Continua...



TABELA 3

- CARACTERISTICAS CULTURAIS, FORMA DOS
ESPORANGIOS E PRESENGA DE CLAMIDOSPOROS DOS
ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA

Continuacao

ISOLADOS

COLONIAS

ESPORANGIOS

PADRAO

MICELIO

FORMA

SA12

SA13

SA14

SA15

SA1l6

SAl7

SA18

SA19

SA20

SA30

SA30-A

SA31

SA31-A

SA32

SA32-A

Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente

estrelado

Ligeiramente
estrelado
Ligeiramente

estrelado

Aéreo, pouco

denso

Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco

denso

Aéreo, pouco

denso

Aéreo, pouco
denso

Aéreo, pouco

denso

Aéreo, pouco

denso

Aéreo, pouco

denso

Aéreo, pouco
denso
Aéreo, pouco

denso

Maioria elipsoide,

presenca de ovoide

Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide,
globoso e obturbinado
Maioria ovoide,
presenca de elipsoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide e
globoso
Maioria ovoide,
presenca de elipsoide
Maioria elipsoide,
presenca de ovoide e
globoso
Maioria ovoide,
presenca de elipsoide
Maioria elipsoide,

presenca de ovoide

Continua...
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TABELA 4

- CARACTERISTICAS CULTURAIS, FORMA DOS
ESPORANGIOS E PRESENGA DE CLAMIDOSPOROS DOS
ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA

Concluséo
ISOLADOS COLONIAS ESPORANGIOS
PADRAO MICELIO FORMA
o i Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco )
SAS33 presenca de ovoide e
estrelado denso
globoso
o i Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco )
SAS33-A presenca de ovoide,
estrelado denso ) )
globoso e limoniforme
o i Maioria ovoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco o
SA34 presenca de elipsoide
estrelado denso
e globoso
Ligeiramente Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
SA34-A ]
estrelado denso presenca de ovoide
SA3S Ligeiramente Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
estrelado denso presenca de ovoide
Ligeiramente Aéreo, pouco Maioria elipsoide,
SA35-A )
estrelado denso presenca de ovoide
o i Maioria elipsoide,
Ligeiramente Aéreo, pouco )
SA35-B presenca de ovoide e
estrelado denso
globoso
) Maioria ovoide,
MATATIAS Cotonoso Aéreo, denso

presenca de elipsoide

33
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FIGURA 1 - MORFOLOGIA DAS CULTURAS DE Phytophthora sp. DE
PUPUNHEIRA A 24 °C COM SETE DIAS DE CULTIVO EM MEIO DE
CULTURA V8-AGAR: A — ESTRELADO (ISOLADO SP1), B — LIGEIRAMENTE
ESTRELADO (ISOLADO SA8) E C — COTONOSO (ISOLADO MATATIAS).

4.1.2 Morfologia e dimenséo de esporangios e clamidosporos

O micélio dos isolados de Phytophthora sp. de pupunheira apresentou-se
hialino com hifas cenociticas. Todos os isolados avaliados apresentaram producéo
abundante de esporangios caducos e papilados (TABELA 2).

Os isolados produziram esporangios predominantemente elipsoides, embora
outras formas estivessem presentes como ovoides, globosos, limoniformes,
obturbinados e formas distorcidas (FIGURA 2). As medidas dos esporangios
(TABELA 3) referentes ao comprimento (C) variaram de 21,1 - 84,8 um e largura (L)
de 17,4 - 41,7 ym, com média de 26,1 x 41,0 um e a relagao C/L variou de 1,3 a 1,9.
As medidas da papila, profundidade (P) e largura (L), variaram de 11,4 x 11,2 ym até
0,5 x 0,9 um com média de 4,2 x 5,1 um e a relagdo P/L de 0,4 a 1,3. O pedicelo

variou de um comprimento (C) de 0,4 a 6,6 um com média de 1,5 um.
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Todos os isolados de Phytophthora sp. formaram clamidésporos. Os
clamiddsporos foram globosos, terminais ou intercalares com didmetro variando de
20,0 - 53,6 ym com uma média de 23,3 ym e espessura de parede variando de 0,3 -
4,4 ym com uma média de 1,59 um (FIGURA 3).

FIGURA 2 - FORMAS DOS ESPORANGIOS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE
PUPUNHEIRA, (A) ELIPSOIDE, (B) OVOIDE, (C) GLOBOSO, (D) OBTURBINADO COM
PRESENGCA DE CLAMIDOSPORO, (E) LIMONIFORME, (F) BIPAPILADO E (G, H, I)
FORMAS DISTORCIDAS.
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-

FIGURA 3 - CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA, (A)
TERMINAL E (B) INTERCALAR.
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TABELA 5 - DIMENSOES DOS ESPORANGIOS, PAPILA, PEDICELO E CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA .

ESPORANGIO (um)

CLAMIDOSPORO (um)

PAPILA (um) PEDICELO (um)
ISOLADO ~=oMPRIMENTO PROFUNDIDADE - ESPESSURA
LARGURA (L)  C/L LARGURA (L) P/L COMPRIMENTO  DIAMETRO
(©) (P) DE PAREDE
<p1 84,8%-59,0°-40,8° 41,7-34,9-27,1 L7 11,2-7,3-2,8 11,4-7,9-4,8 5,7-3,9-1,6 53,6-35,7-27,1 4,4-2,4-0,8
(£9,23)" (+2,90) ’ (+2,10) (+1,33) ’ (+1,22) (5,20) (+0,81)
A2 55,9-42,1-24,8  30,2-24,8-18,7 L7 6,9-5,1-2,7 8,3-6,1-0,5 08 4,7-2,7-0,9 34,8-27,8-24,3 2,7-1,7-0,6
(+6,33) (+2,89) (+1,01) (+1,19) (+0,92) (+2,35) (+0,52)
SA3 59,5-45,3-29,7  25,3-23,9-19,1 Lo 7,3-4,3-1,2 7,8-5,5-3,2 08 5,7-3,2-0,9 35,2-28,5-24,9  4,2-1,95-0,8
(+7,68) (+2,05) (¥1,33) (+1,00) (x0,98) (+2,49) (+0,76)
69,5-45,8-24,1  33,3-25,5-20,8 9,1-5,6-2,7 8,5-6,0-4,2 5,7-3,1-1,5 40,5-29,6-25,3 2,4-1,5-0,9
SAS (+9,35) (+2,66) 18 (+1,37) (+0,89) 09 (+1,03) (+4,19) (+0,38)
46,5-32,2-22,8  29,4-24,0-18,9 6,3-3,5-0,9 7,2-5,6-4,0 5,1-2,9-1,2 32,1-27,7-25,1 3,0-1,7-0,9
SA8 (+4,64) (+2,64) L3 (+0,95) (+0,87) 06 (+0,93) (+2,04) (+0,49)
Ao 47,2-36,0-25,9  36,7-26,2-20,7 L4 5,8-4,2-2,1 8,2-6,6-4,5 06 5,0-2,8-0,9 30,41-26,8-24,1  2,7-1,7-0,6
(x4,24) (x2,44) (x0,83) (x0,91) (£0,95) (*1,72) (x0,50)
SALO 54,8-37,3-27,5  32,6-25,5-21,0 s 6,0-4,4-2,4 8,1-6,0-4,1 07 4,8-2,5-1,2 28,0-25,3-23,2 2,7-1,4-0,6
(+6,06) (+2,50) (+0,88) (+0,82) (0,77) (+1,6) (+0,59)
SALL 56,3-43,5-30,1  344-269-21,3 9,1-5,0-2,1 84-63-43 o 5.5.2.0-1.2 30,4-26,3-22,53  3,3-1,8-0,9
(5.97) (£2,75) ' (£1,38) (+0,89) ' (1.2) (£2,34) (x0,57)
SALD 55,90-38,3-24,2 340247185 7,3-5,1-3,0 7.7-60-43 o 5,5-3,0-0,6 30,5-24,6-20,2 3,6-1,8-0,4
(*7.17) (£3,02) ' (£1,12) (x0,82) ' (£1,23) (x2,54) (+0,63)
AL 55,6-38,0-23,1  31,8-24,9-17,4 L5 10,0-5,2-2,3 8,7-6,0-4,4 5,7-2,6-1,1 27,3-23,8-20,4 2,4-1,4-0,3
(+6,45) (+2,88) (+1,61) (+0,82) (+1,35) (+1,77) (+0,52)

Continua...
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TABELA 3 - DIMENSOES DOS ESPORANGIOS, PAPILA, PEDICELO E CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA .

Continuacao

ESPORANGIO (um)

CLAMIDOSPORO (um)

PAPILA (um) PEDICELO (um)
ISOLADO —C5MPRIMENTO PROFUNDIDADE - ESPESSURA
LARGURA (L) LARGURA (L) P/L COMPRIMENTO  DIAMETRO
©) P) DE PAREDE
e 528404302 316264212 7,8-4,6-3,0 906233 512409 373244204  3,0-1,806
(+5,05) (£2,46) (+0,85) (+0,88) (+0,90) (3,44) (+0,57)
AL 533404309 301252215 7,.8-4,7-2,1 786242 o 592706 302-25,1-21,3  2,8-1,6-0,6
(+6,22) (£2,28) (1,28) (£0,75) (+1,04) (£2,62) (£0,51)
56,4-40,2-30,2  30,6-26,0-20,6 7,0-5,1-2,1 8,5-6,4-4,4 4,6-2,5-0,7 27,6-245-222  3,0-1,6-0,9
SALS (+6,38) (+2,18) Lo (+1,17) (+0,70) 08 (+0,95) (+1,76) (+0,54)
AL 537472325 339293229 . 1176032 9171-53 523613 33,3-262-21,7  3,6-1,7-0,6
(+5,65) (£2,49) (+1,43) (+0,86) (+1,10) (+3,13) (+0,52)
cats 516405279 303261197 7,7-5,1-3,3 796139 o 512606 30,1-252-20,7  3,3-15-0,6
(¢6,17) (x2,46) (+1,09) (x0,78) (+1,25) (x2,13) (£0,58)
SAto 530404285 307255185 6,6-5,0-2,1 876648 643113 297-252-20,7  3,0-1,4-0,2
(+5,45) (*2,29) (0,95) (+0,88) (*1,12) (£2,40) (£0,53)
A2 733455296 120527 7,2-5,1-3,0 786338 . 542509 34,6-259-205  3,1-1,5-0,6
(£9,18) (£2,94) (0,86) (£0,94) (0,83) (£2,97) (£0,50)
SA%0 518398266 288246195 7,2-5,5-3,3 836444 o 612608 27,6-23,7-20,4  3,3-1,5-0,3
(5,41) (+2,16) (+1,05) (+0,90) (+1,21) (+2,08) (+0,54)
59,0-42,4-28,6  30,1-24,5-18,8 7,2-5,1-3,0 8,2-6,4-4,6 5,9-3,2-0,6 313245201  2,7-1,6-0,6
SA30-A 1,7 0.8
(+6,28) (+2,25) (+1,04) (+0,76) (+1,14) (+2,45) (+0,50)
Saat 60,2-39,9-255  31,2-25,2-20,5 5,4-2,7-1,0 8,7-6,1-3,6 5,4-2,7-1,0 29.1-24,6-20,2  2,7-1,5-0,3
(+6,28) (+2,58) (+1,00) (+0,94) (+1,00) (+2,38) (£0,49)

Continua...
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TABELA 3 - DIMENSOES DOS ESPORANGIOS, PAPILA, PEDICELO E CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA .
Continuacao

ESPORANGIO (pum)

CLAMIDOSPORO (um)

PAPILA (um) PEDICELO (um)
ISOLADO —=G5MPRIMENTO PROFUNDIDADE - ESPESSURA
LARGURA (L) CIL LARGURA (L) P/L COMPRIMENTO  DIAMETRO
() (P) DE PAREDE
SAZLA 52,5-41,3-25,6 32,8-27,3-20,1 L 5,4-7,9-3,0 7,8-6,3-4,9 5,4-2,9-0,9 28,3-22,8-20,1 2,1-1,2-0,3
(+5,84) (+2,42) ’ (+1,04) (+0,66) ’ (+1,06) (+2,18) (+0,44)
A 47,9-36,6-29,2 31,0-25,5-20,8 4 8,3-4,8-0,9 8,8-6,2-4,8 08 4,7-2,1-0,4 28,4-23,8-20,1 2,4-1,3-0,3
(+4,29) (+2,28) ’ (+1,34) (+0,79) ’ (+0,78) (+2,01) (+0,46)
50,1-38,6-27,7 30,6-25,4-19,5 7,6-5,1-2,9 8,9-6,3-3,6 4,3-2,4-0,9 28,3-23,8-20,1 2,1-1,2-0,3
SA32-A 1,5 0,8
(+4,79) (+2,33) (+0,98) (+0,95) (+0,76) (+1,97) (+0,44)
A3 45,6-35,2-21,1 29,5-24,1-19,5 L 7,6-4,7-2,1 7,5-6,0-4,5 08 4,7-2,8-1,2 28,9-23,2-20,4 2,7-1,4-0,4
(+5,31) (+2,68) ’ (+1,25) (+0,76) ’ (+0,80) (+2,14) (+0,54)
80,9-41,1-28,8 30,6-26,4-19,9 8,9-5,8-3,3 8,4-6,6-4,8 4,2-2,5-0,9 29,5-23,4-20,2 2,4-1,3-0,6
SA33-A 1,6 0,9
(+7,86) (+2,08) (+1,26) (+0,77) (£0,92) (+2,39) (+0,48)
A4 51,7-38,1-26,6 30,7-25,6-19,8 L 7,2-4,9-2,5 8,1-5,0-6,3 Lo 4,7-2,2-0,6 29,1-23,5-20,4 2,2-1,3-0,4
(+4,75) (+2,62) ’ (+0,98) (+0,73) ’ (+0,85) (+2,31) (+0,39)
51,0-37,8-27,2 30,2-24,9-20,1 7,1-4,8-2,3 8,0-6,2-4,5 4,8-2,8-0,6 28,3-23,6-20,6 2,8-1,5-0,6
SA34-A 1,5 0,8
(5,43) (+2,68) (+0,99) (+0,83) (+0,93) (+2,24) (+0,55)
SAsS 58,2-43,5-30,5 33,0-27,0-21,1 L6 9,8-6,2-3,0 8,8-6,6-5,1 09 4,9-2,8-0,8 31,2-25,9-20,4 2,4-1,3-0,6
(+5,97) (+2,82) ’ (+1,52) (+0,88) ’ (+0,92) (+2,79) (+0,44)
72,7-41,5-27,7 34,7-25,6-18,6 9,4-5,5-2,7 9,0-6,5-4,7 4,8-2,7-0,9 28,9-23,6-20,4 2,4-1,6-0,9
SA35-A 1,6 0,8
(+7,54) (+2,98) (+1,51) (+0,99) (£0,82) (+2,09) (+0,47)
SAZEE 55,3-42,1-31,2 33,5-26,4-22,3 9,0-5,6-3,3 7,5-6,5-5,2 4,9-2,9-1,7 28,8-24,5-21,5 2,4-1,4-0,6
(+5,50) (+2,50) (+1,24) (+0,64) (+0,81) (+2,12) (+0,40)

Continua...



40

TABELA 3 - DIMENSOES DOS ESPORANGIOS, PAPILA, PEDICELO E CLAMIDOSPOROS DOS ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA .
Concluséao

ESPORANGIO (pum)

CLAMIDOSPORO (um)

PAPILA (um) PEDICELO (um)
ISOLADO —C5MPRIMENTO PROFUNDIDADE - ESPESSURA
LARGURA (L) CIL LARGURA (L) P/L COMPRIMENTO  DIAMETRO
©) ) DE PAREDE
52.2-40,4-30,5 202-254-20,7 925636 866751 661229 202244200 241506
MATATIAS 16 08
(+7,40) (+1,83) (+1,16) (0,83) (1,17) (+2,61) (£0,43)

2 Limite superior; ® Média de 50 estruturas;  Limite inferior; ¢ Desvio-padréo
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4.1.3 Avaliacdo da ontogenia dos esporangios

A producéo de esporangios foi abundante em extrato de solo ndo-autoclavado
sob luz continua. Observou-se a presenca de esporangios papilados, que

apresentaram um arranjo simpodial (FIGURA 4).

FIGURA 4 — DISPOSICAO SIMPODIAL DOS ESPORANGIOS NOS
ESPORANGIOFOROS.
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4.1.4 Avaliacdo da compatibilidade dos isolados, morfologia do anteridio e

dimensdes do oogbnio e odsporo

Foi comprovado a natureza heterotalica de todos os isolados de Phytophthora
sp. de pupunheira, com presenca apenas do tipo Al. Os o0sporos apresentaram-se
globosos, apleroticos (FIGURA 5), com diametro médio de 26,0 x 63,6 ym. N&o
foram observadas ornamentacdes nas paredes dos oogbénios e todos isolados de
Phytophthora sp. formaram anteridios anfigenos. Os o0ogbnios apresentaram
didmetro médio de 32,2 x 72,4 uym (TABELA 4).

TABELA 6 - GRUPO DE COMPATIBILIDADE, DIMENSOES
DE OOGONIO E OOSPORO DE ISOLADOS DE
Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA.

DIAMETRO
ISOLADOS -
. OOSPORO
OOGONIO (um)
(um)
64,9%-49,6™43,2°  54,0%-41,7°-32,3°
SP1 . .
(+4,29) (+4,28)
65,0-54,5-40,6 59,3-46,4-32,3
SA2
(£5,43) (£5,88)
64,8-50,4-39,2 58,8-42,9-31,3
SA3
(£5,39) (£5,76)
65,4-51,5-42,0 56,7-42,9-31,4
SA5
(£6,01) (£5,59)
63,0-50,1-42,0 53,9-40,4-31,4
SA8
(#5,71) (£5,58)
63,6-51,9-42,1 53,9-43,1-35,4
SA9
(£5,69) (£5,36)
69,6-51,7-40,6 56,6-43,4-34,0
SA10
(+4,66) (+4,36)
66,2-54,0-39,5 56,5-44,7-32,0
SA11
(£6,54) (£5,96)
57,6-46,1-40,8 50,1-38,4-29,6
SA12
(£3,37) (+4,14)
63,0-47,4-36,4 52,3-38,4-26,0
SA13
(£6,04) (£5,85)
66,5-52,1-32,2 54,7-42,4-26,9
SA14
(£7,99) (£7,39)

Continua...
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TABELA 7 - GRUPO DE COMPATIBILIDADE, DIMENSOES
DE OOGONIO E OOSPORO DE ISOLADOS DE
Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA.

Continuacao

DIAMETRO
ISOLADOS
OOGONIO (um) OOSPORO (um)
69,7-52,0-37,7 60,0-43,8-28,2
SA15
(+8,20) (+7,87)
64,4-51,2-39,4 54,7-42,8-31,4
SA16
(+7,07) (+6,39)
66,1-48,0-38,5 54,0-40,2-3,80
SAl17
(+5,34) (+6,69)
61,8-52,1-39,0 52,1-43,3-33,6
SA18
(+4,97) (+4,47)
64,5-51,0-40,5 54,6-42,7-32,1
SA19
(+5,45) (+4,84)
67,1-57,9-40,8 60,5-50,7-36,3
SA20
(+4,75) (+4,61)
64,6-51,3-41,4 55,2-44,0-33,1
SA30
(+5,61) (+4,98)
66,1-54,4-39,3 54,5-46,3-34,4
SA30-A
(+6,28) (+5,50)
66,1-54,9-34,8 54,5-46,0-34,0
SA31
(+6,90) (+4,87)
67,0-57,3-42,7 57,7-48,9-37,1
SA31-A
(+6,08) (+5,34)
66,5-55,4-41,0 59,3-47,3-38,1
SA32
(+6,12) (+4,82)
71,5-53,0-38,1 60,5-46,4-31,4
SA32-A
(+6,69) (+5,63)
64,7-56,1-39,1 55,7-48,4-33,6
SA33
(+5,86) (+5,14)
68,1-56,1-39,1 59,1-45,4-35,2
SA33-A
(+7,67) (+6,50)
65,4-50,9-34,8 54,0-43,2-35,2
SA34
(+5,56) (+3,86)
65,3-55,6-41,0 58,1-47,3-35,4
SA34-A
(+6,95) (+5,60)
65,1-50,3-37,4 56,6-43,0-29,6
SA35
(+8,02) (+7,17)

Continua...



TABELA 8 - GRUPO DE COMPATIBILIDADE, DIMENSOES
DE OOGONIO E OOSPORO DE ISOLADOS DE
Phytophthora sp. DE PUPUNHEIRA.

Concluséo
DIAMETRO
ISOLADOS - 5GSPORO
OOGONIO (um)
(um)
67,9-56,5-41,4 61,7-49,1-32,9
SA35-A
(£8,22) (x7,62)
72,4-58,7-39,5 61,7-49,8-33,8
SA35-B
(£8,43) (£6,68)
70,7-54,1-39,6 63,6-47,4-34,0
MATATIAS
(£7,40) (£7,11)

2 Limite superior; ° Média de 50 estruturas; ° Limite inferior;

Desvio padrédo
FIGURA 5 - OOSPOROS DE ISOLADOS DE Phytophthora sp.

DE PUPUNHEIRA, APLEROTICOS COM DESTAQUE PARA O
ANTERIDIO ANFIGENO (SETAS).
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4.1.4 Avaliacdo do crescimento micelial de Phytophthora sp. em diferentes

temperaturas

Houve variagdo no crescimento micelial entre os isolados de Phytophthora sp.
(FIGURA 6). Nao houve crescimento micelial a 8 e 36 °C. A temperatura 6tima
determinada dos isolados encontra-se entre 23,4 e 24,0 °C, sendo a média de 23,7
°C.
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FIGURA 6 - - CURVAS DE CRESCIMENTO MICELIAL (MM) DE ISOLADOS DE Phytophthora sp. DE
PUPUNHA, EM OITO TEMPERATURAS DIFERENTES. NUMEROS SEGUIDOS POR
REPRESENTAM A TEMPERATURA OTIMA.

*)
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4.1.6 Teste de patogenicidade dos isolados de Phytophthora sp.

Todos os isolados foram patogénicos a pupunheira. No sétimo dia apds a
inoculacao, observou-se que 96% das mudas exibiam sintomas caracterizados pelo
amarelecimento ou murcha da folha bandeira e/ou primeira e segunda folha aberta,
sendo que a testemunha permanecia sadia. No décimo quarto dia, observou-se que
todas as mudas apresentavam sintomas de murcha e/ou amarelecimento. Ao
vigésimo primeiro dia, 67% das mudas foram caracterizadas como mortas (FIGURA
7).
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FIGURA 7 - MUDA DE PUPUNHEIRA INOCULADA COM
Phytophthora  sp.  (DIREITA) E  TESTEMUNHA
(ESQUERDA).

4.2  Caracterizagcdo molecular dos isolados

Os fragmentos das regides ITS1 e ITS2 do rDNA e os das regides Coxl e
Cox2 do mtDNA amplificados dos isolados de Phytophthora sp. de pupunheira
apresentaram 862 a 941 pares de base para os primers ITS4 e ITS6 e 450 a 500
pares de base para os primers FMPhy-8b e FMPhy-10b, respectivamente.

A comparacdo das sequéncias das regifes ITS e COX dos isolados com o
banco de dados disponivel no Phytophthora-ID revelou maior similaridade dos
isolados com a espécie P. palmivora (TABELA 5). Sendo que a similaridade dos
isolados para a regido ITS foi de 93 a 100% e para a regido COX foi de 92 a 100%.
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TABELA 9 - SIMILARIDADE DE ISOLADOS DE Phytophthora palmivora DE PUPUNHEIRA,
MEDIANTE COMPARAGAO DE SEQUENCIAS DE DNA DOS GENES ITS E COX DO BANCO DE
DADOS PHYTOPHTHORA-ID

ITS

COX

Identidade em

Referéncia no

Identidade em

Referéncia no

Isolado Espécie relacdo a relagdo a
) Phytophthora-ID ] Phytophthora-ID
referéncia (%) referéncia (%)
SP1 P. palmivora - - 96 P10769
SA2 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA3 P. palmivora 99 AF266780 100 P10769
SA5 P. palmivora 99 AF266780 97 P10769
SA8 P. palmivora 96 AF266780 99 P10769
SA9 P. palmivora 93 AF266780 100 P10769
SA10 P. palmivora 94 AF266780 99 P10769
SAll P. palmivora 92 AF266780 98 P10769
SA12 P. palmivora 99 AF266780 95 P10769
SA13 P. palmivora 98 AF266780 94 P10769
SAl14 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA15 P. palmivora 99 AF266780 92 P10769
SA16 P. palmivora 93 AF266780 - -
SAl7 P. palmivora 99 AF266780 100 P10769
SA18 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA19 P. palmivora 99 AF266780 - -
SA20 P. palmivora 99 AF266780 95 P10769
SA30 P. palmivora 99 AF266780 97 P10769
SA30-A P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA31 P. palmivora 99 AF266780 - -
SA31-A P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA32 P. palmivora 100 AF266780 98 P10769
SA32-A P. palmivora 99 AF266780 96 P10769
SA33 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA33-A P. palmivora 99 AF266780 95 P10769
SA34 P. palmivora 98 AF266780 99 P10769
SA34-A P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA35 P. palmivora 99 AF266780 100 P10769
SA35-A P. palmivora 96 AF266780 - -
SA35-B P. palmivora 100 AF266780 93 P10769
MATATIAS P. palmivora 99 AF266780 98 P10769
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5. DISCUSSAO

Para o melhor de nosso conhecimento, o presente estudo apresenta os dados
sobre 31 isolados de Phytophthora sp. oriundos de plantios de pupunheira que
apresentavam sintomas da podriddo da base do estipe (PBE). Os mesmos foram
caracterizados com base em suas caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e anélise
molecular das regides do DNA ribossomal (ITS1 e ITS2) e mitocondrial (Cox1 e
Cox2).

Os isolados de Phytophthora sp. em estudo apresentaram  colbnias
ligeiramente estreladas, estreladas e cotonosas. Estas variagdes sdo comuns nas
culturas de Phytophthora (ERWIN; RIBEIRO, 1996). Estas caracteristicas ja foram
observadas em duas culturas de P. palmivora de pupunheira por Santos et al.
(2004). Em culturas de P. palmivora de outros hospedeiros, alguns autores relatam
também estes padrbes, como Hung et al. (2015), em citros, na Tailandia, e
Turkdlmez et al. (2015), em damasco, na Turquia.

Em relacdo as caracteristicas morfolégicas, os isolados de Phytophthora sp.
formaram esporangios papilados, caducos, com pedicelos curtos, predominando as
formas elipsoide e ovoide. As hifas ndo apresentaram septo, e todos os isolados
produziram clamiddsporos globosos terminais ou intercalares. Essas caracteristicas
correspondem ao descrito para a espécie P. palmivora (ERWIN; RIBEIRO 1996;
GALLEGLY; HONG, 2008). Resultados similares foram encontrados por outros
autores em pupunheira (SANTOS et al., 2004; PIZZINATTO et al., 2002), cacaueiro
(PAIM, 2005), mamoeiro (CARNAUBA et al., 2006), jaca (BORINES et al., 2014),
abacateiro (MACHADO et al.,, 2013), citros (HUNG et al., 2015) e damasco
(TURKOLMEZ et al., 2015).

As dimensbes dos esporangios de Phytophthora provenientes de pupunheira
do presente estudo foram em média 26,1 x 41,0 yum. As papilas apresentaram em
média 4,2 x 5,19 ym. Os pedicelos por sua vez obtiveram em média 1,5 ym de
comprimento. Neste estudo a ontogenia dos esporangios de Phytophthora sp. foi do
tipo simpodial. O tipo simpodial também foi observado para P. palmivora de
seringueira por Santos (1991).

Santos et al. (2004), estudando isolados de P. palmivora em pupunheira

oriundos do estado do Parana, encontraram dimensdes semelhantes ao deste
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estudo para esporangios (30,7 x 46,4 ym), além de confirmar outras caracteristicas
como papilas proeminentes (6,4 x 7,9 ym) e ontogenia do tipo simpodial. De acordo
com o estudo de Turkdlmez et al. (2015), os isolados de P. palmivora obtidos a partir
de plantas sintomaticas de damasco apresentaram ontogenia do tipo simpodial e
dimensdes de estruturas que se aproximam deste estudo tanto para esporangios
(36,0 x 42,5 ym) como para pedicelo (3 uym).

Estudos realizados por outros autores com P. palmivora obtiveram resultados
referentes as dimensdes dos esporangios semelhantes a este trabalho, como em
mamoeiro, no estado de Alagoas (27,5 x 37,6 ym) (CARNAUBA et al., 2006) e no
Para (38,0 x 46,0 um) (TRINDADE; POLTRONIERI, 2002). Machado et al. (2013)
relatam que em isolados de P. palmivora provenientes de abacateiro em Cuba as
dimensdes encontradas foram proximas ao deste estudo (31,8 x 48,8 ym). Enquanto
que, Hung et al. (2015) apresentaram, em citros, dimensdes de esporangios com
médias entre 33,3 x 53,8 ym.

Observou-se que, todos os isolados de Phytophthora sp. deste trabalho
formaram clamidésporos globosos e predominantemente terminais. Os
clamiddsporos apresentaram em meédia 23,3 ym de didmetro e 1,5 ym em média de
espessura de parede. De acordo com Stamps (1990), as caracteristicas
morfolégicas dos clamiddsporos podem ser usadas como carater taxondmico para
diferenciar algumas espécies de Phytophthora. Enquanto que, Erwin e Ribeiro
(1996) afirmam que, a morfologia dos clamidésporos néo varia muito entre as
espécies de Phytophthora, sendo a importancia desse carater na taxonomia, na
maioria das vezes, limitada a sua presenca ou auséncia.

Clamidosporos sdo produzidos por mais de 32 espécies das 75 descritas de
Phytophthora (SMITH, 2007). Algumas espécies produzem clamidésporos com
maior frequéncia que outras. Clamiddsporos com caracteristicas similares a deste
trabalho foram encontradas em outros trabalhos para P. palmivora em pupunheira,
no Brasil (SANTOS et al., 2004), em citros, na Tailandia (HUNG et al., 2015) e em
damasco, na Turquia (TURKOLMEZ et al., 2015).

Outro aspecto importante para classificacdo taxonémica de Phytophthora é
em relacdo a sua natureza homotalica ou heterotalica, bem como a posi¢cdo do
anteridio. No presente estudo, todos os isolados de Phytophthora sp. de pupunheira

apresentaram apenas um dos grupos de compatibilidade, o tipo Al. Os isolados de
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Phytophthora sp. deste trabalho produziram odsporos apleréticos, de didametro em
média 44,5 um e oogbnio 52,7 ym e anteridios anfigenos. Santos e Luz (2004)
também observaram a presenca de anteridios anfigenos em culturas de P.
palmivora de pupunheira.

Os isolados de Phytophthora deste trabalho ndo cresceram a 8 e 36 °C. O
maior crescimento micelial foi observado entre 20 e 28 °C, sendo a temperatura
otima entre 23,7 e 24 °C. Erwin e Ribeiro (1996) relatam que a temperatura é um
fator importante na caracterizacdo de Phytophthora, uma vez que cada espécie
possui uma temperatura maxima e minima de crescimento. Dessa forma, esta
caracteristica pode auxiliar na separacdo de espécies morfologicamente
semelhantes. Estudos realizados por Santos et al. (2004) no primeiro relato da
podriddo da base do estipe, causado por P. palmivora, apresentaram resultados
proximos ao deste estudo, com crescimento micelial entre 24 e 32 °C, n&o obtendo
nenhum crescimento a 35 °C. Pizzinatto et al. (2002) também relataram ndo haver
crescimento micelial dos isolados a 35 °C.

Os isolados de Phytophthora sp. foram patogénicos a pupunheira. A
patogenicidade de P. palmivora a pupunheira foi demonstrada também por
Pizzinatto et al. (2002), Alves et al. (2006) e Santos et al. (2004).

Pelas caracteristicas morfofisiologicas, os 31 isolados de Phytophthora sp.
deste trabalho enquadram-se no grupo Il de Waterhouse (1963), Stamps et al.
(1990; 1978), onde se encontra a espécie P. palmivora (Butler) Butler ja relatada em
pupunheira por Santos et al. (2004), Pizzinatto et al. (2002) e Stein et al. (1997).

Neste trabalho, os isolados foram caracterizados molecularmente com base
na analise das regides ITS1 e ITS2, do DNA ribossomal e Cox1l e Cox2, do DNA
mitocondrial. Os dados do sequenciamento dessas regifes demonstraram que 0sS
isolados provenientes de pupunheira sdo proximos da espécie P. palmivora de
acordo com o banco de dados Phytophthora-ID. Esse banco de dados abriga
informacdes de diferentes espécies de Phytophthora, fornecendo ferramentas para a
construgdo de arvores filogenéticas, gerando padrdes de restricdo virtuais da
espécie de interesse (GRUNWALD et al., 2011).

As regides ITS e COX foram recentemente sugeridas como marcadores
moleculares (barcode) para oomicetos (ROBIDEAU et al., 2011). Os primers ITS4 e
ITS6 séo utilizados para amplificar a regido ITS em Phytophthora (COOKE et al.
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2000). Turkélmez et al. (2015) na caracterizacdo molecular de P. palmivora em
damasco utilizou os primers ITS4 e ITS6 para amplificacdo da regido ITS.

As subunidades dos genes 1 e 2 (Cox1 e Cox2) do citocromo c oxidase séo
um grupo de genes presentes no DNA mitocondrial de Phytophthora (MARTIN et al.
2007). Uma das vantagens de se utilizar esta regido na identificagcdo de
Phytophthora, € que ela pode ser diretamente amplificada a partir de tecido vegetal
infectado, eliminando assim a necessidade da extracdo do DNA da cultura
(GRUNWALD et al., 2011).
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6. CONCLUSAO

Com base nas caracteristicas morfofisiologicas, esporangios papilados,
caducos, pedicelos curtos, oosporos de oogdnio aplerético e anteridio anfigeno,
crescimento micelial 6timo entre 23,4 e 24 °C, e caracteristicas moleculares,
utilizando as regides ITS do DNA ribossomal e COX do DNA mitocondrial, os 31
isolados de pupunheira foram classificados como e Phytophthora palmivora (Butler)

Butler;
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