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Phytophthora spp. EM CULTIVOS DIVERSOS NO SUL DA BAHIA E
IDENTIFICACAO DE AGENTES DE BIOCONTROLE A ESTES PATOGENOS.

EXTRATO

A regido cacaueira do sul da Bahia é considerada um dos principais centros
de endemismo do bioma Mata Atlantica, apresentando um dos recordes mundiais
em diversidade de plantas arboreas e riqueza biolégica. A principal base da
economia da regido sul da Bahia ainda é a cultura do cacaueiro, porém em funcéo
da crise econdmica desta, varios cultivos foram introduzidos, aproveitando as
condicdes favoraveis de solo e clima que a regido desfruta. No entanto, as
condicbes climaticas que beneficiam a exploracdo agricola tropical também
favorecem a ocorréncia de doencas, principalmente aquelas causadas por
fitopatdgenos do género Phytophthora que séo polifagos e cosmopolitas. O presente
trabalho teve como objetivos: i) Isolar, identificar e comprovar a patogenicidade das
espécies de Phytophthora diagnosticadas em cultivos anuais (abacaxi, feijdo e
mandioca), olericolas, plantas ornamentais e medicinais cultivadas em
assentamentos rurais e propriedades agricolas direcionadas a agricultura familiar na
regido sul da Bahia; ii) isolar, identificar e selecionar possiveis agentes
biocontroladores endémicos a estes cultivos para o controle das doencas causadas
por Phytophthora spp. Foram realizadas 17 coletas entre junho e outubro de 2008 e
janeiro e junho de 2009 em oito municipios da regido procedendo-se ao isolamento
em meio seletivo PARPH de tecidos vegetais e do solo da rizosfera de plantas
doentes. Os isolados de Phytophthora encontrados foram identificados por critérios
morfoldgicos, fisioldgicos e moleculares (sequenciamento da regido ITS do rDNA) e

foram inoculados nos hospedeiros de origem. Obteve-se 81 isolados identificados
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como P. nicotianae (52), P. palmivora (17), P. cinnamomi (6), P. cinnamomi var.
parvispora (3) e P. bisheria. Todos os isolados foram patogénicos aos respectivos
cultivos de origem. Este & o primeiro relato de P. cinnamomi var. parvispora e P.
bisheria no Brasil e também do isolamento de P. nicotianae em agrido, espinafre,
horteld e dracena baby; de P. palmivora em couve e bananeira ornamental e de P.
cinnamomi em Heliconia bihai |, bastdo-do-imperador, cebolinha e alface. Em busca
de métodos de controle de doencas eficientes e menos prejudiciais ao ecossistema
foram coletadas amostras de tecidos vegetais e de solo em areas que apresentavam
plantas com sintomas de doencas e as espécies fungicas foram isoladas e
identificadas por critérios morfofisiolégicos. Quatro isolados de Trichoderma foram
obtidos e identificados como: T. harzianum (2), T. virens (1), T. atroviride (1) e um
como Clonostachys compactiuscula. Os isolados com potencial para biocontrole
foram confrontados in vitro com isolados de P. nicotiane (3), P. palmivora (2), P.
bisheria (1) e P. cinnamomi (1). Todos os agentes biocontroladores reduziram
significativamente (P<0,05) o raio médio das colbnias dos fitopatogenos e
demonstraram antagonismo as quatro espécies de Phytophthora, através da
competicéo por interferéncia. Nos confrontos entre Trichoderma spp. e Phytophthora
spp. verificou-se substituicdo, impasse, entrelagamento de hifas e hiperparasitismo.
O isolado de C. compactiuscula exerceu antibiose as colénias de Phytophthora.
Ensaios futuros em condi¢cdes controladas e campo serdo necessarios para
comprovar o potencial dos BCAs. Os resultados obtidos neste trabalho representam

importante contribuicdo a agricultura familiar na regiao.

Palavras-chave: Phytophthora spp.; Oomicetos; taxonomia; gama de hospedeiros;
controle biolégico; micoparasitas; Trichoderma spp; Clonostachys compactiuscula.
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Phytophthora spp. FROM DIFFERENT CROPS IN SOUTH OF BAHIA AND
IDENTIFICATION OF BIOCONTROL AGENTS TO THESE PATHOGENS.

ABSTRACT

The cocoa growing region of south Bahia is considered a major center of
endemism in the Atlantic Forest biome, showing one of the world records in woody
plant diversity and biological richness. The main base of the south Bahia economy is
still the cacao culture, although due to the economic crisis of this crop, various other
crops were introduced to benefit of this region favorable conditions of soils and clime.
However, these climatic conditions also favor the occurrence of plant diseases,
especially those caused by pathogens of the genus Phytophthora that are
polyphagous and cosmopolitan. The objectives of these work were: i) to isolate, to
identify and to confirm the pathogenicity of Phytophthora species diagnosed in
annual crops (pineapple, beans and cassava), vegetables, ornamental and medicinal
plants cultivated on rural settlements and farms prating familial agriculture in
southern Babhia; ii) to isolate, to identify and to select potential biocontrol agents
endemic to these crops for the control of diseases caused by Phytophthora spp. To
achieve the first objective 17 surveys were conducted between June and October
2008 and January and June 2009 in eight districts of the region. Plant tissues and
soil from the rhizosphere of diseased plants were isolated in selective medium
PARPH. The Phytophthora isolates found were identified by morphological,
physiological and molecular (sequencing of ITS region of rDNA) criteria and were
inoculated onto hosts of origin. Eighty-one isolates were obtained from various crops,
in the municipalities of Itabuna, llhéus, Itacaré, Itubera, Uruguca and in the Serra

Grande district , which were identified as P. nicotianae (52), P. palmivora (17), P.
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cinnamomi (6), P. cinnamomi var. parvispora (3) and P. bisheria (1), 73 from the
rhizosphere soil and eight from plant tissues. Two isolates from injured anthurium
flower were not identified to species level, requiring sequencing of a larger number of
genes. All isolates were pathogenic to the origin cultures. This is the first report of P.
cinnamomi var. parvispora and P. bisheria in Brazil and also of the isolation, from the
rhizosphere or plant tissues of infected plants, of P. nicotianae in watercress,
spinach, mint and dracena baby; of P. palmivora in cabbage and ornamental banana
plant and of P. cinnamomi in Heliconia bihai, torch ginger, welsh onion and lettuce.
To search for methods to control Phytophthora diseases more efficient and less
harmful to the ecosystem, samples were collected from soil and plants showing
disease symptoms. Fungal species were isolated through direct and indirect methods
and identified by morphophysiologic criteria. The isolates with biocontrol potential
were confronted in vitro with isolates of P. nicotianae (3), P. palmivora (2), P. bisheria
(1) and P. cinnamomi (1), and the average radius of the confronted cultures and
controls were compared by Tukey test (P <0.05) using the SAS program. The type of
antagonistic reaction of each confront was also evaluated. Four isolates of
Trichoderma were obtained and identified as T. harzianum (2), T. virens (1), T.
atroviride (1) and one as Clonostachys compactiuscula. All biocontrol agents reduced
significantly the average radius of the pathogens colonies and showed antagonism to
the four species of Phytophthora. The antagonistic reactions of Trichoderma spp. to
Phytophthora spp. were by substitution, deadlock or intertwining of hyphae, and
hyperparasitism. The C. compactiuscula isolate exerted antibiosis to the colonies of
Phytophthora. Future tests under greenhouse and field conditions will be necessary
to demonstrate the potential of these BCAs. The results obtained in this work have

important mean to the familial agriculture in this region.

Keywords: Phytophthora spp.; Oomycetos; taxonomy; hosts range; biological control;

micoparasites; Trichoderma spp; Clonostachys compactiuscula.



1 INTRODUCAO GERAL

A regido cacaueira do sul da Bahia compreende 89 municipios e cerca de
90.000 km? cuja formacado vegetal primaria predominante era de floresta ombréfila
densa (LOBAO et al., 2009). Apresenta clima do tipo Af, floresta tropical quente e
umida sem estagcdo seca, com precipitacdo anual superior a 1.300 mm, distribuida
ao longo do ano — classificacdo de Koppen. O solo predominante na regido é o
Latossolo Amarelo distrofico tipico (SANTANA et al., 2002), oriundo de rochas
intermediarias e basicas, fértil e com boa retencdo de agua (SILVA et al., 1975).
Esta regido € considerada um dos principais centros de endemismo do bioma Mata
Atlantica. A floresta proxima ao Parque Estadual da Serra do Condur( apresentou
um dos recordes mundiais em diversidade de plantas arboreas, dando-nos a
dimenséao do que a regido representa para o planeta em termos de riqueza bioldgica
e grau de endemismo (MYERS et al., 2000).

A principal base da economia da regido sul da Bahia ainda é a cultura do
cacaueiro, que se constituiu em importante aliada da preservacao da Mata Atlantica,
principalmente pelo sistema de cultivo cabruca (raleamento da mata para plantio do
cacaueiro) que permitiu a preservacdo de espécies arboreas, contribuindo para
manter conexao entre os fragmentos florestais remanescentes na regido cacaueira
(LOBAO et al., 2009).

Em funcdo dos solos bons para agricultura e do clima favoravel, varios
cultivos foram introduzidos da regido amazbnica, como a seringueira (Hevea
brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg), o cupuagu (Theobroma grandiflorum
(Willd. Ex. Spreng) Schum.), a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) entre outras
fruteiras e cultivos de relevancia econdémica. No entanto, embora o clima favoreca a
exploracdo agricola tropical também favorece a ocorréncia de doengas,
principalmente aquelas causadas por fungos que requerem temperaturas em torno

de 25 'C e umidade relativa alta, freqiientes na regido o ano todo. Entre os principais



patdgenos encontram-se espécies do género Phytophthora que pertence ao filo
oomycota. Este filo atualmente esta no reino Straminipila, enquanto os fungos
verdadeiros constituem o reino Fungi (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Estes fitopatdgenos sado polifagos, cosmopolitas e causam diferentes
manifestacbes de doengcas como tombamento, podriddo de raizes, cancros, necrose
e queima foliar (LUZ et al, 2001). Diversas espécies vegetais sdo hospedeiras de
Phytophthora spp., muitas das quais possuem grande importancia econémica, como
os citros (Citrus spp.), o mamoeiro (Carica papaya L.), a acécia-negra (Acacia
mearsii de Wild), a batata-inglesa (Solanum tuberosum L.), a seringueira, 0
cacaueiro (Theobroma cacao L.), entre outros. Também sdo hospedeiras espécies
de importancia ecoldgica no ecossistema como Parinari alvimii Prance, Manilkara
maxima T. D Penn. e Harleyodendron unifoliolatum R. S. Cowan, endémicas ao
bioma Mata Atlantica sul baiana (MAGALHAES, 2009).

Apébs a crise econdmica causada por diversos fatores, inclusive pela doenca
conhecida como vassoura-de-bruxa que provocou severas perdas no monocultivo do
cacaueiro (ALBUQUERQUE et al., 2005), o cenario agricola da regido sudeste da
Bahia passou a considerar a diversificacdo de cultivos. Ampliaram-se as &reas
cultivadas com espécies frutiferas, visando a industria de polpas e doces; de
palmiteiros, principalmente a pupunheira (Bactris gasipaes Kunth), para extracéo e
industrializacdo do palmito, como também de cultivos anuais como: a mandioca
(Manihot esculenta Crantz), o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), o abacaxizeiro
(Anonas comosus L.), bem como de diversas espécies de plantas ornamentais,
olericolas e medicinais. Muitas dessas culturas sdo hospedeiras de Phytophthora e
cultivos como os do mamoeiro e da pupunheira sdo severamente afetados por
Phytophthora palmivora (Butler) Butler, que também é um dos principais patégenos
envolvidos no complexo de espécies deste género que causam a podriddo-parda do
cacaueiro (CAMPELLO; LUZ, 1981) e ainda a requeima da seringueira (SANTOS et
al., 1989).

A diversificagdo de cultivos tem sido mais acentuada em pequenas
propriedades de agricultura familiar e em areas de assentamentos rurais que estao
em expansdo em funcdo dos programas governamentais. Estes agricultores muitas
vezes ndo tém acesso ao diagndstico de doencas e necessitam também de métodos

de controle das mesmas, que sejam acessiveis ao tipo de agricultura a que se



dedicam, ndo podendo usar produtos quimicos em fun¢do do custo dos mesmos e
também para néo inviabilizar a producéo organica que normalmente praticam.
Visando justamente solucionar em parte este problema, principalmente no
que diz respeito as doencas causadas por Phytophthora spp., idealizou-se esta
pesquisa. Assim, o presente trabalho teve os seguintes objetivos: i) Isolar, identificar
e comprovar a patogenicidade das espécies de Phytophthora diagnosticadas em
cultivos anuais (abacaxi, feijdo e mandioca), olericolas, plantas ornamentais e
medicinais cultivadas em assentamentos rurais e propriedades com o perfil da
agricultura familiar na regido sul da Bahia; ii) isolar, identificar e selecionar possiveis
agentes biocontroladores endémicos a estes cultivos visando o controle das
doencas causadas por Phytophthora spp. de forma acessivel aos produtores e ao

tipo de agricultura que praticam.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Phytophthora

O género Phytophthora (“destruidor de plantas”), foi estabelecido por Anton
de Bary em 1876 ao descrever P. infestans (Mont.)) de Bary como o agente
responsavel por devastacdes nos batatais irlandeses, principal fonte alimenticia da
populacdo, em consequéncia deste fato houve a morte de aproximadamente um
milhdo de irlandeses e a imigragdo de um milhdo e meio de individuos da Irlanda
para a América do Norte, entre os anos de 1845 e 1846 (LUZ; MATSUOKA, 2001).

Espécies do género Phytophthora (Reino Straminipila, Filo Oomycota, Classe
Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia Pythiaceae), assim como diversos outros
Oomicetos sdo também conhecidos como pseudofungos possuindo caracteristicas
que os distinguem dos fungos verdadeiros como: parede celular composta de
celulose, micélio dipléide na maior parte do ciclo de vida, presenca de centriolos,
producdo de esporos biflagelados tendo pélos em um dos flagelos, diferencas nas
sequéncias de DNA, entre outras (ALEXOPOULOS et al., 1996; SCHUMANN; D’
ARCY, 2006). No entanto, apesar disso, apresentam certas semelhangcas com os
fungos verdadeiros como: auséncia de pigmentos fotossintéticos, crescimento
filamentoso, sdo microrganismos heterotréficos e reproduzem-se através de esporos
sexuais e assexuais (SCHUMANN; D’ ARCY, 2006; SILVEIRA, 1995).

Diversas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e moleculares sao
utilizadas para classificacdo das espécies de Phytophthora. Entre os critérios
morfolégicos, varias estruturas sao analisadas. Os esporangios, corpos de
frutificacdo, variam bastante entre as espécies quanto as dimensdes, formas e a
caducidade; o esporangiéforo pode ser irregularmente ramificado, ndo ramificado,
em simpaddio simples, em simpodio composto ou umbelado e, em algumas espécies,

h4 a formacdo (proliferacdo) interna de novos esporangios; os clamiddsporos,



esporos de resisténcia, geralmente sdo esféricos possuindo variacdes quanto a
espessura da parede, a insercdo na hifa (terminais, laterais, intercalares ou sésseis)
e h& espécies que ndo os produzem. Quanto a sexualidade, Phytophthora spp. sao
classificadas em homotdlicas (autoférteis) ou heterotalicas (apresentando tipo
compativel A1 ou A2); os 00sporos (esporos sexuais) variam quanto as dimensdes,
a espessura da parede e a ornamentacdo desta; os anterideos (gametangios
masculinos) diferenciam-se pela forma e dimensdes, sendo paraginos, anfigenos e
em algumas espécies ambos o0s tipos sao formados, também podem ser uni e/ou
bicelulares; os oogbnios (gametangios femininos) apresentam formas e dimensdes
variadas entre as espécies e possuem ou nao ornamentacdo na parede.

Com relacao a fisiologia das espécies de Phytophthora diferentes critérios sao
avaliados como: as temperaturas cardinais minima, Otima e maxima para
crescimento e esporulacdo em meio de cultura; a liberacdo de zodsporos (esporos
assexuais) que pode ser abundante ou esparsa; a produgcéo de pigmento em meio
de caseina hidrolisada e tirosina; a presenca ou ndo de crescimento em meio com a
adicdo de verde malaquita; o aspecto das colénias em meio de cultura (formas:
petaldide, estrelar, roseta, irregular, zonada, concéntrica, e 0 aspecto do micélio
aéreo: ralo, farinaceo, cotonoso, floculoso); o aspecto do micélio através da
presenca ou auséncia de hifas intumescidas de forma simples, catenulada, torulosa,
em clusters ou irregulares (LUZ, 2006).

A caracterizacdo molecular com base nas diferencas das sequéncias do DNA
ribossomal é bastante utilizada na atualidade (LUZ et al., 2008). Presentemente as
espécies de Phytophthora séo identificadas com base nos critérios morfofisiolégicos
e moleculares (ABAD et al., 2008).

Entre as estruturas formadas por Phytophthora spp. destacam-se os
zoOsporos, esporos biflagelados, que possuem grande importancia na disseminacao
do patdgeno quando na presenca de umidade e temperatura favoraveis. Os
o0sporos também sdo importantes, pois possibilitam a ocorréncia de recombinacdes
genéticas e a formacdo de hibridos intra ou interespecificos entre individuos
geneticamente compativeis. As paredes grossas presentes nesses esporos sexuais,
assim como nos clamidosporos, lhes proporcionam grande resisténcia as condicdes
ambientais adversas (LUZ; MATSUOKA, 2001).



2.2 Espécies de Phytophthora como patégenos de plantas

Mais de 70 espécies fitopatogénicas estdo inseridas no género Phytophthora
(SCHENA et al., 2008) e muitas dessas sdo assinaladas entre os principais
fitopatogenos de diversos cultivos economicamente importantes ou ndo. Varias
espécies do género sdo cosmopolitas e polifagas, apresentando-se como patégenos
altamente destrutivos podendo infectar todos ou somente alguns 6rgaos especificos
das plantas hospedeiras. Entre as diferentes manifestacbes de doencas pode-se
citar: damping-off, podridGes radiculares, do colo, de frutos, lesbes foliares, murcha
da parte aérea e gomoses (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

Existem muitas espécies de plantas catalogadas como hospedeiras de uma
ou mais espécies de Phytophthora, incluindo-se espécies florestais como carvalho
(Quercus sp.), pinheiro (Pinus sp.), eucalipto (Eucalyptus sp.), cultivos agricolas
perenes, tendo como exemplo as plantas citricas (Citrus spp.), o cacaueiro
(Theobroma cacao L.), a seringueira (Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull.
Arg) e cultivos anuais como o mamoeiro (Carica papaya L.), a batata-inglesa
(Solanum tuberosum L.) e o tomateiro (Solanum lycopersicum L. = Lycopersicon
esculentum Mill.). Diversas espécies de plantas ornamentais e medicinais também
compdem a ampla lista de hospedeiros das espécies de Phytophthora, que em sua
maioria, além de serem patdégenos cosmopolitas sdo altamente destrutivos, tendo
como exemplo P. ramorum Werres, De Cock e Man in 't Veld que por ser uma
potencial ameaca a flora européia, e por sua causa uma legislacdo emergencial teve
que ser introduzida em novembro de 2002 na Europa (BEALES et al., 2004).

Diversos patossistemas envolvendo Phytophthora spp. foram e estdo sendo
descritos em todo o mundo. Podem-se citar as diferentes espécies de Phytophthora
que estao associadas ao declinio de florestas de carvalho no continente europeu e
na América do Norte (BALCI; HALMSCHLAGER, 2003; ROBIN et al., 2001).
Possivelmente o declinio possui causa multifatorial em que fatores abidticos e
biéticos estdo envolvidos, dentre os ultimos destacam-se as diferentes espécies de
Phytophthora, muitas vezes associadas a danos no sistema radicular das plantas.

A gomose dos citros ocorre em todas as regibes produtoras de citros do
mundo. No Brasil constitui-se numa das principais doengcas da cultura,
principalmente em plantios novos (FEICHTENBERGER, 2001). Esta doenca afeta as

diversas regifées do mundo produtoras de citros e muitas espécies de Phytophthora



estdo envolvidas, sendo P. nicotianae Breda de Haan e P. citrophthora (Sm. e Sm.)
Leonian as mais importantes e disseminadas. Segundo Viana et al. (2004), P.
nicotianae é o principal agente causal da gomose no Brasil.

A gomose de Phytophthora da acécia-negra (Acacia mearsii de Wild), cujos
agentes etioldgicos sdo P. nicotianae e P. boehmeriae Sawada é considerada o
principal problema fitossanitario dessa espécie florestal de importancia econémica
(SANTOS; LUZ, 2006), e causa perdas severas na producdo nas principais regiées
produtoras do Brasil, da Africa do Sul e dos paises asiaticos (SANTOS, 2001).

Frequentemente s&o divulgados relatos sobre novos hospedeiros de
Phytophthora, tendo como exemplos: o primeiro registro de P. nicotianae causando
a necrose em bulbos de lirio da paz (Spathiphyllum wallisi Regel) no Brasil
(FISCHER et al., 2004); o primeiro relato da podridado de frutos de abacate (Persea
americana Mill.) causados por P. cactorum (Lebert e Cohn) Srhréter na Espanha
(LOPEZ-HERRERA et al., 2005); o primeiro relato mundial de P. tropicalis Aragaki e
Uchida infectando folhas de fruta-pdo (Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg) no
Brasil (CERQUEIRA et al., 2006); o primeiro registro de P. nicotianae causando
danos em Dendrobium candidum (erva da tradicional medicina chinesa) na China
(ZHANG et al., 2008). Também tem sido descritas com certa freqiiéncia, nos ultimos
anos, novas espécies como P. bisheria Abad, Abad e Louws diagnosticada como o
agente causal da podriddo de raizes em morango, roseira e framboesa nos
respectivos locais: norte da Califérnia (EUA), nos Paises Baixos e na Australia
(ABAD et al., 2008). Phytophthora siskiyouensis Reeser e Hansen, espécie descrita
recentemente, foi primeiramente diagnosticada em corpos hidricos e no solo de
ecossistemas naturais em Oregon, posteriormente, foram obtidos isolados a partir de
cancros em Lithocarpus densiflorus (Hook. e Arn.) Rehd. e de tecidos necrosados de
Umbellularia californica (Hook. e Arn.) Nutt. (REESER et al., 2007).

No Chile em meados da 1° década de 2000 apareceu uma nova doenca em
uma espécie de pinheiro (Pinnus radiata D. Don) denominada dano foliar do pinheiro
que tem se disseminado rapidamente ameacando esta espécie de Pinnus, cujas
plantac6es naquele pais (1,5 milhdes de ha) representam mais de um terco da area
total plantada com esta espécie no mundo, e formam a base da mais importante
atividade industrial do Chile. Em 2008 foi descoberto o0 agente etiolégico da doenca
e descrita uma nova espécie Phytophthora pinifolia sp. nov. (DURAN et al., 2008).



No Brasil diferentes espécies de Phytophthora sdo patégenos de diversos
cultivos rentaveis, havendo relatos de sua ocorréncia em todas as regifes do pais
(LUZ; MATSUOKA, 2001). Algumas espécies ocorrem em hospedeiros e localidades
especificas como P. infestans, outras estdo mais disseminadas e ocorrem em
diferentes regides do pais como P. palmivora (Butler) Butler e P. nicotianae, esta
Ultima espécie esta amplamente disseminada no mundo e particularmente no Brasil,
onde é o fitopatbgeno do género Phytophthora que possui o maior nimero de

hospedeiros (31) conforme Luz (2006).

2.3 Hospedeiros de Phytophthora na regido cacaueira da Bahia

A regido sul da Bahia apresenta clima quente e uUmido, propiciando o
desenvolvimento de doencas em espécies vegetais cultivadas ou ndo,
principalmente as fitomoléstias causadas por Phytophthora. Diferentes
patossistemas foram e estdo sendo estudados no sul da Bahia, envolvendo
Phytophthora e espécies vegetais de importancia econdmica como o cacaueiro, 0
mamoeiro, a pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) e a seringueira.

No cacaueiro Phytophthora spp. causam a podriddo-parda e o cancro, entre
outras doencas, particularmente na regido sul da Bahia, P. capsici Leonian, P.
palmivora e P. citrophthora sdo as espécies mais freqientes, sendo a ultima a mais
agressiva a este hospedeiro (OLIVEIRA; LUZ, 2005), ocasionalmente registra-se a
ocorréncia de P. hevea. A podridao-parda dos frutos do cacaueiro € a principal
doenca da cultura, considerando a sua ocorréncia em todos os paises produtores
(FALEIRO et al., 2004). Phytophthora palmivora causa também a podridao-das-
raizes e dos frutos do mamoeiro, considerada como uma das mais importantes
doencas da cultura, (OLIVEIRA et al., 1999; SILVA; DOIHARA, 2003), prejudicando
a producdo da fruta em diferentes localidades produtoras no sul da Bahia. A
pupunheira, cultivo que esta despontando economicamente na regido, sofre sérios
danos devido a podriddo-do-estipe, também causada por P. palmivora (SANTOS et
al., 2004). A seringueira, muito cultivada no sul da Bahia, em monocultivo ou
consorciada com outras espécies apresenta doencas como a requeima, a queda-
anormal-das-folhas, além do cancro do painel causadas por Phytophthora spp. que
diminuem a rentabilidade do cultivo em certas épocas do ano (GASPAROTTO et al.,
1997).



Com a substituicdo do monocultivo do cacaueiro, devido a fatores ambientais
(fitopatologicos, climaticos) e econdmicos, muitas areas nas fazendas que ndo eram
muito adequadas ao plantio do cacaueiro, foram destinadas a diversificacdo de
cultivos agricolas, e assim a mandioca (Manihot esculenta Crantz), o abacaxizeiro
(Anonas comosus L.), olericolas, plantas ornamentais e medicinais, especiarias,
entre outros passaram a ter espaco na economia agricola da regido cacaueira.
Cultivos anuais como o0 abacaxizeiro e a mandioca sdo hospedeiros de
Phytophthora, nestas espécies ocorrem as doencas: podriddo-do-olho do
abacaxizeiro (MATOS; SANTOS FILHO, 2001), e a podriddo mole das raizes da
mandioca (POLTRONIERI et al., 2001). Além disso, o feijoeiro também é catalogado
como hospedeiro de Phytophthora, embora nenhuma dessas doencas tenha sido
assinalada na regido cacaueira baiana.

Em assentamentos rurais e propriedades direcionadas a agricultura familiar
no sul da Bahia é muito comum o cultivo de olericolas, como a berinjela (Solanum
melongena L.), o jil6 (Solanum gilo Raddi), a abobora (Cucurbita moschata Duch) e
o coentro (Coriandrum sativum L.), todas estas espécies passiveis de serem
atacadas por Phytophthora spp., por serem assinaladas como hospedeiras em
outras regides. No entanto, até 2008, ndo haviam registros de infec¢des causadas
por estes fitopatdbgenos nesses cultivos agricolas, possivelmente porque muitos
produtores rurais nao tinham acesso ao diagndstico fitopatolégico. Também nessas
propriedades rurais sdo cultivadas as plantas medicinais, algumas suscetiveis a
injurias causadas por Phytophthora spp. Estes cultivos podem ainda servir como
fonte de indculo do patdégeno, para outras culturas. Recentemente foi diagndsticada
P. nicotianae em folha-da-costa (Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.) causando lesdes
foliares no municipio de Itajuipe-BA (LUZ, comunicacao pessoal).

O cultivo de flores tropicais e de plantas ornamentais no sul da Bahia esta em
expansdo, com diversas espécies sendo comercializadas. Em antdrio, foi
diagnosticada podridao das folhas e inflorescéncias causadas por P. citrophthora em
um viveiro no municipio de ltuberd (PAIM et al., 2006). Outras espécies de flores
presentes na regido podem ser hospedeiras de Phytophthora spp., embora sem
assinalamento na regido. Do mesmo modo que as flores, outras planta ornamentais
sao suscetiveis a Phytophthora spp. e € preciso conhecer os agentes causais para
poder controlar as doencas e evitar perdas futuras, levando-se em consideragao o

potencial de Phytophthora spp. como patégenos.



10

2.4 Controle das fitoenfermidades causadas por Phytophthora spp.

O controle das fitoenfermidades ocasionadas por Phytophthora spp.
compreende o uso de produtos quimicos (fungicidas), medidas culturais, escolha do
porta-enxerto, desinfestacdo de solos para produgcao de mudas, dentre outros (MAY-
DE MIO et al., 2002). Fungicidas sdo bastante utilizados no controle de doencas
causadas por Phytophthora spp. e apesar de apresentarem eficiéncia, 0 seu uso
exclusivo pode ser considerado restrito quando sdo mencionadas questdes como
forma de aplicagdo inadequada, impacto ambiental e o surgimento de racas
resistentes de patogenos (TOFOLI et al., 2005).

Em cultivos de tomateiro, nos quais epidemias de requeima, provocadas por
P. infenstans, causam perdas significativas de producao, os produtores dispendem
expressiva parcela do custo de producdo com seu controle. Do ponto de vista
populacional, a selecdo e a recombinacdo sdo mecanismos evolutivos que tém
implicacbes para o manejo da requeima por interferirem na predominancia de
individuos resistentes a fungicidas. A pressdo de selecdo exercida por fungicidas
especificos contribui para o estabelecimento de populacdes resistentes (REIS et al.,
2006).

Existem diversas medidas de controle que podem ser utilizadas como
alternativa ou conjuntamente ao controle quimico, destacando-se dentre estas o
controle biolégico. De acordo com Schumann e D’ Arcy (2006), de forma similar aos
produtos quimicos, o controle biolégico também pode ser usado na protecdo das
plantas contra infec¢des ou na erradicacao do inéculo primario.

Conforme Blum (2006), de forma simplificada, os mecanismos envolvidos no
controle biolégico de doencas de plantas sdo o antagonismo, a inducdo de
resisténcia e a protecdo cruzada. Apesar da subdivisdo dos mecanismos, um
antagonista pode agir através de um ou mais desses. A atuacdo por mecanismos
multiplos é altamente desejada para um agente de biocontrole por ampliar as
chances de sucesso do controle bioldgico (BETTIOL; GHINI, 1995).

A antibiose é definida como a interagdo entre organismos na qual um ou mais
metabolitos produzidos por um organismo tém efeito danoso sobre o outro. A
competicdo refere-se a interacdo entre dois ou mais organismos, que competem por
alimento, espaco e oxigénio. Quanto ao termo para definir o parasitismo é usado a

situacdo em que um microrganismo vive sobre e alimenta-se do outro; enquanto o
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hiperparasitismo é o tipo de interacdo em que os hiperparasitas atacam hifas e
estruturas de reproducao e sobrevivéncia dos fitopatdégenos, reduzindo a infeccao e
0 inéculo do patdgeno. A predacdo ocorre quando os predadores obtém seu
alimento a partir dos patdégenos e de varias outras fontes; o ultimo dos mecanismos
segundo (BETTIOL; GHINI, 1995) a hipoviruléncia que diz respeito a introducdo de
uma linhagem do patégeno menos agressiva ou ndo patogénica, capaz de transmitir
esta caracteristica as linhagens patogénicas.

De acordo com Blum (2006) ha diferenca entre inducdo de resisténcia e
protecéo cruzada. No mecanismo de inducdo de resisténcia o agente de controle
biolégico previamente inoculado induz a planta a se defender contra o patdégeno,
através do estimulo a producdo de enzimas, fitoalexinas, fenodis e barreiras
morfologicas. Com relagdo a protecdo cruzada, o organismo de controle bioldgico
previamente inoculado na planta age diretamente sobre o patégeno, através de
antagonismo direto por um ou mais mecanismos (antibiose, competicdo ou
hiperparasitismo).

A eficacia do controle biolégico de fitopatbgenos depende da interacao
reciproca entre o0 agente de controle biolégico, o fitopatdbgeno, a planta e os fatores
ambientais. Os organismos com potencial para uso em controle biolégico podem ser
encontrados entre espécimes dos fungos, bactérias, nematbides e virus. Porém,
entre os fungos e bactérias € que sdo encontrados agentes biocontroladores com
maior possibilidade de multiplicacdo em massa e de formulagdo de um produto para
uso comercial.

Segundo Schumann e D’ Arcy (2006) o uso bem sucedido de um agente
biocontrolador para protecao de plantas depende dos seguintes fatores: 1) fonte do
controle: organismos isolados das superficies de plantas sdo mais provaveis de
serem bem sucedidos porque eles sdo adaptados ao ambiente no qual deverao ser
efetivos. Tais microrganismos sao descritos como filoplano-competente ou rizosfera-
competente; 2) a aplicacéo correta de isolados especificos: provavelmente a alta
populacdo do agente biocontrolador introduzido no ambiente ndo sera mantida por
longos periodos. As interagbes microbianas naturais resultardo no rapido
balanceamento da populacéo. Neste caso o0 uso do sistema de previsdo de doencas
podera ajudar a determinar a época especifica em que a protecdo é requerida.
Provavelmente, repetidas aplicagdes dos agentes biocontroladores poderéo ser

necessarias para manter a alta populacdo requerida para garantir a eficacia do



12

controle; 3) formulacdes: estas devem permitir que 0s organismos biocontroladores
sejam armazenados de forma conveniente e que tornem-se ativos prontamente em
contato com a agua de aplicacdo e os compostos adicionais; 4) manuseio seguro:
populacdes de microrganismos concentrados tem seus proprios riscos potenciais
portanto devem ser manuseados cautelosamente; 5) informacdo confiavel:
diferentes experimentos em laboratério, casa de vegetacdo e campo devem ser
realizados para determinar com seguranca quais as condicbes de campo, do
ambiente e as espécies de plantas nas quais os produtos poderao ser utilizados.
Entre os fungos utilizados como agentes biocontroladores (BCAs) pode-se
citar Penicillium, Verticillium, Trichoderma e Clonostachys. Espécies dos dois ultimos
géneros sao bastante utilizadas em experimentos e em aplicacdes praticas.
Diferentes produtos desenvolvidos a partir de isolados de Trichoderma s&o
comercializados no exterior e tém como uns dos patdgenos alvos espécies dos
géneros Phytophthora e Pythium. Estes produtos sao utilizados incorporando-os ao

solo ou através de pulverizacdo no hospedeiro (BLUM, 2006).

2.5 O género Trichoderma

Espécies do género Trichoderma, formas anamoérficas de Hypocrea,
pertencem ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem
Hypocreales, Familia Hypocreaceae.

Segundo a descricao de Samuels et al. (http://nt.ars-
grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm), 0s conidiéforos de
Trichoderma spp. s@o bastante ramificados e por isso de dificil definicAo ou
mensuracao, soltos ou compactados em forma de tufos, freqientemente formados
em anéis concéntricos distintos ou dispostos ao longo de hifas aéreas escassas. A
ramificacao principal do conidiéforo produz vertentes laterais que podem por sua vez
ser ramificadas ou ndo, sendo que a parte mais ramificada encontra-se distante da
extremidade, com as fialides surgindo freqlientemente diretamente do eixo principal,
proximo da extremidade. As ramificagcbes podem subdividir-se, e as ramificacbes
secundarias sao freqientemente pareadas com a parte inferior, a mais ramificada,
unida ao eixo principal. Todas as ramificagfes primérias e secundarias surgem em
angulos de 90° ou proximo a 90°, em relagcdo ao eixo principal. O conidiéforo tipico

de Trichoderma, com ramificagbes pareadas, assume um aspecto piramidal,
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terminando em uma ou poucas fialides. Em algumas espécies, as ramificacbes
principais terminam em compridas elongagdes, simples ou ramificadas, em forma de
gancho, retas ou sinuosas, septadas, com paredes finas, estéreis ou com
terminacdes férteis. O eixo principal pode ter largura igual ou ser muito mais largo
que a base da fialide.

As fidlides sao tipicamente mais largas no ponto médio, mas, podem ser
cilindricas ou quase subglobosas, podendo inserir-se em verticilios, em angulo de
90° em relac&o a outras no mesmo verticilio, ou podem ser diversamente peniciladas
(do tipo gliocladium). As fidlides podem ser ainda densamente agrupadas em um
eixo principal amplo, ou solitarias. Os conidios tipicamente aparentam ser secos,
mas em algumas espécies eles podem estar contidos em gotas de liquido amarelo
ou verde claro. Na maioria das espécies sdo elipsoidais; conidios globosos séo
raros. S&o tipicamente lisos, mas conidios tuberculados ou sutiimente verrugosos
sdo observados em poucas espécies. Clamidosporos podem ser produzidos por

todas as espécies.

2.6 O género Clonostachys

Espécies do género Clonostachys, algumas das formas anamorficas de
Bionectria, pertencem ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Ascomycetes,
Ordem Hypocreales, e Familia Bionectriaceae. Possuem conidioforo dimorfico
mononematoso (referidos como conidiéforos primario e secundéario), ou
monomoarfico, mononematoso ou esporodoquial, liso, hialino. O conidiéforo primario
pode ser: do tipo verticillium ou estreitamente penicilado (tipo gliocladium), ou do tipo
acremonium, solitario, produzindo uma cabeca conidial unida e mais ou menos
descoloridas. O conidiéforo secundario é penicilado agregado ou frouxo, com
ramificacbes mais ou menos divergentes, mononematoso, densamente agregado
e/ou distintamente esporodoquial formando cadeias ou colunas de conidios
imbricados que podem colapsar para uma massa viscosa.

Espécies do género Clonostachys possuem células conidiogénicas sempre
fialidicas, variando de cilindricas ao formato de frasco, retas ou levemente curvadas,
com a parte apical mais ou menos reta, e a extremidade com espessamento
periclinal, truncada, raramente estreitando exatamente abaixo do apice, fialides

intercalares ausentes, raramente formadas abaixo de verticilios de fialides terminais.
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Massa conidial sem cor, amarelo pélido e levemente alaranjado, laranja palido a
claro, laranja amarronzado, raramente marrom ou verde claro a escuro. Conidios
unicelulares, lisos, alongados, levemente curvados por causa de um achatamento
em um dos lados, com hilo disposto lateralmente ou quase reto, ovoidal a elipsoidal,
com hilo quase mediano ou invisivel, hialino ou hialino esverdeado (SCHROERS,
2001).
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3 CAPITULO 1

ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA, MOLECULAR E
PATOLOGICA DE ESPECIES DE Phytophthora OBTIDAS DE DIVERSOS
CULTIVOS NO SUL DA BAHIA.

RESUMO

Visando conhecer a distribuicdo de Phytophthora spp. na regiao sul da Babhia,
foram realizadas coletas em cultivos anuais, olericolas, ornamentais e medicinais em
assentamentos rurais e propriedades agricolas direcionadas a agricultura familiar,
procedendo-se ao isolamento em meio seletivo PARPH de tecidos vegetais e do
solo da rizosfera de plantas doentes. Os isolados de Phytophthora encontrados
foram identificados por critérios morfolégicos, fisiolégicos e moleculares
(sequenciamento da regido ITS do rDNA) e foram inoculados nos hospedeiros de
origem. Pareamentos também foram realizados entre isolados das espécies
heterotalicas para determinacédo do tipo de compatibilidade sexual. Foram realizadas
17 coletas entre junho e outubro de 2008 e janeiro e junho de 2009 em oito
municipios da regido. Obteve-se 81 isolados de cultivos diversos, oriundos dos
municipios de Itabuna, llhéus, Itacaré, ltuberd, Uruguca e do distrito de Serra
Grande, que foram identificados como P. nicotianae (52), P. palmivora (17), P.
cinnamomi (6), P. cinnamomi var. parvispora (3) e P. bisheria (1), sendo 73
provenientes da rizosfera e oito de tecidos vegetais. Dois isolados obtidos de
inflorescéncia de anturio lesionadas nédo foram identificados ao nivel de espécie,
havendo necessidade do sequienciamento de maior numero de genes. Todos 0s
isolados foram patogénicos aos respectivos cultivos de origem. Este € o primeiro
relato de P. cinnamomi var. parvispora e P. bisheria no Brasil e também do

isolamento, na rizosfera ou em tecidos vegetais, de P. nicotianae em agrido,
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espinafre, horteld e dracena baby;, de P. palmivora em couve e bananeira
ornamental; e de P. cinnamomi em Heliconia bihai I, bastdo do imperador, cebolinha

e alface.

Palavras-chave: Oomicetos; taxonomia; gama de hospedeiros.
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ISOLATION, MORPHOPHYSIOLOGICAL, MOLECULAR AND PATHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF Phytophthora SPECIES FROM DIFFERENT CROPS IN
SOUTH OF BAHIA.

ABSTRACT

Aiming to know the distribution of Phytophthora spp. in south Bahia region,
surveys were realized in annual, horticrops, ornamental and medicinal crops in rural
settlements and farms prating familial agriculture. Plant tissues and soil from the
rhizosphere of diseased plants were isolated in selective medium PARPH. The
Phytophthora isolates found were identified by morphological, physiological and
molecular (sequencing of ITS region of rDNA) characters and were inoculated onto
hosts of origin. Pairings were also done among isolates of the heterothallic species to
determine the mating type. Seventeen surveys were conducted between June and
October 2008 and January and June 2009 in eight municipalities. Eighty-one isolates
were obtained from various crops, in the municipalities of Itabuna, llhéus, Itacaré,
ltubera, Urucuca and in the Serra Grande district , which were identified as P.
nicotianae (52), P. palmivora (17), P. cinnamomi (6), P. cinnamomi var. parvispora
(3) and P. bisheria (1), 73 from the rhizosphere soil and eight from plant tissues. Two
isolates from injured anthurium flower were not identified to species level, requiring
sequencing of a larger number of genes. All isolates were pathogenic to the origin
cultures. This is the first report of P. cinnamomi var. parvispora and P. bisheria in
Brazil and also of the isolation, from the rhizosphere or plant tissues of infected

plants, of P. nicotianae in watercress, spinach, mint and dracena baby; of P.
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palmivora in cabbage and ornamental banana plant and of P. cinnamomi in Heliconia

bihai, torch ginger, welsh onion and lettuce.

Keywords: Oomycetos; taxonomy; host range.
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3.1 INTRODUCAO

As espécies do género Phytophthora pertencem ao reino Straminipila, estes
microrganismos distinguem-se dos fungos devido a presenca de celulose na parede
celular, a diferencas nas sequéncias de DNA, dentre outros caracteres
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Caracterizam-se por apresentar micélio cenocitico,
tipico dos oomicetos, e diferentes propagulos como esporangios (corpos de
frutificacdo), clamidésporos e zoGsporos (esporos assexuais) e 06sporos (esporos
sexuais). A presenca, a forma e as dimensfes destas estruturas, além de
caracteristicas fisiolégicas e da filogenia molecular, sdo essenciais para a
identificacdo das espécies do género. Os diferentes propagulos tém funcbes
especificas no ciclo de vida destes patdgenos bem como na epidemiologia das
doencas por eles causadas (LUZ et al., 2001).

E incerto o nimero de espécies do género Phytophthora conhecidas na
atualidade. Schena et al. (2008) mencionam serem mais de 70 espécies
fitopatogénicas. Nesta década tem sido frequiente o relato de novas espécies, P.
ramorum (WERRES et al., 2001), P. alni Brasier e Kirk (BRASIER et al., 2004), P.
bisheria e P. siskiyouensis (ABAD et al., 2008; REESER et al., 2007), sao alguns
exemplos.

Muitas espécies de Phytophthora sdo cosmopolitas e possuem uma ampla
gama de hospedeiros, causando danos em cultivos agricolas ou em ecossistemas
naturais. A lista de hospedeiros destas espécies € ampliada constantemente com
novos relatos em todo o mundo. Podem ser citados os primeiros relatos de: P.
ramorum em castanha doce (Castanea sativa Mill.) no Reino Unido (DENMAN et al.,
2005); P. tropicalis infectando folhas de fruta-pdo (Artocarpus altilis (Parkinson)
Fosberg) (CERQUEIRA et al., 2006); P. cactorum em castanha-da-india (Aesculus
hippocastanum L.), em faia comum (Fagus sylvatica L.) e em alamo-branco (Populus
Alba L.) na Republica Tcheca (CERNY et al., 2009).
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No Brasil, até 2006, 20 espécies de Phytophthora haviam sido assinaladas
em cultivos economicamente relevantes para o pais (LUZ, 2006). Na regido
cacaueira baiana, varias destas espécies ocorrem causando danos a algumas das
culturas de maior destague como: o cacaueiro (Theobroma cacao L,) o mamoeiro
(Carica papaya L.), a seringueira (Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg), a
pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) e a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.).

Devido a crise na lavoura cacaueira gerada por diversos fatores, inclusive
pela vassoura-de-bruxa, doenca causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime e Phillips-Mora, o monocultivo do cacaueiro foi em parte substituido
por sistemas agroflorestais (SAFs) e outros cultivos, propiciando também, o aumento
do numero de assentamentos e de pequenas propriedades rurais com o perfil da
agricultura familiar, dedicando-se principalmente as culturas de subsisténcia como a
mandioca (Manihot esculenta Crantz), além da producdo de especiarias, frutas,
hortalicas e flores tropicais. Nestas pequenas propriedades, olericolas, como o
coentro (Coriandrum sativum L.), o tomateiro (Solanum lycopersicum L. =
Lycopersicon esculentum Mill.), e a abobora (Cucurbita spp.) sdo cultivadas
conjuntamente com varias espécies de plantas medicinais, como o hortela (Mentha
sp.), a folha-da-costa (Bryophyllum pinnatum Kurz.), o alecrim (Rosmarinus officinalis
L.), entre outras. Muitas destas plantas compdem a lista de hospedeiros de
Phytophthora, no entanto, ndo h& ainda relatos, na Bahia, da ocorréncia destes
patdgenos em varios destes cultivos.

Diversas espécies de flores tropicais sdo também cultivadas ao campo ou em
viveiros na regido, podendo ser citadas entre as mais plantadas a alpinia (Alpinia
purpurata (Viell) K. Schum), o antario (Anthurium andreanum Lindl.) e as helicbnias
(Heliconia spp.). No Brasil varias espécies de plantas ornamentais sdo hospedeiras
de Phytophthora (SILVA et al., 2001), como o lirio (Spathiphyllum wallisi Regel), a
violeta africana (Saintpaulia ionantha Wendl), e o antdrio. No sudeste da Bahia
registrou-se, apenas P. citrophthora (Smith et Smith) Leonian em anturio (PAIM et al,
2006).

A regiao sudeste da Bahia possui clima quente e umido, sendo altamente
favoravel ao desenvolvimento de doencas fungicas. No entanto, muitos pequenos
produtores rurais ndo tem acesso ao diagnostico destas doencas e seus agentes
etioldgicos, atribuindo a morte de suas plantas a “meleira”, nome utilizado para

designar a perda do cultivo nas épocas em que as temperaturas baixam um pouco e
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aumenta a umidade relativa. Como este é o nome vulgar atribuido a podridao-parda
do cacaueiro, causada por diversas espeécies de Phytophthora (CAMPELO; LUZ,
1981), foi sentida a necessidade de pesquisar a ocorréncia de espécies deste
género de fitopatdgenos, principalmente em pequenas propriedades.

O presente trabalho teve como objetivos: i) Inspecionar cultivos anuais
(abacaxi, feijdo e mandioca), olericolas, plantas ornamentais e plantas medicinais
cultivadas em assentamentos rurais e propriedades agricolas direcionadas a
agricultura familiar na regido sul da Bahia para coletar amostras de tecido vegetal e
da rizosfera de plantas possivelmente infectadas por Phytophthora spp.; ii) Isolar e
identificar através de caracteres morfofisiologicos e moleculares as espécies de
Phytophthora encontradas; iii) realizar os testes de patogenicidade e re-isolar os

patdgenos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta das amostras de Phytophthora spp.

As 17 coletas foram realizadas, entre junho a outubro de 2008 e janeiro a
julho de 2009, nos municipios de Camamu, Itabuna, Ilhéus, Itacaré, Itubera, Nilo
Pecanha, Urugcuca e Una em propriedades direcionadas a agricultura familiar e
assentamentos rurais com a producdo de cultivos anuais; olericolas; plantas
ornamentais; plantas medicinais. Os locais de coleta foram registrados por GPS,
quando possivel. Coletou-se as amostras em pelo menos quatro areas pertencentes
a cada linha de cultivo, tendo os produtores rurais respondido a um questionario
(Anexo 1) sobre os caracteres agrondmicos relacionados as suas propriedades.
Foram coletados os tecidos vegetais com sintomas tipicos de Phytophthora, além de
amostras de solo obtidas da rizosfera dos cultivos. Os materiais coletados foram
armazenados em sacos plasticos etiquetados, para a posterior analise em

laboratorio.

3.2.2 Isolamento de amostras

3.2.2.1 Isolamento de tecidos vegetais
Amostras de tecidos vegetais lesionados foram primeiramente lavadas em

agua corrente, apoOs isso se retirou fragmentos entre a area sadia e infectada dos
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tecidos, os quais foram desinfestados em hipoclorito de sédio a 1%, alcool 70% e
agua corrente. Consecutivamente, as amostras foram secadas em papel toalha e
plagueadas em meio seletvo PARPH (KANMWISCHER; MITCHELL, 1978),
preparado 24 horas antes, e incubadas a 25 °C, no escuro por 72 horas, quando

avaliou-se a presenca de coldnias de Phytophthora spp.

3.2.2.2 Isolamento de amostras de solo

Para este procedimento utilizou-se o0 método de diluicdo do solo em placas de
meio seletivo (FEICHTENBERGER, 2001). Amostras de solo obtidas da rizosfera (0-
10 cm) dos diferentes cultivos foram coletadas com o auxilio de um trado, em quatro
pontos equidistantes da planta hospedeira, formando desse modo uma amostra de
solo composta. Posteriormente, adicionou-se 10 g de cada amostra a 90 mL de meio
de cultura &gar-dgua 0,25%, a solucdo foi homogeneizada com um agitador
magnético, em seguida distribuiu-se 1 mL da solugdo em cada uma das 10 placas
(repeticdes) contendo meio seletivo PARPH. As placas foram incubadas no escuro,
a 25 °C por 48 h. Ap6s o que, foram lavadas cuidadosamente com agua corrente
para retirar a solucdo do solo da superficie do meio de cultura, e, em seguida
realizou-se a leitura das colbnias tipicas de Phytophthora que foram contabilizadas e
repicadas para meio seletivo PARPH. Uma nova leitura foi realizada no dia seguinte

nas mesmas placas para verificar se novas colénias haviam aparecido.

3.2.3 Identificagao dos isolados de Phytophthora spp.

3.2.3.1 Caracterizacdo morfoldgica

3.2.3.1.2 Anélise em substratos

ApGs o isolamento, as coldnias crescidas em meio seletivo foram repicadas
para meio de cultura cenoura-agar (CA) e, posteriormente, para placas de Petri
contendo agua e meio liquido de cenoura. As observacdes foram realizadas em
colonias entre cinco a 10 dias de idade, para as seguintes caracteristicas de valor
taxondmico: i) esporangios, presenca ou auséncia, comprimento, largura, razéo
comprimento/largura, caducidade, comprimento do pedicelo, tipo de papila, abertura
e profundidade do poro apical; ii) clamidésporos, presenca ou auséncia e diametro;

iii) o6sporos, tipo e dimensdes do anterideo (anfigenos ou paraginos), diametro dos
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oogbnios e dos o0sporos, presenca ou auséncia de ornamentacdes na parede do
oogonio.

As medidas foram efetuadas em 50 repeticdes de cada tipo de esporo para
cada isolado, através de laminas observadas ao microscépio optico (MO). Realizou-
se a caracterizacdo das colbnias observando o formato e o tipo de micélio aéreo
(LUZ et al., 2008; STAMPS et al., 1990; WATERHOUSE, 1963).

Caracterizaram-se morfologicamente trés isolados de cultivos anuais, 14 de
olericolas, 13 de plantas ornamentais, oito de cultivos medicinais e nove de espécies

frutiferas.

3.2.3.2 Caracterizacao fisiolégica

3.2.3.2.1 Teste de temperaturas cardinais

Realizaram-se testes com os isolados de Phytophthora spp. nas seguintes
temperaturas cardinais: minima (5 °C), 6tima (25 °C) e maxima (35 °C) para
crescimento (ERWIN et al., 1983). Discos de micélio (5 mm de diametro) obtidos de
colénias de Phytophthora com 7 dias de idade foram colocados no centro de placas
de Petri contendo CA, com quatro repeticbes por isolado. As placas foram
incubadas em B.O.D. a temperatura controlada por um periodo de 96 h. Foram feitas
avaliacdes diarias através da afericdo do comprimento e da largura das col6nias.
Apods 24 h do término dos testes, avaliou-se a sobrevivéncia dos isolados que néo
cresceram as temperaturas de 5 e/ou 35 °C, com a transferéncia do disco de micélio
de cada isolado para novas placas contendo CA e incubadas a 25 °C.

3.2.3.2.2 Técnica do Extrato de solo nao estéril para obtencéo de esporulacéo
Para as colbnias tipicas de Phytophthora que ndo esporularam em cultura
pura, utilizou-se a técnica do extrato de solo ndo estéril (RIBEIRO, 1978), o micélio
de colbnias crescidas, apds cinco dias em placas de Petri (6 cm de diametro)
contendo meio liquido de cenoura, foi lavado com agua destilada esterilizada, por
duas vezes consecutivas, depois adicionou-se as placas quantidades suficientes
para submergir o micélio de uma solucéo contendo 50 g de solo n&o estéril diluidos
em 1 L de agua destilada. O solo utilizado embora ndo estéril ndo continha
propagulos de Phytophthora. A solugdo antes da aplicacdo as placas permaneceu

24 h de repouso e entdo foi filtrada com o auxilio de um filtro de papel. As placas
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foram dispostas na bancada a 25 °C, sob iluminacdo continua. Entre trés a sete dias
apos a adicdo da solucdo foram preparadas laminas com as culturas para a

observacédo de esporangios.

3.2.3.3 Teste de compatibilidade sexual

Os isolados de Phytophthora foram pareados através do meétodo de
sanduiche (LUZ et al., 2008), com os isolados padrdes (Al e A2) de uma ou mais
das seguintes espécies: P. capsici (156 e 229), P. palmivora (847 e 839) e P.
nicotianae (1180 e 1187), fitopatdgenos presentes em patossistemas no sudeste da
Bahia, bem como os autopareamentos. Os sanduiches com discos de micélio (5 mm
de didametro) de colbnias aos sete dias de idade foram entremeados com discos de
meio de cultura CA e montados em placas de Petri pequenas (6 cm de diametro),
em quatro repeticbes. Todos os pareamentos foram incubados no escuro, a
temperatura de 25 °C e, a leitura foi realizada, entre o quinto e o oitavo dia apos a
montagem dos sanduiches (dependendo do tempo de formacédo de odsporos para
cada isolado), através da montagem de laminas que continham somente os discos
centrais. Os isolados que formaram odsporos com o padrdo Al foram classificados
como A2, e vice-versa. Como testemunhas parearam-se os isolados padrdes.

3.2.3.4 Caracterizacdo molecular

3.2.3.4.1 Extragc&o de DNA

Para extracdo do DNA gendmico, os isolados foram cultivados por sete dias
sob luz continua em B.O.D. a temperatura de 24 °C. A massa micelial foi extraida e
seca em papel toalha, sendo posteriormente estocada em tubos eppendorf e
armazenada em freezer a temperatura de - 20 °C. Realizou-se a extracdo do DNA
pelo método de Zolan e Pukilla (1986) com algumas modificacBes. A massa micelial
de cada isolado foi macerada em nitrogénio liquido, com o auxilio de um pistilo até
obter um p6 bem fino. Foi transferido de 300 a 500 mg do macerado para um tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL e adicionado imediatamente 800 uL de tampé&o de
extracdo, formado por Tris-HCI 200mM, NaCl 5M 250 mM, EDTA (0,5 M) pH 8,0 25
mM, SDS 10%; B-Mercaptoetanol a 1% e misturado com o auxilio de um Vortex. Os
tubos foram mantidos em banho-maria (70 °C) por 30 min, sendo agitados

manualmente a cada 10 min e em seguida foi realizada a desproteinizacéo,
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adicionando-se 700 yL de cloroférmio-alcool isoamilico, na propor¢éo de 24:1. As
amostras foram agitadas por suaves inversdes por 10 min e centrifugadas a 14000
rpm, durante 10 min em temperatura de 4 °C. O sobrenadante de cada amostra foi
transferido para tubos de 1,5 mL. Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao
sobrenadante NaCl 100 mM e isopropanol absoluto gelado. Os tubos foram
mantidos a - 80 °C por 30 min e, a seguir, centrifugados a 14000 rpm, durante 10
min em temperatura de 4 °C. O sobrenadante de cada tubo foi vertido e o pellet foi
lavado duas vezes com etanol 70% e seco em capela por 30 min. O DNA foi
ressuspendido em 100 uL de solugado contendo agua Milli-Q estéril e RNAse, na
concentracéo de 40 pg/mL, e mantido em banho-maria a 37 °C por 30 min para
dissolver. As amostras foram quantificadas em gel de agarose 0,8% onde foram
visualizadas bandas de DNA gendmico total, separadas por eletroforese, como
indicadoras da integridade do DNA extraido. ApOs esse processo, uma aliquota das
amostras de DNA de cada isolado foi diluida a 10 ng, para posterior utilizagdo no

sequenciamento.

3.2.3.4.2 Sequenciamento da regiao ITS

A identificacdo molecular dos isolados obtidos foi realizada usando os primers
ITS 1 e ITS 4 e foi feito o sequenciamento das regides ITS 1 e ITS 2 (internal
transcribed spacer) incluindo a subunidade 5.8 S do rRNA (WHITE et al., 1990). As
amplificacGes foram realizadas em um volume total de 50 uL contendo 50 mM de
KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 mM de cada dNTP (Promega), 1,5 uL de cada primer (20

pmol), 10 uL de DNA genémico (10ng.uL™), e 2.0 U de Taq DNA polimerase
(Promega). Todas as reagdes foram feitas em termociclador PTC-100 (MJ Research
Inc). As amplificacbes consistiram de desnaturacao inicial a 94 °C por 10 min, 10
ciclos de desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento de primers a 58 °C por 1 min,
alongamento a 72 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 1
min, anelamento a 58 °C por 1 min, alongamento a 72 °C por 10 min. Os produtos
de PCR amplificados purificados utilizando a Exonuclease | (Exo 1) para digerir
excesso de primers e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para degradar excesso de
nucleotideos provenientes da PCR. O sequienciamento foi feito do produto de PCR
obtido, utilizando BigDye Deoxy terminator sequencing kit (Applied Biosystems) de

acordo com as recomendacdes do fabricante, em um volume total de 5 pL, contendo
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0,5 yL de BigDye, 1 pyL de tampao de sequenciamento (5X), 2 pmol de primer e 30
ng de DNA. As reacOes de sequenciamento foram feitas em termociclador PTC-100
e consistiram de 40 ciclos com desnaturacao inicial a 94 °C por 1 min, anelamento a
60 °C por 1 min e extensdo a 60 °C por 4 min. Apés a reacdo de sequenciamento,
as amostras foram precipitadas com 20 pL de isopropanol 65% e a seguir
permaneceram no escuro em temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente
foram centrifugadas por 40 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a
placa invertida sobre papel toalha. Acrescentaram-se 100 yL de etanol 60% e
centrifugou-se & mesma velocidade por 5 min. O etanol foi descartado e a placa foi
centrifugada invertida sobre o papel toalha até 500 rpm para remover o excesso de
etanol. Apos secagem, a temperatura ambiente por 15 min, foi adicionado 10 yL de
formamida a cada amostra e a placa colocada no termociclador para a desnaturacao
a 94 °C por 3 min. Apés essa etapa, a placa foi levada ao Sequienciador Automatico
de DNA, modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer.

Para a analise do seqiienciamento utilizou-se o programa BioEdit vers&o 5.0.9
(HALL, 1999) para unir as sequéncias. Os alinhamentos foram feitos com o
programa clustal W versédo 1.8 (THOMPSON et al.,, 1997) e o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997) usado para comparar as sequéncias de cada isolado com
0s presentes nos bancos de dados publicos.

3.2.4 Teste de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram feitos com o método de disco de micélio
(CARVALHO et al., 2005). Discos obtidos de coldnias crescidas em CA, apos sete
dias de idade, com o auxilio de um vazador de cortica (5 mm de diametro) foram
postos na superficie abaxial de folhas ou na epiderme de frutos, de modo que o
micélio estivesse em contato com a superficie vegetal, totalizando 10 repeti¢cdes por
isolado. Os discos foram cobertos com chumacgos de algoddo umedecidos e as
folhas e/ou frutos dispostos em caixas plasticas contendo espumas umedecidas ou
em sacos plasticos borrifados internamente com agua. A observagcdo e o re-
isolamento das lesbes foram realizados entre trés e sete dias apos as inoculacdes, a

depender do hospedeiro.
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3.2.5 Processamento de amostras em Microscopia Eletrénica de Varredura
Duas amostras foram obtidas de culturas puras de isolados de Phytophthora
spp., apos 8 dias de crescimento em CA a 25 °C. Retirou-se fragmentos das culturas
puras do fitopatdgeno, com cerca de 1 mm?® de tamanho e colocou-se sobre um
pedaco de cera (de dentista) imerso numa gota de fixador, obtendo-se 5 a 6
repeticbes de cada amostra, que foram postas em frascos etiquetados contendo
uma solucao de gluteraldeido 2,5% em tampéao cacodilato 0,1 M pH 7,2 por 4 horas.
ApoOs isso, lavaram-se as amostras seis vezes consecutivas (com duracdo de 10
minutos para cada lavagem) em tampéao cacodilato. Depois houve a pés-fixacdo em
0OsO4 1% em tampéo cacodilato 0,1 M por 4 horas. Novamente as amostras foram
lavadas seis vezes consecutivas com o tampdo (em intervalos de 10 minutos por
lavagem). Realizou-se a desidratacdo em banhos de série crescente de
concentracdo de solucbes de éalcool 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, em
intervalos consecutivos de 10 minutos, e por trés vezes seguidas em alcool 100% a
cada 20 minutos. Depois houve a desidratacdo em solucdo contendo alcool e
acetona (3:1), alcool e acetona (1:1), alcool e acetona (1:3), em intervalos de 10
minutos, e por duas vezes consecutivas em acetona P. A, com duracdo de 15
minutos cada. Em seguida as amostras foram submetidas ao processo de Ponto
critico por cerca de 40 minutos e depois montadas em “Stubs”, com fita dupla face
de carbono. Por ultimo, as amostras foram metalizadas com deposi¢cdo de uma fina
camada de ouro com cerca de 20 nm de espessura, durante 80 s. As amostras

foram analisadas através do microscopio eletronico de varredura (MEV).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Isolados obtidos

Foram obtidos 81 isolados de Phytophthora spp., em coletas realizadas nos
municipios de Itabuna, Ilhéus, Itacaré, Itubera, Urucuca e em Serra Grande, distrito
da ultima cidade citada. A maioria dos isolados foram oriundos da rizosfera das
espécies vegetais, principalmente de plantas medicinais (35) (Tabela 1). Dos tecidos
vegetais coletados e isolados apenas oito amostras foram positivas para
Phytophthora, sendo obtidos dois isolados (1180 e 1185) de folhas de Dracena baby
(Dracaena sanderiana Hort.) no municipio de Uruguca, dois (1407 e 1408) de

inflorescéncia de antario (Anthurium andreanum Lindl.) coletadas em um viveiro no
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Tabela 1 — Numero de isolados de Phytophthora spp. obtidos de diferentes cultivos
em coletas realizadas no sul da Bahia.

Tipos de cultivos N° de coletas N° de isolados Locais
Itabuna
Olericolas 8 20 ltacaré
ltubera
Cultivos anuais 10 3 ltabuna
Plantas IIheug
. 11 14 ltubera
ornamentais
Urucuca
Plantas medicinais 6 35 ltacare

Serra Grande

municipio de ltuberd e quatro de hortela (Mentha villosa Hudson) sendo, dois de
folhas (1363 e 1364), um de haste (1365) e um de raiz (1366). Os isolados de
horteld foram coletados em uma horta urbana no distrito de Serra Grande, onde os
canteiros tinham todas as plantas com sintomas de murcha e lesdes foliares.
Caracterizou-se morfofisiologicamente o0s seguintes isolados: de -cultivos
anuais, 1335, 1336 e 1337 obtidos na rizosfera de feijao-de-corda (Vigna unguiculata
(L.) Walp) no municipio de Itabuna-BA, de olericolas (Tabela 2), de plantas

ornamentais (Tabela 3), de cultivos medicinais (Tabela 4) e de espécies frutifera:

Tabela 2 — Isolados de Phytophthora spp. obtidos na rizosfera de cultivos de
olericolas, localizados em trés municipios e em um distrito do sul da

Bahia.
: Cultivos
Locais Isolados —
Nome comum Nome cientifico
Itabuna 1329** Couve Brassica oleracea L. var.
acephala
1176%*, 1177**, 1178* Berinjela Solanum melongena L.
1330***, 1331***, Jilé Solanum gilo Raddi
1332%** 1333**,
1334**
Serra 1405%*, 1406***
Grande
Itacaré 1187** Tomate Solanum lycopersicum L.
ltuberd 1358* Agrido Rorippa nasturtium-aquaticum
(L.) Hayek
1359** Coentro Coriandrum sativum L.
1360**, 1362*** Espinafre Spinacea oleracea L.
1367** Cebolinha Allium fistulosum L.
1368**, 1369** Alface Lactuca sativa L.

* |solados selecionados para caracterizagdo morfofisiolégica e molecular;

** |solados selecionados para caracterizagdo morfofisiolédgica;
*** |solados selecionados para caracterizacdo molecular.



29

Tabela 3 — Isolados de Phytophthora spp. obtidos na rizosfera ou em tecidos de
plantas ornamentais, localizados em trés municipios do sul da Bahia.

Locais Isolados Cultivos — Fontes
Nome comum Nome cientifico
ltubera 1108* Bananeira Musa coccinea Ander Rizosfera
ornamental
1407*, Anturio Anthurium andreanum Lindl.  Inflorescéncia
1408~
1186* Bastéo do Etlingera elatior (Jack) Rizosfera
1409***, Imperador R.M.Smith
1410**
Urucuca 1179%, Dracena baby Dracaena sanderiana Hort.
1181**,
1182**,
1183%*,
1184**
1180**, Folha
1185~
[Ihéus 1188** Helicbnia bihai Heliconia bihai L. cv. Lobster Rizosfera
Claw |

* |solados selecionados para caracterizagdo morfofisiolégica e molecular;
** |solados selecionados para caracterizagdo morfofisioldgica;
*** |solados selecionados para caracterizagcdo molecular.

Tabela 4 — Isolados de Phytophthora spp. obtidos em cultivos de plantas medicinais,
localizados no municipio de Itacaré e no distrito de Serra Grande no sul

da Bahia.
Locais Isolados Cultivos — Fontes
Nome comum Nome cientifico
Itacaré 1107** Manijericao Ocimum basilicum L. Rizosfera
Serra 1363*, 1364** Hortela Mentha villosa Hudson Folha
Grande 1365** Haste
1366* Raiz
1375*, 1377***, Alecrim Rosmarinus officinalis L. Rizosfera

1381**, 1389***

1390%*, 1399***

1403***, 1404***
* |solados selecionados para caracterizagdo morfofisiolégica e molecular;
** |solados selecionados para caracterizagdo morfofisioldgica;
*** |solados selecionados para caracterizacdo molecular.

1189, 1190, 1191, 1192, 1193, 1194, 1195, 1196, 1197 obtidos na rizosfera de
mamoeiro (Carica papaya L.) cultivado em uma horta no municipio de Itabuna-BA.

A caracterizacdo molecular foi feita com os isolados listados nas Tabelas 2 - 4
gque estdo assinalados com um e trés asteriscos, além dos isolados 1335 e 1337 de

cultivos anuais.
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Foram identificadas com base nas caracteriza¢c6es morfoldgicas, fisiologicas e
moleculares, quando necessario, cinco espécies de Phytophthora associadas a
rizosfera ou a partes vegetais dos diferentes cultivos analisados. Dois isolados
provenientes de inflorescéncia de anturio foram identificados apenas ao nivel de
género. Houve predominancia de P. nicotianae, sendo obtidos 52 isolados desta
espécie.

Para facilitar a exposicdo dos resultados serdo apresentados os dados por

cada uma das espécies identificadas.

3.3.1.1 Phytophthora nicotianae Breda de Haan

Esta espécie foi isolada dos seguintes cultivos: berinjela (3), tomateiro (1),
dracena baby (7), agrido (1), coentro (1), espinafre (3), hortela (4) e alecrim (30).
Estando presente em lItabuna, Itacaré, ltubera, Uruguca e no distrito de Serra
Grande.

Os isolados desta espécie analisados para a compatibilidade sexual
apresentaram os dois tipos compativeis, com predominancia do tipo A2 (Tabela 5).
Isolados do tipo de compatibilidade Al foram encontrados somente no municipio de
Uruguca no cultivo de dracena baby.

Vinte e dois isolados de P. nicotianae foram caracterizados
morfofisiologicamente (Tabela 5). Em culturas em meio cenoura agar aos 10 dias de
idade observou-se esporangioforos com ramificacdo irregular simples. Esporangios
estavam presentes nas culturas de todos os 22 isolados com formato
predominantemente limoniforme (Figura 1A e B), porém esporangios obpiriformes e
ovbides também foram observados. As médias de comprimento e largura dos
esporangios desses isolados variaram de 33,4 £ 0,9 x 24,7 £ 0,6 um (isolado 1381) a
51,1 £ 0,9 x 40,0 £ 0,8 um (isolado 1187). A relagdo comprimento/largura variou de
1,2:1 (1182, 1183 e 1185) a 1,4:1 (1178, 1184, 1375 e 1381).

As papilas destes isolados variaram em profundidade média de 4,8 + 0,1 um
(1381) a 7,9 + 0,2 ym (1187), enquanto a média da abertura do poro apical teve
variagéo de 6,5 £ 0,1 um (1364 e 1390) a 9,7 £ 0,2 um (1184).

Esta espécie ndo é caduca, ou seja, ndo apresenta esporangios deciduos. No
entanto, esporadicamente podem ser vistos esporangios com pedicelos muito

curtos.
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Tabela 5 — Dimensbes das estruturas assexuais (Um) e temperaturas (°C) limites
para crescimento de isolados de Phytophthora nicotianae obtidos em
diferentes cultivos localizados no sul da Bahia.

o Esporéngios* TLC

N TC CE LE C/L PP AP DC MIN  MAX
1176 A2  41,3%1,0 33,0£0,7 1,311 4,8+0,2 7,6+0,2 29,9+0,7 >5 > 35
1177 A2 47,1+0,6 35,3+0,4 1,3:1 5,5+0,2 8,5+0,2 28,9+0,9 >5 > 35
1178 A2  458+1,2 33,4+0,7 1,41 6,2+0,2 8,6%x0,3 29,5t0,8 >5 > 35
1179 Al 42,4+0,9 31,6+0,7 1,311 5,7#0,2 7,4+0,3 26,3t05 >5 > 35
1180 A1  38,2#0,9 29,0+0,6 1,3:1 5,3%0,2 7,5+0,2 23,4+0,9 >5 > 35
1181 A1 39,5+#1,2 31,3+0,9 1,311 5,6+0,2 7,9+0,2 26,0t09 >5 > 35
1182 A1 39,7+1,2 32,6+0,9 1,2:1 49+0,2 7,5+0,2 25809 >5 > 35
1183 A1  37,5#0,9 30,8+0,8 1,2:1 5,3+0,2 8,2+0,2 21,8t09 >5 > 35
1184 A1  44,0£1,0 32,5+06 1,41 6,5+0,2 9,7+0,2 25809 >5 > 35
1185 A1 41,1+0,6 34,0£0,5 1,2:1 5,7#0,2 8,8+0,2 255+0,8 >5 > 35
1187 A2 51,1+0,9 40,0+0,8 1,3:1 7,9+0,2 9,6+0,2 31,2+t1,1 >5 > 35
1358 A2 39,3#0,3 30,3x0,4 1,311 6,3+0,1 7,4+0,1 25,4+0,8 >5 > 35
1359 A2 40,6%0,7 31,4+0,5 1,311 6,1+0,2 7,5+0,1 26,3t0,7 >5 > 35
1360 A2  48,1+0,6 33,9+04 1,311 6,3%0,2 6,7+0,1 31,309 >5 > 35
1363 A2 39,5¢#1,2 30,7+0,8 1,311 6,8+0,3 7,3+x0,2 24,2+06 >5 > 35
1364 A2  34,0£0,9 25,6+0,6 1,311 5,8+0,2 6,5+0,1 27,8t1,0 >5 > 35
1365 A2  46,7+0,8 35,7+0,6 1,3:11 7,6%0,3 7,3x0,1 25,1+0,8 >5 > 35
1366 A2  39,7#0,6 30,4+0,5 1,311 6,1+0,2 7,2+0,2 27,008 >5 > 35
1375 A2 46,1+1,1 32,9408 1,41 6,7¢0,1 6,8+0,1 29,0t09 >5 > 35
1381 A2 33,4+0,9 24,7406 1,41 4,8+0,1 6,8+0,1 19,9+0,6 >5 > 35
1390 A2 41,0#1,1 31,8+0,8 1,311 6,2+0,2 6,5+0,1 25,1+0,7 >5 > 35
1405 A2  43,9+0,6 33,404 1,3:1 6,9+0,2 7,8+0,1 27,9+0,8 >5 > 35

* média de 50 observacdes +* erro padrao
Legenda: TC (tipo de compatibilidade sexual); CE (comprimento dos esporangios); LE (largura dos

esporangios); C/L (relacdo comprimento/largura dos esporangios); PP (profundidade das papilas); AP
(abertura do poro apical); DC (diametro dos clamidésporos); TLC (temperatura limite para

crescimento minima (MIN) e maxima (MAX)).

Clamidosporos (Figura 1C), terminais e intercalares, estiveram presentes em
todos os isolados analisados e o didmetro médio variou de 19,9 + 0,6 ym (1381) a
31,3+ 0,9 um (1360).

Alguns isolados apresentaram intumescimento de hifas dos tipos coraldides
(Figura 1D), tubiformes, torulosos (Figura 1E), catenulados e angulares, porém, nao
se constitui uma caracteristica marcante da espécie, pois surgem ocasionalmente no
micélio.

Todos os isolados sobreviveram a incubag¢ao por quatro dias a temperatura
de 5 °C, embora ndo tenham apresentado crescimento. As culturas cresceram a 35
°C e, a 25 °C a variacao do diametro das col6nias foi de 5,6 cm (1375 e 1180) a 7,4
cm (1187).
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As colbnias foram predominantemente petaldides do tipo crisantemo (Figura
3A) (1358, 1360, 1363, 1364, 1365, 1366, 1381, 1405), estrelada (Figura 3B) (1177,
1178, 1180, 1184, 1187, 1359, 1375, 1390) e difusa (1176, 1179, 1181, 1182, 1183,
1185). O micélio aéreo das coldnias variou de ralo (Figura 3C) (1179, 1180, 1181,
1182, 1183, 1184, 1185, 1187, 1365, 1405) a ligeiramente cotonoso (1176, 1177,
1178, 1358, 1359, 1360, 1363, 1364, 1366, 1375, 1381, 1390).

Todos os 22 isolados foram patogénicos aos seus respectivos cultivos de
origem (exemplos: Figuras 4B e D), sendo facilmente re-isolados, apds o término
dos testes de patogenicidade.

O registro de P. nicotianae como patégeno de agrido, espinafre e horteld é
inédito. H& um relato de ocorréncia de P. nicotianae em uma espécie de dracena
(Cordyline terminalis Kunth.) no Havai (TRUJILLO et al.,, 1975), mas este é o
primeiro registro deste patégeno em dracena baby. A espécie Mentha cardifolia
Opiz. € hospedeira deste fitopatégeno (KAOSIRI, 1984), mas ndo foi encontrado
registro para Mentha villosa. A maioria dos isolados de P. nicotianae (35) foi obtida
na rizosfera de alecrim, espécie ja registrada como hospedeira conforme Wheeler e
Boyle (1971), o coentro também ¢é catalogado como hospedeiro deste fitopatégeno
(TRINDADE et al.,, 2001). O tomateiro e a berinjela sdo conhecidos como
hospedeiros de P. nicotianae, para o Brasil com registros de ocorréncia em Sao
Paulo (SIQUEIRA et al., 1985; VITTI et al., 1993). O relato para todos os oito cultivos

€ inédito para a Bahia.

3.3.1.2 Phytophthora palmivora (Butler) Butler

Foram obtidos 17 isolados de P. palmivora da rizosfera de diferentes cultivos,
15 destes no municipio de Itabuna, provenientes de mamoeiro (9), de couve (1) e de
jil6 (5). Outros dois isolados foram provenientes do municipio de Itubera na rizosfera
de bananeira ornamental e outro no municipio de Itacaré na rizosfera de manjericao.
Destes 17 isolados, 14 foram classificados como pertencentes a esta espécie por
critérios morfofisiologicos (Tabela 6), todos eles sdo do tipo compativel Al. As
culturas foram observadas aos sete dias de cultivo em CA apresentando
esporangioforo do tipo simpodial simples; esporangios com formato
predominantemente elipsoides e ovoides (Figura 1F e H), com variagdo do
comprimento médio de 39,4 £ 0,7 um (1334) a 53,1 £ 1,5 ym (1195) e da largura de
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Tabela 6 — Dimensbes das estruturas assexuais (um) e temperaturas (°C) limites
para crescimento de isolados de Phytophthora palmivora obtidos em
diferentes cultivos localizados no sul da Bahia.

Esporangios* DC TLC
CE LE C/L PP AP CP MIN MAX

Nc

1107 51,9+0,9 28,5#0,5 1,81 6,4+0,3 7,0£0,2 4,0£0,3 29,0+0,8 >5 <35
1108 50,3+1,0 26,9+0,4 191 6,9+0,2 8,1+0,3 3,1+0,2 27,9+0,6 >5 <35
1189 51,7#1,0 28,7#04 1,81 7,2#0,2 11,2#0,2 2,6x0,1 29,7+0,6 >5 <35
1190 39,6+0,9 24,2+04 1,6:1 5,1+0,1 9,0+0,2 3,1+0,1 30,5+0,6 >5 <35
1191 46,6x1,2 26,405 1,81 55+0,2 9,8+0,2 2,7x0,1 28,4+0,8 >5 <35
1192 43,7+1,1 24,8+0,6 1,81 6,6+0,2 10,6+0,3 3,5+0,2 24,4+0,7 >5 <35
1193 50,5+1,2 31,1+0,8 1,6:1 8,3+0,3 12,2+0,3 3,4+0,2 24,1+0,6 >5 <35
1194 47,6x0,9 27,5#05 1,721 6,7¢#0,2 10,9#0,3 2,9+0,1 30,4+0,5 >5 <35
1195 53,115 29,2#0,6 1,81 8,6+0,3 9,0£0,2 3,3x0,2 30,4+0,8 >5 <35
1196 43,3x1,0 26,1+0,6 1,721 5,7#0,2 9,1+0,2 3,0+0,2 27,7+0,8 >5 <35
1197 48,3x1,1 27,6#04 1,81 6,6£0,2 11,0£0,2 3,1+0,1 25,3%0,7 >5 <35
1329 40,2+0,8 23,8+0,4 1,721 6,4+0,2 8,0+0,2 2,6+0,1 29,9404 >5 <35
1333 42,4+0,6 23,0#0,3 1,81 5,8+0,2 7,1+0,2 2,5x0,1 27,2+0,5 >5 <35
1334 39,4+0,7 23,8+04 1,721 6,1+0,2 7,2#0,2 2,1+0,1 26,0+0,7 >5 <35

* média de 50 observacdes + erro padrdo

Legenda: TC (tipo de compatibilidade sexual); CE (comprimento dos esporangios); LE (largura dos
esporangios); C/L (relagdo comprimento/largura dos esporangios); PP (profundidade das papilas); AP
(abertura do poro apical); CP (comprimento do pedicelo); DC (didmetro dos clamidésporos); TLC
(temperatura limite para crescimento minima (MIN) e maxima (MAX)).

A média da profundidade do poro apical variou entre 5,1 + 0,1 yum (1190) e 8,6
+ 0,3 ym (1195) e a da abertura do poro de 7,0 £ 0,2 ym (1107) a 12,2 + 0,3 uym
(1193).

Phytophthora palmivora é uma espécie caduca. Todos o0s isolados
caracterizados possuiam pedicelo curto, caracteristico da espécie, variando entre
2,1+0,1 um (1334) a 4,0 £+ 0,3 um (1107).

Todas as culturas formaram clamidésporos (exemplo, Figura 1G), terminais e
intercalares, com variacdo do diametro médio de 24,1 £ 0,6 ym (1193) a 30,5 + 0,6
pMm (1190).

Esporadicamente, foram observados intumescimentos de hifas dos tipos
coral6ides e tubiformes em algumas das culturas.

Nenhum dos isolados cresceu a 5 e a 35 °C, mas sobreviveram a essas
temperaturas. O diametro das colbnias a 25 °C em meio cenoura agar, apés quatro
dias de incubacéao, variou de 7,3 cm (1108) a 8,7 cm (1192). Entre os isolados houve
a predominancia de colbnias petalbides do tipo crisantemo (Figura 3D e F), somente
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o isolado 1108 formou colbnia ligeiramente concéntrica (Figura 3E). O micélio aéreo
das colbnias variou de farinaceo (1107, 1108, 1191, 1194, 1329, 1333 e 1334) a
floculoso (1189, 1190, 1192, 1193, 1195, 1196, 1197).

Nos testes de patogenicidade realizados (exemplos: Figura 4E e F) verificou-
se que todos os isolados foram patogénicos aos cultivos de onde foram obtidos e
deles re-isolados.

Dos cultivos de onde os isolados de P. palmivora foram originados, somente o
mamoeiro € hospedeiro deste fitopatdégeno (LUZ et al., 2001). A espécie do género
Musa (M. textilis Née) é hospedeira de P. palmivora (HERNANDEZ, 1919) citado por
(ERWIN; RIBEIRO, 1996), porém, a bananeira ornamental (Musa coccinea) esti

sendo relatada pela primeira vez neste trabalho.

3.3.1.3 Phytophthora cinnamomi Rands

Foram obtidos seis isolados da espécie P. cinnamomi, na rizosfera dos
seguintes cultivos: flores tropicais, de heliconia bihai I, no municipio de Ilhéus (1) e
de bastdo do imperador (2) em Itubera; olericolas, cebolinha (1) e alface (2) em
ltubera.

Dos cinco isolados caracterizados morfofisiologicamente (Tabela 7), um é do
tipo compativel Al (1188) e quatro sdo A2 (1367, 1368, 1369 e 1410).

Tabela 7 — Dimensbes das estruturas assexuais (Um) e temperaturas (°C) limites
para crescimento de isolados de Phytophthora cinnamomi obtidos em
diferentes cultivos localizados no sul da Bahia.

o Esporangios* TLC

N TC CE LE C/L AP DC MIN MAX
1188 Al 42,3%#0,9 27,8+0,6 1,511 9,0+0,2 16,9+0,3 >5 <35
1367 A2 36,5%1,2 23,2+0,8 1,6:1 6,7+0,3 25,7+0,9 >5 <35
1368 A2 36,6x1,4 24,2+0,8 1,51 6,8+0,3 26,7+0,9 >5 <35
1369 A2 42,8+1,5 24,8+0,6 1,71 5,8+0,2 24,6x0,7 >5 <35
1410 A2 39,5%+2,0 23,1+0,8 1,721 6,1+0,3 30,8+0,8 >5 <35

* média de 50 observacdes + erro padrdo

Legenda: TC (tipo de compatibilidade sexual); CE (comprimento dos esporangios); LE (largura dos

esporangios); C/L (relagdo comprimento/largura dos esporangios); AP (abertura do poro apical); DC

(diametro dos clamidosporos); TLC (temperatura limite para crescimento minima (MIN) e méaxima

(MAX)).

N&o foram formados esporangios em culturas puras, com excec¢do do isolado

1188 que, guando cultivado em placas de Petri contendo &gua esterilizada,
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apresentou alguns esporangios. Para visualizar estes propagulos nas cinco culturas
utilizou-se solucdo de solo n&o esterilizada que foi adicionada sobre as mesmas.
Cinco a sete dias apés, houve a formacdo de esporangios, 0s quais eram
predominantemente elipséides e ovoéides, com variagcdo do comprimento médio de
36,5+1,2 um (1367) a 42,8 £ 1,5 ym (1369) e da largura de 23,1 + 0,8 ym (1410) a
27,8 £ 0,6 ym (1188). A relagdo comprimento/largura variou de 1,5:1 (1188 e 1368) a
1,7:1 (1369 e 1410). Os esporangios dos isolados estudados eram n&o caducos e
nao papilados e apresentavam abertura do poro apical variando, em média, entre
58 = 0,2 ym (1369) e 9,0 = 0,2 ym (1188). Observou-se proliferacédo interna de
esporangios (Figura 11), e alguns dos quais eram constritos no ponto médio.

Todos os isolados formaram clamidésporos (exemplo: Figura 1J) terminais e
intercalares com variacdo do diametro médio de 16,9 + 0,3 ym (1188) a 30,8 £ 0,8
pm (1410).

A presenca de intumescimento de hifas (Figura 1L) em culturas é uma das
caracteristicas marcantes da espécie, tendo sido observados tanto na microscopia
Optica (MO) e como em microscopia eletrénica de varredura (MEV) (isolado 1188).
Todos os isolados estudados formaram intumescimentos dos tipos esféricos e
tubiformes, botriosos e torulosos (1367, 1368, 1369 e 1410), e coraldides (1367 e
1368). Nos isolados 1188 e 1410 observou-se intumescimento na base de alguns
esporangios.

Os cinco isolados sobreviveram as temperaturas de 5 e 35 °C, embora nao
tenham apresentado crescimento. O diametro das colénias em CA cultivadas a 25
°C variou de 6,8 cm (1188) a 8,3 cm (1410), aos 4 dias de idade. Aos sete dias foi
avaliado o tipo das colbnias que se apresentaram estreladas (1368, 1410, Figura
3G), difusas (1367 e 1369) e petaldide tipo crisantemo para o isolado 1188 (Figura
3H). O micélio aéreo das coldnias variou de floculoso (1188, 1367, 1368 e 1369) a
cotonoso (1410).

Quando inoculados nos tecidos dos respectivos cultivos de origem os isolados
causaram lesdes (exemplos: Figura 3G, H e 1), obtendo-se culturas puras a partir
destas.

P. cinnamomi néo é registrada como fitopatégeno de nenhum dos cultivos em
que os isolados foram obtidos, porém a alface é hospedeira de Phytophthora spp.
(LUZ, et al., 2001). A cebola (Allium cepa L.), hospedeira de P. nicotianae e de P.

cinnamomi (KIMATI et al., 2005; LUZ et al., 2001), pertence ao mesmo género da
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cebolinha, espécie em que obteve-se um isolado a partir da rizosfera no municipio
de Itubera. O presente fitopatdgeno foi diagnosticado pela primeira vez na Bahia, em
2009, na rizosfera de Parinari alvimii, Manilkara maxima e Harleyodendron
unifoliolatum, espécies endémicas ao bioma Mata Atlantica sul baiana
(MAGALHAES, 2009).

3.3.1.4 Phytophthora cinnamomi var. parvispora Krober e Marwitz

Trés isolados obtidos da rizosfera de feijdo-de-corda, no municipio de
Itabuna-BA, apresentavam semelhanca morfolégica com P. cinnamomi, mas eram
homotalicos (autoférteis) e por isso chamaram a atencao durante este estudo. Suas
culturas foram caracterizadas por métodos morfologicos, fisiol6gicos e moleculares.

Os isolados apresentavam anterideos anfigenos (Figura 2A), ou
ocasionalmente paraginos, medindo entre 12,0 £ 0,4 x 13,7 £ 0,3 um (1336) a 15,9 +
0,4 x 15,3 £ 0,2 ym (1335) (Tabela 8). A variacdo da média do diametro dos
oogonios foi de 25,1 £ 0,6 ym (1335) a 26,9 + 0,5 ym (1337), enquanto, o diametro
médio dos oosporos variou entre 22,3 + 0,5 ym (1335) e 24,0 £ 0,5 ym (1337).

Esporangios (Figura 2B) foram formados somente quando se adicionou
solucéo de solo ndo esterilizada as culturas, sendo, predominantemente, elipsoéides,
ovOides e alguns distorcidos (1336 e 1337). A média do comprimento dos
esporangios variou de 34,5 + 1,1 ym (1335) a 39,0 £ 1,4 um (1337) e para largura
houve variacdo de 20,4 + 0,6 pym (1335) a 24,6 = 1,0 ym (1336). A relacao
comprimento/largura variou entre 1,5:1 (1336) e 1,7:1 (1335) (Tabela 8). Houve
proliferacdo interna de esporangioforo e de esporangios (Figura 2C e D,
respectivamente).

Os esporangios ndo sao caducos e apresentam poro apical inconspicuo com
média de abertura entre 7,1 £ 0,2 ym (1335 e 1337) a 7,4 = 0,3 ym (1336). Todas as
culturas apresentaram intumescimento de hifas dos tipos esféricos, tubiformes,
coralbides e também sem forma definida. Raramente foram observados
clamiddsporos nas culturas.

Os trés isolados ndo cresceram a temperatura de 5 °C, mas sobreviveram, e
cresceram a 35 °C. O diametro das col6nias em CA incubadas a 25 °C variou entre

8,1 cm (1335) e 8,4 cm (1336), apos quatro dias. As colonias aos sete dias
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Tabela 8 — Dimensdes dos esporos sexuais, dos esporangios (Um) e temperaturas
(°C) limites para crescimento de isolados de Phytophthora cinnamomi
var. parvispora obtidos na rizosfera de feijao-de-corda (Vigna unguiculata
(L.) Walp) no municipio de Itabuna-BA.

Odbsporos* Esporangios* TLC

N DO DOO CA LA CE LE C/L AP MIN  MAX

1335 25,1+0,6 22,3+0,5 15,9+0,4 15,3+0,2 34,5+1,1 20,4+0,6 1,71 7,1+0,2 >5 >35
1336 26,7+0,4 23,3x0,4 12,0+0,4 13,7+0,3 38,1+1,2 24,6+x1,0 1,51 7,403 >5 >35
1337 26,9+0,5 24,0£0,5 154+#0,5 15,6¢0,3 39,0+1,4 240+0,6 1,6:1 7,1#02 >5 >35

* média de 50 observacdes * erro padrao

Legenda: DO (diametro dos oogbnios); DOO (didmetro dos odsporos); CA (comprimento dos
anterideos); LA (largura dos anterideos); CE (comprimento dos esporangios); LE (largura dos
esporangios); C/L (relacdo comprimento/largura dos esporéngios); AP (abertura do poro apical); TLC
(temperatura limite para crescimento minima (MIN) e maxima (MAX)).

apresentaram forma petaldide do tipo crisantemo com micélio aéreo floculoso
(exemplo, Figura 31 e J).

Os isolados foram patogénicos a vagens de feijao-de-corda (exemplo, Figura
4J), culturas puras dos mesmos foram re-isoladas apoés o final dos testes.

Através da caracterizacdo morfofisiologica foram detectadas diferencas entre
estes isolados e aqueles de P. cinnamomi aqui estudados, porém, foram
insuficientes para identificar o patdgeno. Através da andlise filogenética realizada
apos o sequenciamento das regides ITS do DNA desses patdgenos foi possivel
identifica-los como P. cinnamomi var. parvispora. Esta espécie foi descrita em 1993
(KROBER; MARWITZ, 1993), na Alemanha, como patégeno de uma planta
ornamental (Beaucarnea sp.). Ndo foram encontrados outros relatos da ocorréncia

desta espécie.

3.3.1.5 Phytophthora sp.

Dois dos 81 isolados, provenientes da inflorescéncia de anturio (1407 e 1408),
coletados no municipio de ltuberd, apresentaram caracteristicas morfofisiolégicas
divergentes de todos os demais. As culturas sao heterotalicas e formaram o6sporos
guando pareadas com o isolado 847, padrao do tipo de compatibilidade Al da
espécie P. palmivora, e em quantidades minimas com os padrdes Al das espécies
P. capsici e P. nicotianae. Através de analises morfofisiol6gicas nas duas culturas
observou-se esporangiéforo irregular simples; esporangios predominantemente
ovbides (Figura 2E e F), e em menor quantidade, distorcidos. As médias de

comprimento e da largura variaram de 46,9 £ 1,1 x 30,0 £ 0,7 ym (1408) a 51,0 £ 1,2
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x 31,7 £ 0,7 um (1407). A relagdo comprimento/largura foi de 1,6:1 para esporangios
formados pelos dois isolados.

Os esporangios eram ndo caducos, papilados ou semi-papilados, as papilas
qguando presentes variaram em profundidade média de 5,0 + 0,2 ym (1408) a 6,0
0,2 um (1407), enquanto a média da abertura do poro apical teve variacdo de 6,4 +
0,2 ym (1407) a 7,3 £ 0,2 um (1408). Os isolados apresentaram intumescimento de
hifas dos tipos coraldide e toruloso (Figura 2H), somente o isolado 1407 formou hifas
intumescidas do tipo tubiforme. No entanto, a formacéo de hifas intumescidas ndo é
caracteristica marcante nestas culturas.

As duas culturas formaram clamidosporos (exemplo, Figura 2G), terminais e
intercalares, com variacdo da média do diametro de 21,7 + 0,8 um (1408) a 24,3 +
0,6 um (1407).

Nenhum dos isolados cresceu quando foram incubados a 5 e 35 °C, mas
sobreviveram quando mantidos por quatro dias a estas temperaturas. A 25 °C o
diametro médio das colénias aos quatro dias de idade variou de 6,9 cm (1407) a 7,3
cm (1408). Aos sete dias as coldnias foram do tipo estrelada com micélio aéreo
floculoso (exemplo, Figura 3L), principalmente nos contornos que déo forma a
colbnia.

Os isolados foram patogénicos em testes realizados com inflorescéncia de
anturio (exemplo, Figura 4L) e re-isolados a partir dos tecidos infectados.

Através da analise morfofisioldgica de ambas as culturas observou-se que
estes isolados ndo apresentam semelhanca com nenhuma das espécies que

freqientemente ocorrem no Brasil.

3.3.1.6 Phytophthora bisheria Abad, Abad e Louws

O isolado 1186 obtido da rizosfera de bastdo do imperador, no municipio de
ltubera-BA, foi identificado como P. bisheria, espécie homotdlica, cujas culturas
puras formam odsporos com anterideos paraginos (Figura I). Estes esporos formam-
se em grupos localizados em diferentes partes do micélio (Figura J). Foi possivel
visualizar o0sporos e esporangios em culturas puras tanto em MO como ao MEV.

O diametro médio dos oogonios e dos oosporos foi de 22,9 £ 0,3 um e 21,1 +
0,3 um, respectivamente, com dimensdes médias dos anterideos de 7,7 + 0,2 x 7,6

0,2 um.
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Os esporangios (Figura 2L e M) foram predominantemente ovdides,
elipsoides e em menor nimero obpiriformes e distorcidos, com média de 55,6 + 1,2 x
34,9 + 0,6 um. A relacdo comprimento/largura foi de 1,6:1. Observou-se esporangios
nao caducos, papilados com médias da profundidade e abertura do poro apical de
5,7%+0,2x9,0£0,1 um, respectivamente.

Clamidoésporos formados pelo isolado 1186 apresentaram diametro médio de
32,3+0,5 um.

O isolado sobreviveu quando incubado as temperaturas de 5 e 35 °C, embora
ndo tenha apresentado crescimento. O didametro médio da coldnia crescida a 25 °C
foi de 7,3 cm, apos 4 dias de incubacdo. A coldnia apresentou formato petaldide do
tipo rosacea com micélio aéreo floculoso no centro e nas bordas (Figura 3M).

Inoculacbes em folhas de bastdo do imperador comprovaram a
patogenicidade deste isolado (Figura 4M). A partir das lesdes nos tecidos das folhas,
ele foi re-isolado.

Phytophthora bisheria foi descrita recentemente infectando diferentes
hospedeiros: morango no norte da Califérnia (EUA), roseira nos Paises Baixos e
framboesa na Australia (ABAD et al., 2008). Este € o primeiro relato da ocorréncia
desta espécie no Brasil.



Figura 1 — Estruturas assexuadas dos isolados de P. nicotianae: esporangios, 1185
(A) e 1366 (B), clamiddsporo intercalar, 1365 (C), intumescimento de hifa
coraldide, 1363 (D) e toruloso, 1390 (E); de P. palmivora: esporangios,
1107 (F) e 1333 (H), esporangios e clamidésporos, 1108 (G); de P.
cinnamomi: proliferacdo interna de esporangio, 1367 (l), clamidésporo (J)
e intumescimento de hifas (L) (MEV), 1188, demais fotografias séo
visualizagbes em MO.
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Figura 2 — Estruturas sexuais e/ou assexuais de P. cinnamomi var. parvispora:
o6sporo com anterideo anfigeno e esporangio, 1337 (A e B,
respectivamente), proliferagdo interna de esporangiéforo e de
esporangio, 1336 (C e D, respectivamente); de Phytophthora sp.:
esporangio intercalar, 1407 (E), esporangios, clamiddsporo terminal e
intumescimento de hifas torulosos, 1408 (F, G e H, respectivamente); de
P. bisheria: o6sporos com anterideo paragino (I, J e M) e esporangios,
1186 (L e M). I, J e L s&o visualizagBes ao MEV, as demais em MO.
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Figura 3 - Aspecto das col6nias dos isolados de P. nicotianae: 1360 (A); 1375
(B); 1182 (C); de P. palmivora: 1107 (D), 1108 (E), 1329 (F); de P.
cinnamomi: 1410 (G), 1188 (H); de P. cinnamomi var. parvispora:
1336 (1), 1337 (J); de Phytophthora sp.: 1407 (L) e de P. bisheria:
1186 (M), crescidas em meio de cultura cenoura 4gar, aos sete
dias de idade.
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Figura 4 — Infeccdo natural causada por P. nicotianae em folhas de dracena baby (A)
e em planta de horteld (C) e respectivos testes de patogenicidade com os
isolados 1180 (B) e 1366 (D). LesBes causadas, em testes in vitro, por
isolados de P. palmivora em frutos de mamoeiro, 1189 (E) e de jilg, 1333
(F); de P. cinnamomi em folha de heliconia bihai |, 1188 (G), de cebolinha,
1367 (H) e de alface, 1369 (I); de P. cinnamomi var. parvispora em vagem
de feijao-de-corda, 1335 (J); de Phytophthora sp. em inflorescéncia de
antario, 1408 (L); de P. bisheria em folha de bastdo do imperador, 1186

(M).
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3.3.1.7 Caracterizagdo molecular

O alinhamento das sequéncias resultantes da regido ITS do DNA ribossémico
de 28 isolados (1108, 1176, 1178, 1179, 1183, 1185, 1186, 1330, 1331, 1332, 1335,
1337, 1358, 1362, 1363, 1366, 1375, 1377, 1389, 1390, 1399, 1403, 1404, 1405,
1406, 1407, 1408, 1409) de Phytophthora spp. obtidos de tecidos ou da rizosfera de
plantas infectadas apresentou 705-pb. O filograma mostrou nitida diferenciacédo de
cinco grupos, de acordo com comparacfes feitas com sequéncias dos bancos de
dados publicos (Figura 5). Os isolados de P. cinnamomi formaram dois subgrupos. O
primeiro contendo os isolados de feijdo-de-corda (1335 e 1337) e dois isolados do
banco de dados identificados como P. cinnamomi var. parvispora (GQ38826.1 e
GU460376.1); o segundo formado pelo isolado de P. cinnamomi do banco de dados
(FJ801612.1), o isolado 1327 de abacateiro, utilizado como padrdo da espécie e o
isolado 1409 de bastdo do imperador. Os isolados de P. palmivora (1108, 1330,
1331 e 1332) agruparam-se todos juntos com 100% de identidade com as
sequéncias dos bancos de dados publicos para esta espécie (GU993909.1 e
GU111664.1). Os isolados 1407 e 1408 de antario apresentaram 100% de
identidade entre si, porém as sequUéncias de espécies disponiveis no banco de
dados mais proximas filogeneticamente a estes isolados foram P. capsici e P.
citrophthora. O isolado 1186 de bastdo do imperador agrupou-se filogeneticamente
com duas sequéncias dos acessos de n° GU259076.1 e DQ298447.1 de P. bisheria.
No ultimo grupo encontram-se 18 isolados de P. nicotianae que apresentaram 100%
de identidade entre si e com duas seqiiéncias de acessos desta espécie disponiveis
nos bancos de dados publicos (AJ854295.1 e GU111682.1).
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Figura 5 — Cladograma dos isolados de Phytophthora coletados na regido sul da Bahia baseada em
705-pb de nucleotideos alinhados da regido ITS do rDNA, 135 dos quais informativos
para o método de Maxima Parciménia. O cladograma foi construido utilizando-se o PAUP

com o0 método de Maxima Parcimonia.

Os valores apresentados nas ramificacdes

correspondem aos valores de bootstrap com base em 500 repeticbes. A arvore é ndo
enraizada e sem escala. Sequéncias marcadas com asterisco foram obtidas dos bancos

de dados publicos.
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3.4 DISCUSSAO

Este trabalho abrangeu a coleta de tecidos e de solo da rizosfera de plantas
de ciclo anual, olericolas, ornamentais, medicinais e frutiferas, passiveis de estarem
infectadas com Phytophthora spp.; o isolamento e a identificacdo através de
caracteres morfofisiolégicos e moleculares; e a comprovagcao pelo postulado de
Koch da patogenicidade dos isolados obtidos a seus hospedeiros de origem. As 17
coletas foram realizadas em assentamentos rurais e propriedades direcionadas a
agricultura familiar, tendo em vista 0 aumento da diversidade agricola na regido sul
da Bahia e a necessidade de assisténcia aos pequenos produtores e assentados
que praticam a agricultura familiar, cujo nUmero cresceu nos ultimos anos em funcao
tanto da crise da lavoura cacaueira, como dos programas governamentais de apoio
a esta atividade agricola.

As coletas foram realizadas em oito municipios e um distrito da regido que
concentravam 0 maior numero de assentamentos e propriedades com agricultura
familiar. Isolados de Phytophthora foram obtidos em cinco desses municipios e no
distrito de serra Grande (Urucuca). Nas propriedades visitadas nos municipios de
Camamu, Nilo Pecanha e Una, ndo foram detectados colénias destes patdégenos
qguer seja nas amostras de material vegetal ou no solo. As primeiras coletas
realizadas foram infrutiferas, mas a partir de agosto de 2008, amostras positivas
foram obtidas, totalizando 24 isolados, provenientes de diversos cultivos no ano de
2008. Nas coletas de 2009, principalmente nos trés primeiros meses do ano, 0 maior
namero de isolamentos de Phytophthora foi registrado (57).

Os periodos em que maior numero de isolados foram obtidos corresponderam
aqueles em que a umidade relativa do ar estava alta, em torno de 90%, em agosto e
setembro de 2008, em funcédo da temperatura estar mais amena e entre janeiro a
marco de 2009, em decorréncia de chuvas frequentes (Ceplac, boletim
metereoldgico). Isto era mais ou menos esperado, pois, Phytophthora spp., como 0s
demais oomicotas, sdo microorganismos altamente beneficiados pela presenca de
agua livre na superficie das plantas suscetiveis ou no solo, possibilitando a liberagéo
dos zodGsporos, principais propagulos infectivos, que nadam livremente e penetram

com facilidade nos hospedeiros (WESTE, 1983). A chuva & também um dos
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principais agentes de disseminagdo dos esporos desses patdgenos (LUZ; SILVA,
2001).

De todos os tipos de cultivos amostrados foram obtidos isolados de
Phytophthora spp. (Tabela 1), demonstrando que estes fitopatdogenos realmente séo
polifagos. Maior nimero de isolados (35) foi obtido de plantas medicinais, embora
apenas de manjericdo, horteld e alecrim, deste ultimo principalmente (Tabela 4). As
olericolas (Tabela 2) vieram em segundo lugar (20), sendo o grupo onde maior
diversidade de espécies cultivadas com a rizosfera infestada foi observado (couve,
berinjela, jil6, tomate, agrido, coentro, espinafre, cebolinha e alface). Em terceiro
lugar em numero de isolamentos positivos colocaram-se as plantas ornamentais
(14), Phytophthora spp. tendo sido isoladas de bananeira ornamental, anturio,
bastdo do imperador, dracena baby e heliconia (Tabela 3). Entre os cultivos anuais
pesquisados (mandioca, abacaxi e feijao-de-corda), apenas na rizosfera de plantas
deste ultimo o patdégeno estava presente.

A maioria dos isolados (aproximadamente 90%) foi obtida da rizosfera dos
cultivos amostrados, o que vem corroborar com Luz e Matsuoka (2001) sobre o ciclo
das doencas causadas por Phytophthora ter na sua maioria inicio e fim no solo. As
espécies de Phytophthora sdo adaptadas ao solo, devido a formacao de propagulos
como clamiddsporos e o6sporos que permitem a sobrevivéncia do patégeno as
condicGes adversas do meio. Em condicfes favoraveis a disseminacéo do patégeno
ocorre através dos zodsporos, e 0s processos infectivos sucedem-se rapidamente.

Algumas espécies, como por exemplo, P. cinnamomi, possuem capacidade
saprofitica, podendo sobreviver no solo, na auséncia de plantas hospedeiras, até
oito anos, na forma de clamidésporos e, em raizes infectadas, no minimo por 15
anos (PICCININ et al., 2005).

Conforme Luz e Silva (2001) o solo e as raizes séo considerados as principais
reservas de in6culo para o desencadeamento de epidemias de podriddo-parda e
outras doencas do cacaueiro causadas por Phytophthora.

A ocorréncia de Phytophthora no solo também pode estar relacionada a
presenca de plantas espontaneas, nativas, que permitem a sobrevivéncia do fungo
nos cultivos agricolas mal manejados, poucas pesquisas existem sobre hospedeiros
gue ndo possuem importancia econdmica, a nao ser quando se constituem em
riscos epidemiologicos, como € 0 caso de plantas nativas que sao suscetiveis a P.

cinnamomi, nas florestas da Austrdlia, onde este patdégeno causa danos
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devastadores. O conhecimento das espécies nativas suscetiveis € uma forma de
controlar o avanco do patdgeno nas florestas australianas (GILES et al, 2007).

Deve ser levado em consideracdo também para explicar a presenca de
Phytophthora spp. em solo da rizosfera que plantios anteriores podem ter sido
infectados permanecendo no solo propagulos do patégeno associados aos restos
culturais ou, também que tenham sido carreados pela agua da chuva ou por
respingos da irrigacdo de plantas contaminadas para o solo.

A maioria dos isolados (64,2%) encontrados neste trabalho pertence a
espécie P. nicotianae (Tabela 5) a qual possui 0 maior nimero de hospedeiros no
Brasil (31) (LUZ, 2006) entre os principais podem ser citados os citros, a acacia-
negra e o abacaxizeiro. Esta espécie € adaptada ao solo e causa diferentes doencas
como gomose, podriddes de raizes e tombamento de mudas, podendo disseminar-
se facilmente através de clamiddsporos, presentes nas particulas de solo ou
associados a restos de cultura. Ela foi primeiramente diagnosticada na regiédo
cacaueira da Bahia causando danos em folha-da-costa (Bryophyllum pinnatum
(Lam.) Oken), no municipio de Itajuipe (LUZ, comunicacdo pessoal), espécie ja
anteriormente assinalada como sua hospedeira na india (RAO et al., 1962). Com o
presente trabalho foram registrados oito novos cultivos (berinjela, tomateiro, dracena
baby, agrido, coentro, espinafre, horteld e alecrim) como hospedeiros desta espécie
no estado da Bahia e na regido.

Phytophthora palmivora, espécie freqiientemente diagnosticada em inspecdes
fitossanitarias realizadas no sul da Bahia, causando doencas no cacaueiro
(podriddo-parda), na seringueira (requeima e queda-anormal-das-folhas), no
mamoeiro (podriddo-do-pé e dos frutos) e na pupunheira (podriddo-do-estipe), foi a
segunda espécie em numero de isolados (17) registrada neste trabalho (Tabela 6).
Essa espécie, que também € polifaga e cosmopolita, coincidentemente, também é a
segunda em numero de hospedeiros ja assinalados no Brasil (LUZ, 2006) possuindo
outros hospedeiros cultivados na regido. De acordo com esta pesquisa, a espécie
ganhou mais um hospedeiro, a bananeira ornamental, que ainda n&o havia sido
mencionada entre os hospedeiros conhecidos da espécie (ERWIN; RIBEIRO, 1996)
enquanto para a regido e para o Brasil outros trés novos cultivos (couve, jil6 e
manjericdo) mostraram-se suscetiveis a P. palmivora.

Seis dos isolados obtidos pertencem a P. cinnamomi (Tabela 7), espécie que
possui mais de 1.000 hospedeiras no mundo (GALLEGLY; HONG, 2008) e causa
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doencas em diferentes cultivos no Brasil, como o abacateiro (Persea americana Mill.)
e 0 abacaxizeiro (KIMATI et al.,, 2005), ambos cultivados no sul da Bahia. No
entanto, a ocorréncia de P. cinnamomi na regido cacaueira é recente, tendo sido
encontrada na rizosfera de plantas endémicas da Mata Atlantica (MAGALHAES,
2009). Os assinalamentos feitos no presente trabalho sdo os primeiros da ocorréncia
de P. cinnamomi na rizosfera de cultivos agricolas de bastdo do imperador,
helicbnia, cebolinha e alface, na regiao.

N&o existiam relatos da ocorréncia de P. cinnamomi var. parvispora e P.
bisheria no Brasil. A espécie P. bisheria foi descrita recentemente, no ano de 2008,
por Abad et al. (2008). O feijdo-de-corda, cultivo no qual obteve-se os isolados de P.
cinnamomi var. parvispora, assim como o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)
sdo hospedeiro de P. nicotianae (RAO et al., 1962), porém, o registro destas
espécies nestes hospedeiros € inédito, bem como destas espécies no Brasil.

O antdrio, planta ornamental da qual se obtiveram dois isolados de uma
espécie que nao foi possivel identificar através dos recursos taxondmicos utilizados
neste trabalho, e, portanto, mencionada apenas como Phytophthora sp., é
hospedeiro de P. citrophthora, fitopatdgeno que foi diagnosticado causando danos
em folhas e inflorescéncias de anturio, no municipio de Itubera-BA (PAIM et al.,
2006). Os isolados ora obtidos guardam semelhanca com os daquela espécie, bem
como com os de P. capsici, espécies das quais estdo filogeneticamente proximos
(Figura 5), no entanto, ndo podem ser classificados como tal por divergirem em
diversos outros aspectos morfolégicos. Segundo alguns autores, analises de
isoenzimas e sequUéncias ITS demonstraram similaridades entre P. capsici e P.
citrophthora do cacaueiro (APPIAH et al.,, 2004; FOSTER et al.,, 1995; ORTIZ-
GARCIA, 1996), fato que também foi constatado por Paim (2005).

Comparando-se as dimensdes das estruturas dos isolados de P. nicotianae
obtidos (Tabela 5) com as apresentadas nas chaves de identificacdo do género
Phytophthora, verificou-se que as medidas de comprimento e largura dos
esporangios de todos os isolados estdo de acordo com as chaves de Waterhouse
(1956, 1963) (25 - 50 x 20 - 40 ym), enquandram-se nos valores estabelecidos por
Stamps et al. (1990) (45 - 75 um), estando proximas das apresentadas por Gallegly
e Hong (2008) (45 x 37 um). A relagdo comprimento/largura dos esporangios
também confere com a chave de Waterhouse (1963). A média do diametro dos

clamidésporos da maioria dos isolados de P. nicotianae esta proxima da média
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citada por Gallegly e Hong (2008) (30 um) e todos os isolados se enquadram nos
limites estabelecidos por Waterhouse (1963) (20 - 60 um) e Stamps et al. (1990) (<
25 -> 35 um).

Das 14 culturas de P. palmivora caracterizadas (Tabela 6), cinco (1107, 1108,
1189, 1193 e 1195) apresentam média de comprimento dos esporangios inseridas
nos limites estabelecidos por Waterhouse (1963) (50 - 60 ym) e oito culturas (1107,
1108, 1189, 1191, 1193, 1194 e 1195) nos limites propostos por Stamps et al. (1990)
(45 - 75 pm), enquadrando-se todos os isolados no intervalo apresentado por
Gallegly e Hong (2008) (35 - 60). Para largura dos esporangios, apenas a média do
isolado 1193 enquadra-se no limite estabelecido por Waterhouse (1963) (31 - 35
pMm), mas de modo geral, as médias de todos os isolados encontram-se dentro ou
bem proximas do intervalo de variacdo apresentado por Holliday (1980) (40 - 60 x 25
- 35 um). Os valores da relagéo C/L de todos os isolados, enquadram-se nos valores
propostos por Waterhouse (1963) e Holliday (1980). Com relagdo as médias do
didmetro dos clamidésporos de P. palmivora, os valores estdo dentro ou proximos
dos intervalos estabelecidos por Waterhouse (1963) (30 - 35 ym) e por Holliday
(1980) (32 - 42 um), bem como da média apresentada por Gallegly e Hong (2008)
(33 um), e também dos limites preconizados por Stamps et al. (1990) (< 25 - > 35
pum).

As médias das dimensdes dos cinco isolados de Phytophthora cinnamomi
(Tabela 7) foram comparadas com outras disponiveis na literatura, estando o0s
valores médios de comprimento dos esporangios de trés isolados (1188, 1369 e
1410) dentro do intervalo (38 - 84 pym) estabelecido por Waterhouse (1956, 1963) e
outros dois (1367 e 1368) bem proximos desse, sendo, porém, inferiores aos limites
(45 - 75; > 75 ym) estabelecidos por Stamps et al. (1990). No entanto, a largura
média dos esporangios dos isolados obtidos neste trabalho esta abaixo do limite (27
- 39 ym) apresentado por Waterhouse (1956, 1963), com excec¢ao do isolado 1188
(27,8 = 0,6 um). As dimensbes (comprimento e largura) dos esporangios dos
isolados aqui caracterizados encontram-se abaixo das médias propostas na chave
de Gallegly e Hong (2008) (60 x 34; 85 x 35 ym), mas estdo inseridas nos limites
propostos por Royle e Hickman (1964) (27,2 - 114,4 x 22,9 - 64,3 ym). Os valores de
diametro médio dos clamidosporos dos isolados identificados como P. cinnamomi
encontram-se préximo do limite estabelecido por Waterhouse (1956, 1963) (31 - 50

pgm), com excegado do isolado 1188 (16,9 + 0,3 um), mas 0s cinco isolados
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caracterizados enquadram-se no intervalo proposto por Stamps et al. (1990) (< 25 -
> 35 ym) para este carater taxondmico.

Para a espécie P. cinnamomi var. parvispora observou-se que os diametros
meédios dos oogbnios e o0sporos pertencentes aos isolados obtidos (Tabela 8) sao
inferiores as médias apresentadas por Gallegly e Hong (2008) (42 e 40 pm,
respectivamente), porém enquadram-se nos limites propostos por Krober e Marwtiz
(1993) (23,0 - 41,0; 22,0 - 36,0 um, respectivamente). Comparando-se as dimensdes
dos anteridios dos isolados 1335, 1336 e 1337 com a da descricdo constante na
chave de Gallegly e Hong (2008) (24 x 14 um), verificou-se que os isolados do Brasil
apresentaram em média anteridios menores em comprimento e mais largos. J&a as
médias de comprimento e largura dos esporangios dos trés isolados classificados
como desta espécie, (Tabela 8), enquadram-se no limite estabelecido por Gallegly e
Hong (2008) (37,4 - 56,0 x 28,9 - 40,8 ym), com exce¢ao do isolado 1335 que
apresentou média bem préxima do valor minimo (34,5 £ 1,1 ym) bem como aos
valores apresentados por Kréber e Marwtiz (1993) (14,0 - 83,0 x 13,0 - 43,0 um).

O isolado de P. bisheria (1186) apresentou didametro médio dos oogbnios e
o0sporos um pouco inferior aos valores encontrados por Abad et al. (2008) (24 - 46
Mm; 25 - 31 um, respectivamente), porém, a largura média dos anteridios esta
inserida no limite proposto pelos autores (7 - 11 ym), 0 mesmo ocorrendo para as
dimensdes dos esporangios (42 - 72 x 24 - 36 um). Os autores que descreveram a
espécie (ABAD et al.,, 2008), ndo observaram formacdo de clamidésporos, ao
contrario do que foi observado no isolado 1186 de bastdo do imperador obtido em
ltubera.

Na regido existem isolados de P. nicotianae e de P. cinnamomi dos tipos
compativeis Al e A2. Verificou-se a presenca de isolados Al de P. nicotianae no
municipio de Uruguca e os demais isolados tipo A2 nos municipios de Itabuna,
Itacaré, Itubera e no distrito de Serra Grande. Cinco isolados de P. cinnamomi tipo
A2 foram encontrados em ltubera e um do tipo A1 em Ilhéus. Embora os isolados
das referidas espécies que possuem compatibilidade divergente foram encontrados
em municipios distintos, deve-se evitar o transporte de mudas dessas plantas de um
para outro municipio para tentar impedir que isolados de ambos os tipos compativeis
ocorram em um mesmo local, porque este fato podera proporcionar a ocorréncia de
recombinacdes genéticas e formacdo de hibridos intra ou interespecificos entre

individuos geneticamente compativeis (LUZ; MATSUOKA, 2001). Estes novos
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individuos poderdo desenvolver maior adaptabilidade ao ambiente, resisténcia a
fungicidas e maior agressividade ao hospedeiro.

Com relacdo a compatibilidade interespecifica, foi detectada a presenca de
isolados de P. nicotianae do tipo compativel A2 (provenientes da rizosfera de
berinjela) e de P. palmivora do tipo Al (obtidos da rizosfera de mamoeiro e de
olericolas) no municipio de Itabuna. Em Itubera obteve-se isolados de P. nicotianae
(a partir da rizosfera de olericolas) e de P. cinnamomi (a partir da rizosfera de
olericolas e de bastdo do imperador) do tipo compativel A2 e um isolado de P.
palmivora do tipo Al (rizosfera de bananeira ornamental). No municipio de Itacaré
isolou-se P. nicotianae, da rizosfera de tomateiro, sendo este isolado do tipo A2 e 0
isolado de P. palmivora, da rizosfera de manjericdo, € do tipo compativel Al. A
presenca de isolados dos dois tipos compativeis, embora estes pertencam a
espécies distintas, em uma mesma area possibilita a formacdo de hibridos
interespecificos, mas nem sempre os o6sporos formados entre os talos sdo férteis.

Hibridos interespecificos sdo relativamente freqlentes no género
Phytophthora, tendo em alguns casos ganhado o status de espécie, quando se
estabilizam, como € o caso de P. alni Brasier et al. (BRASIER et al., 2004).

O uso de técnicas moleculares na identificacdo de Phytophthora spp. ampliou-
se nas Uultimas décadas (FORSTER et al., 2000) justamente devido a grande
variabilidade observada entre os critérios morfobiométricos utilizados nas chaves
tradicionais (NEWHOOK et al., 1978; STAMPS et al., 1990; WATERHOUSE, 1963).
Os trabalhos de Cook et al. (2000); Martin e Tooley (2003) e Kroon et al. (2004),
foram decisivos para a valorizagdo do sequenciamento de genes nucleares e
mitocondriais como importantes ferramentas na taxonomia do género. A mais nova
chave de Phytophthora contempla dados morfofisiolégicos e moleculares
(GALLEGLY; HONG, 2008).

Neste estudo a caracterizacdo molecular através do sequenciamento da
regido ITS do rDNA confirmou a identificacdo baseada em dados morfobiométricos e
fisiologicos realizados para os isolados de P. palmivora, P. nicotianae e P.
cinnamomi, também a dos isolados de feijao-de-corda que eram semelhantes a P.
cinnamomi, mas sua descricdo batia com a variedade parvispora desta espécie e
assim a analise molecular permitiu a sua identificacdo. Como a espécie P. bisheria é

relativamente nova (ABAD et al.,, 2008), a analise molecular foi decisiva para a



53

identificacdo do isolado obtido de bastdo do imperador em ltuberd. Esta dltima
espécie ndo consta em nenhuma chave do género.

Observou-se com base nos dados moleculares (Figura 5) baixa diversidade
genética entre os 18 isolados de P. nicotianae sequenciados para a regido ITS do
rDNA, pois, entre eles, estavam isolados obtidos de diversos municipios (ltabuna,
Itacaré, Uruguca, Ituberd e no distrito de Serra Grande) e de diversos hospedeiros
[alecrim (7), horteld (2), dracena baby (3), berinjela (2), agrido (1) e espinafre (1)].
Estes 16 isolados apresentaram 100% de identidade entre si. Nado houveram
discrepancias também quanto aos dados morfobiométricos e todos os isolados desta
espécie cresceram a 35 °C.

Entre as espécies encontradas, Phytophthora nicotianae esta presente em
todos os municipios em que houve amostras positivas para Phytophthora e em
diferentes cultivos: olericolas, plantas ornamentais e medicinais. A presenca dessa
espécie e de outras como P. palmivora e P. cinnamomi em diferentes areas
cultivadas representa um risco as atividades agricolas devido ao habito polifago
destes patogenos (ERWIN; RIBEIRO, 1996), por isso é necessaria a adocdo de
praticas agricolas como a rotacdo de culturas, a adubacgdo orgéanica, drenagem de
solo, quando necessério, entre outras, para minimizar ou inibir o surgimento de
doencas causadas por estes fitopatdégenos.

Os registros da ocorréncia de P. cinnamomi var. parvispora e P. bisheria na
regido cacaueira ampliaram a lista de espécies de fitopatdgenos do género
Phytophthora presentes no pais, estas espécies sao homotélicas, produzem
oOsporos sem a presenca de outros talos, apresentam desse modo vantagem
porque esses esporos possuem paredes grossas que lhes proporcionam a
sobrevivéncia as condi¢cdes adversas do ambiente, garantindo assim a permanéncia
do patdégeno por varios ciclos de cultivo.

As analise das caracteristicas morfofisiolégicas e moleculares, baseadas no
sequenciamento da regido ITS ndo permitiram a identificacdo dos isolados 1407 e
1408 obtidos de anturio (Tabela 3, Figura 5) sendo necessério o sequenciamento de
maior numero de genes para complementar os estudos filogenéticos que possam
levar a identificacao deste patdgeno em nivel de espécie.

Os relatos de Phytophthora spp. em diferentes cultivos instalados em
pequenas propriedades rurais localizadas em municipios do sul da Bahia indicam a

necessidade de assisténcia técnica aos pequenos produtores para evitar perdas e
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danos causados por espécies de Phytophthora e por outros fitopatdgenos que

possam estar a elas associados.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE AGENTES BIOCONTROLADORES DE
Phytophthora spp. NO SUL DA BAHIA.

RESUMO

Diversos fitopatbgenos do género Phytophthora afetam espécies de
importancia econémica e ambiental no sul da Bahia, em busca de métodos de
controle de doencas eficientes e menos prejudiciais ao ecossistema, este trabalho
teve 0s seguintes objetivos: i) Isolar, identificar e selecionar possiveis agentes
biocontroladores em propriedades agricolas localizadas no sul da Bahia; ii) Realizar
testes in vitro entre os possiveis BCAs isolados e espécies do género Phytophthora
patogénicas a cultivos existentes na regido. Coletaram-se amostras vegetais e de
solo em areas que apresentavam plantas com sintomas de doencas. Através de
métodos diretos e indiretos espécies fangicas foram isoladas e identificadas por
critérios morfofisiolégicos. Os isolados com potencial para biocontrole foram
confrontados in vitro com isolados de P. nicotiane (3), P. palmivora (2), P. bisheria
(1) e de P. cinnamomi (1), os raios meédios das culturas confrontadas ou néo foram
comparados através do programa SAS pelo teste de Tukey (P<0,05) e avaliaram-se
os confrontos quanto ao tipo de reagdo antagbnica. Quatro isolados de Trichoderma

foram obtidos e identificados como: T. harzianum (2), T. virens (1), T. atroviride (1) e
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um como Clonostachys compactiuscula. Todos os agentes reduziram
significativamente o raio médio das colbnias dos fitopatdgenos e demonstraram
antagonismo as quatro espécies de Phytophthora, através da competicdo por
interferéncia. Nos confrontos entre Trichoderma spp. e Phytophthora spp. verificou-
se substituicdo, impasse ou entrelagcamento de hifas, além de hiperparasitismo. O
isolado de C. compactiuscula exerceu antibiose as colbnias de Phytophthora.
Ensaios futuros em condi¢cbes controladas e campo serdo necessarios para

comprovar o potencial dos BCAs.

Palavras-chave: Controle biologico; micoparasitas; taxonomia.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF Phytophthora spp. BIOCONTROL
AGENTS IN SOUTH OF BAHIA.

ABSTRACT

Several pathogens of the genus Phytophthora affect species of economic and
environmental importance in south Bahia. In search of diseases control methods
more efficient and less harmful to the ecosystem, this study was proposed with two
objectives: i) To isolate, identify and select potential biocontrol agents in farms
located in south Bahia; ii) to perform in vitro tests among the possible BCAs isolated
and species of Phytophthora pathogenic to crops in the region. Samples were
collected from soil and plants showing disease symptoms. Fungal species were
isolated through direct and indirect methods and identified by morphophysiologic
criteria. The isolates with biocontrol potential were confronted in vitro with isolates of
P. nicotianae (3), P. palmivora (2), P. bisheria (1) and P. cinnamomi (1), and the
average radius of the confronted cultures and controls were compared by Tukey test
(P <0.05) using the SAS program. The type of antagonistic reaction of each confront
was also evaluated. Four isolates of Trichoderma were obtained and identified as T.
harzianum (2), T. virens (1), T. atroviride (1) and one as Clonostachys
compactiuscula. All biocontrol agents reduced significantly the average radius of the
pathogens colonies and showed antagonism to the four species of Phytophthora by
substitution, deadlock, intertwining of hyphae, and hyperparasitism. The C.

compactiuscula isolate showed antibiosis to the colonies of Phytophthora. Future
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tests under greenhouse and field conditions will be necessary to demonstrate the
potential of these BCAs.

Keywords: Biological control; micoparasites; taxonomy.
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4.1 INTRODUCAO

Espécies de Phytophthora sdo bastante conhecidas como patégenos de
cultivos agricolas e de algumas espécies florestais (REESER et al., 2007). Esses
fitopatbgenos estdo amplamente disseminados em areas tropicais, subtropicais e
temperadas do mundo, causando perdas significativas em diversos cultivos como
citros (Citrus spp.), mamoeiro (Carica papaya L.), cacaueiro (Theobroma cacao L.)
(LUZ et al., 2001).

Phytophthora spp. produzem diferentes propagulos infectivos como
esporangios, zoosporos, clamiddésporos e odsporos, estes dois Ultimos esporos
podem permanecer viaveis no solo por anos e dar inicio a novo ciclo da doenca
guando as condicBes ambientais sdo favoraveis, além disso muitas espécies de
Phytophthora séo polifagas (ERWIN; RIBEIRO, 1996), devido a esses e outros
fatores o controle de doencas causadas por estes fitopatégenos torna-se dificil.

Entre as medidas de controle mais utilizadas contra as fitomoléstias
provocadas por Phytophthora spp. pode-se citar o uso de fungicidas, o plantio em
solos bem drenados, a utilizacdo de cultivares ou porta-enxertos resistentes, a poda
fitossanitaria, dentre outras medidas (KIMATI et al., 2005). O uso de fungicidas,
apesar de apresentar eficiéncia em alguns casos, pode gerar graves impactos no
ecossistema, provocar o surgimento de populacbes do patdégeno resistentes ao
produto quimico, oferecer riscos a saude humana (SCHUMANN; D’ ARCY, 2006), e
aumentar os custos de producéo.

Diversas pesquisas tem sido realizadas em busca de métodos que possam
substituir ou serem utilizados de forma integrada ao controle quimico, visando a
implantagcdo de uma agricultura sustentavel, a qual o controle biolégico € um
componente essencial (STEYAERT et al., 2004). Esse tipo de controle pode ser
exercido através do uso de agentes biocontroladores (BCAs), microrganismos como

fungos, bactérias, virus e nematdéides, que interagem com os fitopatégenos através
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de um ou mais dos seguintes mecanismos: inducao de resisténcia, protecao cruzada
e antagonismo, sendo este Ultimo subdividido em antibiose, competicéo,
hiperparasitismo, predacao e hipoviruéncia (BETTIOL; GHINI, 1995; BLUM, 2006).

Entre os diferentes BCAs, destacam-se espécies de Trichoderma e
Clonostachys, formas anamoérficas de Hypocrea e de Bionectria (Filo Ascomycota),
respectivamente (ALEXOPULOS et al, 1996; SCHROERS, 2001). Esses
micoparasitas tem sido muito utilizados em experimentos que visam encontrar
medidas de controle menos agressivas ao meio ambiente (KRAUSS; SOBERANIS,
2001; TONDJE et al., 2007). Produtos formulados a partir desses microrganismos
sdo comercializados, principalmente no exterior, e alguns desses biofungicidas sé&o
especificos para o controle de oomicetos, dos géneros Pythim e Phytophthora.

Na regido sul da Bahia estédo presentes diferentes patossistemas envolvendo
Phytophthora spp. e espécies vegetais de importancia econdémica como 0 mamoeiro,
o cacaueiro (Theobroma cacao L.), a seringueira (Hevea brasiliensis (Willd. ex A.
Juss.) Mull. Arg) e a pupunheira (Bactris gasipaes Kunth), além de outras culturas
mais recentes como a do antdrio (Anthurium andreanum Lindl.) j& apresentam
problemas com P. citrophthora (PAIM et al.,, 2006) e tantos outros potenciais
hospedeiros, também sendo cultivados aliam-se a isto as condicdes ambientais
favoraveis a proliferacdo de doencas, umidade relativa do ar elevada, chuvas
frequentes e temperaturas médias anuais nunca inferiores a 20 °C . Por tudo isso é
essencial o presente trabalho que teve como objetivos: i) Isolar, identificar e
selecionar possiveis agentes biocontroladores em propriedades agricolas
localizadas no sul da Babhia; ii) Realizar testes in vitro entre os possiveis BCAs
isolados e espécies do género Phytophthora patogénicas a cultivos existentes na

regido.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolamento dos possiveis agentes biocontroladores

4.2.1.1 Coleta das amostras
Amostras de tecidos vegetais e de solo de onde foram isolados fitopatdgenos

do género Phytophthora foram coletadas nos municipios de Itabuna e Uruguca, em
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2008 em propriedades agricolas dedicadas a agricultura familiar. As amostras foram
processadas em laboratorio para isolamento utilizando-se dois métodos.

4.2.1.2 Método de isolamento direto

Em campo, foram observadas estruturas fangicas distintas presentes em
lesbes tipicas de Phytophthora e de outros fitopatégenos, conforme a técnica de
isolamento direto descrita por Krauss e Soberanis (2001), as estruturas fungicas
foram transferidas para placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-

agar (BDA) acidificado, com gotas de acido latico

4.2.1.3 Método de isolamento indireto

Micoparasitas foram obtidos de forma indireta através da técnica de placa preé-
colonizada descrita por Krauss et al. (1998). Repicou-se o isolado de Phytophthora
citrophthora (521), obtido de anturio em Itubera-BA, para placas contendo meio de
cultura BDA acidificado, ap6s a colonia do isolado abranger todo a placa colocou-se
as possiveis fontes de antagonistas (granulos de solo obtido nos locais de coleta de
Phytophthora) nas areas mais novas da colbnia, em quatro pontos equidistantes
(repeticdes) por placa. O método exige que exista um bom contato entre as
possiveis fontes de antagonistas e o micélio do patdégeno hospedeiro, mas as fontes
nao devem entrar em contato direto com o meio de cultura. A avaliacéo foi realizada
entre trés a seis dias apos a colocacao das fontes de antagonistas. A distingdo entre
micoparasitas e hospedeiros foi feita através do microscopio éptico (MO) e da
visualizacdo “a olho nu” das colénias, por meio de aspectos importantes como a
coloracdo do micélio aéreo. Também foram purificadas culturas dos fungos que
cresceram ou nédo junto das col6nias de Phytophthora obtidas das amostras vegetais
isoladas.

4.2.2 Identificacdo dos possiveis antagonistas

4.2.2.1 Analise das coldnias e mensuracdes de estruturas fungicas

Foram observados a coloracéo, o formato e o crescimento das colonias dos
micoparasitas, caracteristicas importantes para a identificagdo. Preparou-se laminas,
com a adicao de 4gua ou lactofucsina acida, a partir das colbnias crescidas em BDA,

com idade entre sete a 10 dias, e as laminas foram visualizadas ao microscopio



62

optico para verificacdo das hifas e de outras caracteristicas marcantes dos
conidioforos e dos conidios. Foram mensuradas ao microscépio Optico as estruturas
necessarias para a identificacdo através das chaves taxonémicas de acordo com o
género do fungo isolado como possivel agente biocontrolador (BCA). Cada

caracteristica taxondmica foi aferida em 25 ou 50 estruturas/isolado.

4.2.2.2 Teste de temperaturas

Placas de Petri com meio de cultura BDA e/ou Corn meal agar contendo
discos de micélio (5 mm de diametro) dos isolados foram mantidas em incubadoras
B.O.D. a diferentes temperaturas (25; 27; 30; 33; 35; 40 °C, a depender do género
fungico) por um periodo de 72 h a 168 h. Realizaram-se avaliacdes diarias aferindo

o raio das coldnias com o auxilio de uma régua milimetrada.

4.2.3 Confrontos in vitro

4.2.3.1 Confrontos entre Phytophthora e BCAs (método 1)

Sete isolados de Phytophthora spp. (Tabela 1) e quatro BCAs foram confrontados
entre si, repicando-os para placas de Petri contendo meio de cultura cenoura-agar
(CA). Apos sete dias foram retirados discos de micélio com 5 mm de didmetro das
colénias tanto dos patdégenos quanto dos possiveis BCAs. Os discos de
Phytophthora spp. foram postos a 1,5 cm de distancia da margem de placas
contendo CA e 48 h apd@s, adicionou-se os discos de micélio dos BCAs ao lado
oposto das placas. Cada confronto foi repetido quatro vezes e culturas puras dos
isolados de Phytophthora e dos BCAs foram utilizadas como testemunhas. As placas
permaneceram em uma bancada a temperatura de 25 °C. Realizaram-se as leituras
24, 48 e 72 h apés a montagem dos confrontos, aferindo-se o raio (da metade do
disco de micélio até a borda da colénia em direcdo ao centro das placas) de todas
as colbnias, inclusive das testemunhas, observando-se também as reacdes
antagbnicas entre os fitopatbgenos e 0s possiveis agentes biocontroladores
segundo a classificacdo de Moore-Landecker (1996). Os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica pelo Teste de Tukey (P < 0,05), através do

programa SAS.
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Tabela 1 — Isolados de Phytophthora spp., obtidos de diferentes cultivos em
municipios do sul da Bahia, utilizados em confrontos in vitro com
agentes biocontroladores.

Locais Isolados Espécie Nome cientifico / nome comum Fontes
Itacaré 1107 P. palmivora Ocimum basilicum / Manjericdo Rizosfera
1187 P. nicotianae Solanum lycopersicum / Tomate
ltubera 1108 P. palmivora Musa coccinea / Bananeira
ornamental
Etlingera elatior / Bastao do
1186 P. bisheria Imperador
Itabuna 1178 P. nicotianae Solanum melongena / Berinjela
llhéus 1188 P. cinnamomi  Heliconia bihai / Helicdnia bihai
Uruguca 1180 P. nicotianae Dracaena sanderiana / Dracena Folha

baby

4.2.3.2 Confrontos entre Phytophthora e BCAs (métodos 2)

Realizou-se confrontos entre isolados de Phytophthora spp. (Tabela 1) e um
dos BCAs isolados neste trabalho, que apresentava crescimento lento. Discos de
micélio (5 mm de didmetro) dos isolados foram obtidos a partir de colénias com sete
dias de idade crescidas em CA. Inicialmente colocou-se os discos de micélio do BCA
a 1,5 cm de distancia da margem de cada uma das placas contendo CA, oito dias
apos, adicionou-se discos de micélio dos respectivos isolados de Phytophthora, no
lado oposto das placas. Utilizou-se quatro repeticbes por confronto e as
testemunhas consistiram das culturas puras dos isolados de Phytophthora e do
BCA. As placas permaneceram em uma bancada a temperatura de 25 + 1 °C. As
leituras foram realizadas 24, 48, 60 e 72 h ap6s a montagem do confronto, aferindo-
se 0 raio (como descrito no item 2.2.3.1) de todas as coldnias, inclusive das
testemunhas, observou-se também as rea¢des antagdnicas entre os fitopatdbgenos e
0s possiveis agentes biocontroladores segundo a classificacdo de Moore-Landecker
(1996) e os dados foram analisados através do programa SAS e os diametros

meédios das culturas comparados pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

4.2.4 Processamento de amostras em Microscopia Eletrénica de Varredura
Apos o final dos testes in vitro entre Phytophthora e BCAs selecionou-se oito

confrontos distintos para obtencdo de amostras a serem analisadas no microscépio

eletrénico de varredura. Retirou-se fragmentos com cerca de 1 mm?® de tamanho,

entre a area de encontro das hifas de Phytophthora e do BCA e colocou-se esses
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sobre um pedaco de cera (de dentista) imerso numa gota de fixador, obtendo-se 5 a
6 repeticdes de cada amostra, que foram postas em frascos etiquetados contendo
uma solucéo de gluteraldeido 2,5% em tampéao cacodilato 0,1 M pH 7,2 por 4 horas.
ApoOs isso, lavaram-se as amostras seis vezes consecutivas (com duracdo de 10
minutos para cada lavagem) em tampao cacodilato. Depois houve a pos-fixacdo em
0OsO4 1% em tampéo cacodilato 0,1 M por 4 horas. Novamente as amostras foram
lavadas seis vezes consecutivas com o tampao (em intervalos de 10 minutos por
lavagem). Realizou-se a desidratacdo em banhos de série crescente de
concentracdo de solugbes de é&lcool 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, em
intervalos consecutivos de 10 minutos, e por trés vezes seguidas em alcool 100% a
cada 20 minutos. Depois houve a desidratacdo em solucdo contendo alcool e
acetona (3:1), alcool e acetona (1:1), alcool e acetona (1:3), em intervalos de 10
minutos, e por duas vezes consecutivas em acetona P. A, com duracdo de 15
minutos cada. Em seguida as amostras foram submetidas ao processo de Ponto
critico por cerca de 40 minutos e depois montadas em “Stubs”, com fita dupla face
de carbono. Por ultimo, as amostras foram metalizadas com deposi¢do de uma fina
camada de ouro com cerca de 20 nm de espessura, durante 80 s. As amostras

foram analisadas através do microscopio eletronico de varredura (MEV).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracterizagcdo morfofisiolégica dos isolados obtidos
Ao final das coletas realizadas no ano de 2008 foram isolados cinco possiveis
agentes biocontroladores (BCAs) (Tabela 2), trés no municipio de Itabuna, obtidos

da rizosfera de olericolas através do método indireto (granulos de solo) e outros dois

Tabela 2 — Relacao dos isolados obtidos como possiveis agentes de biocontrole e as
respectivas fontes de onde provieram.

Cultivos
Locais Isolados Nome D Fontes
Nome cientifico
comum
Itabuna 164 Quiabeiro Abelmoschus esculentus (L.) Rizosfera
Moench
167 Aboboreira Cucurbita moschata Duch
168
Uruguca 171 Anturio Anthurium andreanum Lindl. Folha

174 Abacaxizeiro Anonas comosus L. Folha
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isolados no municipio de Uruguca: o 174 isolado de folha de abacaxizeiro, através
do método direto e o 171 isolado diretamente de folhas de antdrio em meio de
cultura BDA acidificado. Os isolados foram identificados por critérios
morfofisiolégicos como pertencentes aos géneros Trichoderma (164, 167, 168 e 171)
e Clonostachys (174). Nos proximos itens sera descrita a caracterizacao

morfofisioldgica dos isolados.

4.3.1.1 Trichoderma harzianum Rifai

Entre os isolados obtidos, dois foram classificados como T. harzianum (164 e
167). Estas culturas apresentaram conidioforo pouco definido (Figura 1A e C),
ramificando-se geralmente duas a trés vezes em um formato piramidal, com longas
ramificacbes proximas da base da haste principal, possuindo ramificacbes em
direcdo a extremidade, com as ramificacbes secundarias e terciarias surgindo em
ampla angulacdo (SAMUELS et al., 2006).

As fidlides eram ampuliformes com variacdo da média do comprimento de 6,7
+ 0,2 ym (168) a 7,5 £ 0,1 um (164) (Tabela 3). O ponto médio das fidlides variou
entre 2,9 + 0,0 ym (164) e 3,0 £ 0,0 um (168). A largura média da base dessas
estruturas variou de 1,9 £ 0,0 um (164) a 2,0 £ 0,0 um (168). Houve variacdo da
razdo comprimento/largura das fidlides de 2,2:1 (168) a 2,6:1 (164).

As culturas formaram conidios verde-claros, lisos (Figura 1B e D), variando de
subglobosos a elipsoidais para o isolado 164 e de subglobosos a globosos e
elipsoidais no isolado 168. As dimensdes dos conidios variaram de 3,1 + 0,1 x 2,7 *
0,0 (168) um a 3,5+ 0,1 x 3,0 £ 0,1 ym (164), a relacdo comprimento/largura foi de
1,2:1.

Ambos isolados formaram clamidésporos solitarios (exemplo: Figura 1D),
terminais e intercalares, globosos e subglobosos. O diametro médio dos
clamidésporos variou de 7,7 + 0,2 ym (164) a 8,4 £ 0,2 um (168).

O raio médio das colbnias, em meio de cultura BDA, apos 72 h de incubacgéao
variou de 4,4 (168) a 4,3 cm (164) a temperatura de 30 °C e de 2,2 (164) a 2,5 cm
(168) quando os isolados foram incubados a 35 °C (Tabela 3). Nenhum dos isolados
cresceu a temperatura de 40 °C, mas sobreviveram a esta temperatura apds a

finalizacdo dos testes.



Figura 1 -

Conidiéforos e conidios, respectivamente, dos isolados de Trichoderma
harzianum, 164 (A, B) e 168 (C); de T. virens, 167 (E, F); de T. atroviride,
171 (G, H). Clamiddsporos e conidios dos isolados 168 (D) e 171 (1).
Conidiéforo primério (J), secundéario (L) e conidios (M) do isolado de
Clonostachys compactiuscula, 174.
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4.3.1.2 Trichoderma virens (Miller, Giddens e Foster) Arx

Culturas puras do isolado 167, T. virens, apresentaram conidiéforo do tipo
gliocladium (Figura E) (SAMUELS et al., 2006) e fialides lageniformes a
ampuliformes com dimensdes médias de 8,7 £ 0,3 x 3,3 £ 0,1 ym, possuindo largura
média da base de 2,0 + 0,0 ym e relagdo comprimento/largura de 2,7:1.

Os conidios do isolado 167 sdo verde-claros, lisos (Figura 1F), subglobosos a
elipsoidais, 4,2 + 0,1 x 3,6 =+ 0,1 uym, com relagdo comprimento/largura de 1,9:1
(Tabela 3).

Houve a formacdo de clamiddsporos solitarios, terminais e intercalares,
globosos a subglobosos, com didametro médio de 7,7 um £ 0,2.

Coldnias do isolado de T. virens incubadas a 30 e 35 °C apresentaram 0s
respectivos raios meédios: 4,4 e 2,7 cm. Nao houve crescimento micelial a
temperatura de 40 °C, mas verificou-se a sobrevivéncia do isolado apoés o final do
teste.

4.3.1.3 Trichoderma atroviride P. Karst.

Culturas puras do isolado 171, pertencente a espécie T. atroviride, formaram
conidioforo com ramificacBes pareadas (Figura 1G) e cada uma destas terminando
em grupos de fidlides lageniformes.

As médias das dimensdes das fialides foram de 8,4 £ 0,3 x 2,6 = 0,1 ym, com
largura média da base de 1,9 £ 0,0 um e relagao comprimento/largura de 3,2:1.

As culturas formaram conidios verde-claros, lisos (Figura 1H),
predominantemente subglobosos, e ocasionalmente elipsdides a ovoéides,
apresentando as seguintes médias de dimensées 3,7 £ 0,1 x 3,1 £ 0,1 uym, com
relacdo comprimento/largura de 1,2:1 (Tabela 3).

Os clamidésporos formados pelo isolado 171 (Figura 1l) sdo terminais e
intercalares, com didametro médio de 7,4 + 0,1 ym.

O raio médio das colénias foi de 4,3 cm a 30 °C e de 0,6 cm, quando o
isolado foi incubado a 35 °C, ndo se verificando crescimento micelial a 40 °C,
embora as col6nias tenham sobrevivido a esta temperatura.

Verificou-se odor forte e doce de coco nas colonias (SAMUELS et al.,
http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm) deste isolado,
crescidas em meio de cultura BDA e em Corn meal dextrose agar, esta também é

uma caracteristica importante na taxonomia desta espécie.


http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm
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Tabela 3 — Dimensdes das estruturas (um) e raio médio das colénias (em cm) de
isolados de Trichoderma spp. quando cultivadas a 30 e 35 °C.

N® Fialides* Conidios** DCH R
CF PMF BF CF/PMF CC LC CC/LC 30 35
164 7,5+0,1 2,9+0,0 1,9+0,0 2,6:1 3,5¢0,1 3,0%0,1 1,221 7,7%0,2 43 2.2
167 8,7+0,3 3,3x0,1 2,0+0,0 2,711 4,2+0,1 3,6%0,1 1,91 7,7%0,2 4,4 2,7
168 6,7+0,2 3,0+0,0 2,0+0,0 2,2:1 3,1+0,1  2,7+0,0 1,221 8,4+0,2 4,4 25
171 8,4+0,3 2,6+0,1 1,9+0,0 3,2:1 3,7+0,1  3,1+0,1 1,221 7,4+0,1 43 0,6

* média de 25 observacdes * erro padrdo

** média de 50 observacgdes + erro padrédo

Legenda: CF (comprimento das fidlides); PMF (ponto médio das fialides); BF (base das fialides);
CF/PMF (relagdo comprimento/ponto médio das fidlides); CC (comprimento dos conidios); LC (largura
dos conidios); CC/LC (relagdo comprimento/largura dos conidios); DC (didmetro dos clamidésporos);
R (raio das col6nias).

4.3.1.4 Clonostachys compactiuscula (Saccardo) Hawksworth e Gams

Obteve-se um isolado de C. compactiuscula (174), apresentando conidiéforos
dimorficos, sendo raros os conidioforos primarios (Figura 1J), do tipo Verticillium, os
quais sdo mononematosos, monoverticilados ou poliverticilados (SCHROERS,
2001). Fialides retas, cilindricas, 14,6 + 0,5 x 2,6 £ 0,1 ym, com largura média da
base de 2,1 + 0,0 um.

Conidiéforos secundéarios (Figura 1L) com penicilos frequentemente
ramificados, bi a quadri-verticilados. Fialides, 11,2 + 0,4 x 3,0 £ 0,1 ym, com largura
média da base de 1,9 + 0,1 um. Conidios hialinos (Figura 1M), quase retos,
elipséides a cilindricos, possuindo um hilo lateral, 9,0 £ 0,5 x 2,4 £ 0,0 ym.

N&o houve crescimento micelial dos isolados, em meio BDA e Corn meal
agar, apos sete dias de incubacdo a 35 °C. A temperatura limite maxima para

crescimento foi de 33 °C.

4.3.2 Confrontos in vitro entre isolados de Phytophthora spp. e BCAs

4.3.2.1 Phytophthora spp. x Trichoderma spp.

Nos confrontos realizados entre os sete isolados de Phytophthora spp. e os de
Trichoderma spp. observou-se interagdes antagbnicas, ocorrendo a competicao por
interferéncia (um organismo interfere na atividade de outro) e o hiperparasitismo. Em

decorréncia da competicdo houve substituicdo, impasse ou entrelacamento de hifas
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(Figura 2A, B e C, respectivamente) segundo a classificagdo de Moore-landecker
(1996). Também foi observado que os isolados de Trichoderma spp.

penetraram e colonizaram propagulos de Phytophthora spp. (relacdo hiperparasitica)
(Figura E - G).

Nos testes in vitro realizados entre os BCAs e o isolado de P. palmivora
(1107), obtido na rizosfera de manjericao, observou-se que apds 72 h do confronto o
raio meédio das colbnias de Phytophthora confrontadas (RMC), diferiu
estatisticamente do raio meédio da testemunha (culturz pura de 1107) (Tabela 4). O
confronto 1107x167, apresentou o menor RMC (3,53 cm) e nao diferiu
estatisticamente do confronto 1107x164, sendo que, o raio médio das coldnias deste
altimo tratamento nédo diferiu pelo Teste de Tukey a 5% dos confrontos: 1107x171;
1107x168, a variacdo da percentagem (%) de inibicdo do crescimento das colénias
de Phytophthora (% ICP) foi de 13,64% (168) a 19,77% (167).

Em confrontos entre os BCAs e o isolado 1108, P. palmivora proveniente da
rizosfera de bananeira ornamental, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa, pelo Teste de Tukey a 5%, entre o raio médio das colbnias de
Phytophthora confrontadas pelos diferentes BCAs, mas todos esses diferiram da
testemunha, ou seja todos inibiram o patégeno e as percentagens de inibicdo em
relacdo ao crescimento das colbnias solteiras do isolado 1108 variaram de 12,56%
(164) a 20,10% (167 e 171). O RMC variou de 3,18 cm (1108x167; 1108x171) a 3,48
cm (1108x164).

Nao houve diferenca significativa entre o raio médio das colénias do isolado
de P. nicotianae (1178), proveniente da rizosfera de berinjela, em confronto com os
BCAs. O raio médio de todas as colonias do isolado 1178 confrontadas diferiu
estatisticamente do raio da cultura pura do mesmo isolado. O RMC variou de 3,13
cm (1178x167) a 3,35 cm (1178x164). As percentagens de inibicdo variaram de
15,40% (164) a 20,96% (167).

O raio médio de todas as coldnias de P. nicotianae (isolado 1180), obtido de
folhas de dracena baby, confrontadas com Trichoderma spp. diferiu do raio médio
das culturas puras do fitopatégeno, ndo houve diferenca significativa entre os RMC
para os confrontos com os diferentes BCAs, estes variaram de 3,08 cm (1180x168)
a 3,21 cm (1180x171) (Tabela 4). As ICP % variaram 22,28% (171) a 25,42% (168).

Nos confrontos entre o isolado de P. bisheria (1186), obtido na rizosfera de
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Tabela 4 — Raio médio (cm) das col6nias de isolados de Phytophthora spp., apos 72
h, crescendo em CA em cultura pura (Test) ou confrontadas com
isolados de Trichoderma spp. (BCAS).

BCAs
Isolados de Phytophthora Test 164 167 168 171
1107 4,40a* 3,63bc 3,53c 3,80b 3,78b
1108 3,98a 3,48b 3,18b 3,30b 3,18b
1178 3,96a 3,35b 3,13b 3,15b 3,18b
1180 4,13a 3,15b 3,20b 3,08b 3,21b
1186 4,19a 3,20b 2,85b 3,20b 3,18b
1187 4,41a 3,60b 3,35¢c 3,58bc 3,50bc
1188 3,49a 2,73b 2,80b 2,78b 2,78b

*Médias seguidas de letras iguais, em linhas, nado diferiram entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

bastdo do imperador, e os BCAs, observou-se que os valores do raio médio das
colénias do isolado 1186 confrontadas ndo diferiram entre si, embora tenham
diferido estatisticamente da testemunha. O RMC variou de 2,85 cm (1186x167) a
3,20 cm (1186x164, 1186x168). Houve variacdo das ICP % de 23,63% (164 e 168) a
31,98% (167).

Nos testes entre P. nicotianae (isolado 1187), proveniente da rizosfera de
tomateiro, e os BCAs, todos os valores do RMC diferiram do raio da cultura pura de
P. nicotianae e as ICP % variaram de 18,37% (164) a 24,04% (167). O raio médio
das coldnias do isolado 1187 confrontadas com os BCAs: 167, 171 e 168 né&o
diferiram entre si, também n&o houve diferenca significativa entre o raio dos dois
altimos tratamentos citados e o raio médio obtido no confronto 1187x164. A variacao
do RMC foi de 3,35 cm (1187x167) a 3,60 cm (1187x164).

Nos confrontos entre o isolado de P. cinnamomi (1188), obtido na rizosfera de
helicbnia bihai 1, verificou-se que o raio médio das colonias do isolado 1188
confrontadas com os BCAs diferiram do raio médio das culturas puras do
fitopatdgeno e nao diferiram entre si (Tabela 4). O RMC variou de 2,73 cm
(1188x164) a 2,80 cm (1188x167), e as ICP % variaram de 19,77% (167) a 21,78%
(164).

4.3.2.2 Phytophthora spp. x Clonostachys compactiuscula

Em confrontos realizados entre os isolados de Phytophthora spp. (Tabela 1) e
o de Clonostachys compactiuscula (174) houve competicédo por interferéncia através
de antibiose (Figura H - J), com C. compactiuscula liberando no meio de cultura

antibiético que inibiu em parte o crescimento das colénias de Phytophthora spp.
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impedindo o contato entre os isolados confrontados. A inibicdo do crescimento
micelial foi maior na area da colbnia do fitopatbgeno mais préxima do BCA.

Os raios médios das colbnias dos isolados de P. palmivora (1107 e 1108), P.
nicotianae (1178, 1180 e 1187), P. bisheria (1186) e P. cinnamomi (1188)
confrontadas com o isolado de C. compactiuscula (174) diferiram estatisticamente
das testemunhas (culturas puras dos isolados de Phytophthora) e ndo diferiram
entre si pelo Teste de Tukey a 5% (Tabela 5). Os raios médios das culturas de
Phytophthora spp. variaram de 1,80 cm (1108) a 2,43 cm (1178). As porcentagens
de inibicdo foram da magnitude de de 45,85 (1107) e 54,43% (1108) para 0s
isolados de P. palmivora, de 38,17 (1178) a 45,75% (1187) para os isolados de P.
nicotianae, de 43,90% o isolado de P. bisheria (1186) e de 39,30% para o isolado de
P. cinnamomi (1188).

Tabela 5 — Raio médio (cm), obtido apés 96 h, das colénias de isolados de
Phytophthora spp. crescidas em cultura pura (Test) ou confrontadas
com o isolado de Clonostachys compactiuscula (174).

Isolados de Phytophthora

Tratamentos 1107 1108 1178 1180 1186 1187 1188
Test 4,34a* 3,95a 3,93a 3,73a 3,85a 4,24a 3,13a
174 2,35 1,80b 2.43b 2,23b 2,16b 2,30b 1,90b

*Médias seguidas de letras iguais, em linhas ou em colunas, ndo diferiram entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

4.3.3 Histopatologia da interagcdo Phytophthora spp. e Trichoderma spp.
utilizando microscopia eletronica de varredura

Na impossibilidade de realizar as observacées ao microscépio eletrénico de
varredura (MEV) de todos os confrontos realizados foram escolhidos oito,
envolvendo os isolados de P. palmivora (1107 e 1108), P. nicotianae (1178, 1180 e
1187), de P. bisheria (1186) e de P. cinnamomi (1188) e os quatro isolados de
Trichoderma. Os confrontos analisados foram: 1107x167; 1108x164; 1108x171,;
1178x 167; 1180x167; 1187x167; 1188x171, todos tendo apresentado competicao
entre as culturas confrontadas. Ao MEV foi visualizado o enrolamento das hifas de
Trichoderma spp. sobre as das quatro espécies de Phytophthora (Figura 2C e D) e
também o entrelacamento de esporangios de P. palmivora pelos isolados 167 e 164
(Figura 2F e G). Isto comprova o hiperparasitismo de Trichoderma spp. sobre

Phytophthora spp.



Figura 2 - Confrontos entre isolados de Phytophthora spp. e de Trichoderma spp. (A -
G), substituicdo, 1107x167 (A); impasse, 1186x171 (B); entrelacamento de
hifas, 1108x164 (C) e 1187X167 (D); hiperparasitismo de Trichoderma em
propagulos de Phytophthora spp., 1186x168 (E), 1107x167 (F), 1108x164
(G). Confrontos entre isolados de Phytophthora spp. e de Clonostachys
compactiuscula, antibiose (H - J), 1108x174, 1180x174 e 1188x174,
respectivamente. C, D, E, F e G séo visualizagbes ao MEV, as demais em
MO.

Legenda dos isolados de Phytophthora: 1107, 1108 — P. palmivora; 1180 e
1187 — P. nicotianae; 1186 — P. bisheria; 1188 — P. cinnamomi.

Legenda dos BCAs: 164 e 168 — Trichoderma harzianum; 167 — T. virens;
171 - T. atroviride; 174 — Clonostachys compactiuscula.
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4.4 DISCUSSAO

No presente trabalho foram isolados, caracterizados morfofisiologicamente e
identificados possiveis BCAs de plantas com sintomas de infeccdo por Phytophthora
spp. ou do solo das rizosfera destas, em propriedades que praticam agricultura
familiar e estes BCAs foram confrontados com isolados de P. palmivora (1107 e
1108), P nicotianae (1178, 1180 e 1187), P. bisheria (1186) e P. cinnamomi (1188)
para testar seu potencial no controle biolégico destes patdgenos.

Cinco BCAs foram obtidos, sendo do género Trichoderma, pertencendo a trés
espécies: T. harzianum (164 e 168), T. virens (167) e T. atroviride (171) e um (174)
da espécie Clonostachys compactiuscula.

Os isolados de Trichoderma foram identificados através da chave interativa de

Samuels et al. (http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm) e
por isso a caracterizacdo foi baseada nos principais caracteres taxonémicos para
identificar espécies deste género: forma dos conidiéforos, forma e dimensdes das
fidlides e dos conidios, cor e ornamentagcdo dos esporos, presenca e diametro dos
clamiddsporos, presencga de odor e raio médio de crescimento das col6nias a 30, 35
e 40 °C.
As dimensdes médias dos isolados 164 e 168 (T. harzianum) enquandram-se nos
limites estabelecidos por Samuels et al. (http://nt.ars-
grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm); Samuels et al.,, (2006),
somente a relacdo comprimento/largura e o comprimento médio das fialides do
isolado 164 foi superior ao valor maximo definido na chave interativa (2,1:1-2,2:1;
6,5-6,7 um, respectivamente). As médias das estruturas dos isolados de T. virens
(167) e de T. atroviride (171) (Tabela 3) estado inseridas nos intervalos definidos nas
duas descricdes.

As dimensdes médias das estruturas do isolado de C. compactiuscula (174)
estdo de acordo com os valores encontrados por Schroers (2001) e Samuels et al.
(2006), somente o comprimento medio das fialides do conidiéforo primario encontra-
se abaixo do limite minimo estabelecido pelo primeiro autor (17 ym). O isolado 174
cresceu a 33 °C, temperatura um pouco superior ao limite estabelecido para a
espécie (30 °C). No entanto, as demais caracteristicas taxondmicas suportam a sua

classificagdo nesta espécie.
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Como os BCAs foram obtidos em diferentes cultivos a partir do solo ou
diretamente dos tecidos vegetais, isto pode favorecer o sucesso destes agentes no
controle de doencas. De acordo com Blum (2006) um antagonista tem mais chance
de se adaptar a um determinado local (solo, semente, fruto, raizes ou folhas) se o
mesmo tiver sido coletado em condi¢bes semelhantes. Em todos os locais de coleta
as plantas apresentavam sintomas tipicos de doencas e os isolados 164, 168 e 167
sdo provenientes de uma area agricola onde se obteve isolados de Phytophthora.
Nos confrontos in vitro, todos os BCAs apresentaram atividade antagdnica aos
isolados de Phytophthora. Verificou-se hiperparasitismo e competicdo entre o0s
Isolados de Trichoderma spp. e as culturas dos fitopatégenos, através de impasse
(isolado 171), substituicdo ou entrelacamento de hifas (todos). Em ambos os casos
houve o contato micelial entre as culturas confrontadas. As col6nias de Phytophthora
guando confrontadas com os isolados 164 e 168 de T. harzianum apresentaram
mudanca de coloracdo de branco para amareladas na érea de substituicdo. Isto
indica que os isolados desta espécie liberam no meio de cultura algum pigmento que
provoca esta mudanca. Samuels et al. (http://nt.ars-
grin.gov/taxadescriptios/keys/Trichodermalndex.cfm), mencionam esta caracteristica
da espécie em sua chave interativa. No entanto, a natureza e propriedades destes
pigmentos ainda séo desconhecidas.

De acordo com Moore-Landecker (1996), o contanto entre o micoparasita e 0
hospedeiro pode ser pela producédo de apressério ou de ramificacdes em forma de
gancho. A morte do hospedeiro também pode ser induzida pela difusédo de toxinas
produzidas pelo micoparasita, os dois modos de acdo sao utlizados por
Trichoderma spp. que podem matar o hospedeiro pelo contato externo, mas
algumas vezes podem penetrar na célula hospedeira. De acordo com Erwin et al.
(1983), a lise hifal de Phytophthora devido a ac¢do de fungos de solo € rapida, no
caso de Trichoderma spp. existe o contato e o enrolamento do parasita em torno da
hifa do hospedeiro, antes da penetracdo, como observado nos confrontos in vitro
realizados (Figura 2C e D).

Espécies de Trichoderma produzem enzimas hidroliticas (B-1,3-glucanase e
quitinase) que séo responsaveis por romper a parede do hospedeiro, além disso,
Trichoderma spp. produzem metabolitos volateis (incluindo etileno e acetona) e
antibioticos (difundiveis) (MOORE-LANDECKER, 1996), tendo como exemplo, T.

atroviride que produz o antibiético antifungico 6-pentil-a-pirona, composto que
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proporciona o odor doce de cOco, caracteristico da espécie (DODD et al., 2003),
como observado em culturas do isolado 171.

Nos testes realizados, os BCAs do género Trichoderma demonstraram
bastante agressividade ao fitopatbgeno hospedeiro. Todos os isolados de
Trichoderma interferiram no crescimento micelial das colénias de Phytophthora,
inibindo o crescimento dos mesmos, tendo variado esta inibicdo de 12,56 (isolado
164 sobre o isolado 1108 de P. palmivora) a 31,98% (isolado 167 sobre o isolado
1186 de P. bisheria), o que pode ser visualizado pela diminui¢ao significativa do raio
das colbnias dos fitopatbgenos em comparag¢do com as culturas puras dos mesmos
(Tabela 4).

Ao microscopio eletrénico de varredura comprovou-se o0 hiperparasitismo dos
isolados de Trichoderma sobre P. palmivora, P. nicotianae, P. bisheria e P.
cinnamomi, as espécies com eles confrontadas que foram observadas.
Particularmente notou-se a extrema agressividade dos isolados de T. harzianum
(164), T. virens (167) e T. atroviride (171) quando confrontados com os isolados
1107 (de manjericao) e 1108 (de bananeira ornamental), ambos de P. palmivora.
Como esta espécie produz esporangios com rapidez e em grande quantidade, foi
possivel visualizar o efeito das hifas de Trichoderma spp. parasitando os mesmos,
parecendo j& haver penetrando-os.

O isolado de Clonostachys compactiuscula (174) exerceu antagonismo a
todos os isolados de Phytophthora, através de antibiose com a producédo de
antibiético capaz de interferir no crescimento micelial dos fitopatégenos, sem que
houvesse o contato entre as col6nias confrontadas (Figura 2H - J). Verificou-se a
diminuicdo do raio médio das colénias de Phytophthora spp. em confronto com o
isolado 174 em comparagdo com a testemunha, pelo teste de Tukey a 5% (Tabela
5).

Trichoderma spp. e Clonostachys spp. sé@o utilizados em varios experimentos,
sob condi¢cdes controladas e/ou em campo como estratégias de controle mais
sustentaveis para varias doencas causadas por Phytophthora ou por outros
fitopatdbgenos (CLARKSON et al., 2006; DEBERDT et al., 2008; KRAUSS et al,
1998; KRAUSS; SOBERANIS, 2001).

Todos os micoparasitas obtidos demonstraram, em testes in vitro, potencial
antagonico aos sete isolados das quatro espécies de Phytophthora testadas, o que

sugere a sua ampla acdo sobre espécies deste género que é constituido de
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importantes fitopatbgenos cosmopolitas e polifagos que em muitos casos causam
grandes impactos em cultivos agricolas ou em ecossistemas naturais. Sendo
necessarios testes futuros sob condicbes controladas e em campo para que 0S
isolados fungicos possam ser utilizados como agentes biocontroladores.

A presenca de Trichoderma spp. e de Clonostachys compactiuscula nos
cultivos agricolas indica que naturalmente estes BCAs devem estar agindo no
controle biolégico de fitopatbgenos nas éareas onde foram encontrados e
demonstraram o potencial deste tipo de controle se for utilizado por meio de praticas
adequadas e em condi¢cbes favoraveis a disseminacdo e o estabelecimento dos
micoparasitas presentes no agroecossistema, minimizando assim 0s impactos
ambientais e os custos de producao, principalmente em agricultura familiar, tipo de
propriedade usada neste estudo para obtencao dos isolados de Phytophthora.

E importante que as pesquisas sobre a utilizacdo dos BCAs obtidos no
controle biolégico de Phytophthora spp. prossigam, pois, podera vir a ser uma
importante contribuicdo ao combate destes fitopatdgenos estimular-se a proliferacao
dos micoparasitas nas propriedades onde foram encontrados o que ajudara os
produtores rurais de baixa renda a produzirem mais sem a contaminagdo do
ambiente e sem custos adicionais. Ser4 necessario ainda testar se estes

micoparasitas ndo possuem acao deletéria a outros seres Vivos.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Em cinco (Itabuna, Ilhéus, Itacaré, Itubera, Urucuca) dos oito municipios e
também no distrito de Serra Grande onde foram feitas coletas, Phytophthora

spp. estavam presentes associadas a rizosfera de plantas ou infectando-as;

. Constatou-se Phytophthora em todos os tipos de cultivos pesquisados:
anuais, olericolas, ornamentais e medicinais comprovando a caracteristica

polifaga da maioria das espécies do género;

. A maioria dos isolados (90,1 %) de Phytophthora spp. foram obtidos da
rizosfera dos cultivos, demonstrando a importancia do solo e das raizes como

fontes de indculo destes patégenos;

. Através da caracterizacdo morfofisioldgica e/ou molecular foram identificados
isolados de Phytophthora nicotianae (52), P. palmivora (17), P. cinnamomi (6),
P. cinnamomi var. parvispora (3) e P. bisheria (1) obtidos em diferentes

cultivos presentes em municipios do sul da Bahia;

Relatou-se pela primeira vez a presenca dos fitopatdgenos: P. cinnamomi var.
parvispora e P. bisheria no Brasil; em hospedeiros também nao assinalados,

feijdo-de-corda e bastao do imperador, respectivamente;

. Todas as espécies isoladas foram patogénicas aos seus respectivos cultivos

de origem e re-isoladas das lesbes provocadas;
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7. O registro de ocorréncia de P. nicotianae infectando plantas de agrido,
espinafre, horteld e dracena baby é inédito; bem como de P. palmivora como

patdgeno de couve e bananeira ornamental;

8. Embora P. cinnamomi tenha mais de 1.000 espécies hospedeiras ja
relatadas, registrou-se pela primeira vez esta espécie como patdgeno de

helicbnia bihai I, bastdo do imperador, cebolinha e alface;

9. Nao foi possivel identificar, apenas pelas caracteristicas morfofisiologicas e
pelo sequenciamento do DNA da regidao ITS, os dois isolados de
Phytophthora obtidos de inflorescéncia de antdrio no municipio de Itubera.
Outros genes necessitam ser sequenciados para classificar taxonomicamente

esta espécie;

10. A ocorréncia de isolados dos tipos compativeis Al e A2, pertencentes as
espécies P. nicotianae e P. cinnamomi em municipios distintos, na regido sul
da Bahia, constitui um risco pela possibilidade de formacéo de hibridos mais
agressivos e adaptados ao ambiente;

11.0 sequenciamento de fragmentos de genes da regido ITS do DNA contribuiu
para a identificacdo de P. bisheria e de P. cinnamomi var. parvispora,
comprovando esta ferramenta molecular como importante na confirmacgéo e

identificacdo de espécies de Phytophthora;

12.Foram isolados em Itabuna e Uruguca cinco possiveis agentes
biocontroladores e identificados como: Trichoderma harzianum (2), T. virens

(1), T. atroviride (1) e Clonostachys compactiuscula (1);

13. Todos cinco BCAs demonstraram antagonismo a isolados de Phytophthora
Spp. nos testes in vitro por mecanismos de competicdo. Havendo impasse,
substituicdo ou entrelacamento de hifas nos confrontos envolvendo

Trichoderma spp. e os fitopatdégenos;
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14. Nos confrontos entre os isolados de Phytophthora spp. e o isolado de C.
compactiuscula, verificou-se antibiose, embora ndo haja inibido totalmente o

crescimento das colbnias dos fitopatdgenos;

15. Através do MEV foi possivel observar o hiperparasitismo de T. harzianum, T.
virens e T. atroviride sobre isolados de P. palmivora, P. nicotianae, P.

cinnamomi e P. bisheria;

16. E necessario continuar as pesquisas com os BCAs isolados e identificados
para que possam ser utilizados no controle de Phytophthora spp. na regiao,

favorecendo a sua multiplicacao nas propriedades onde foram identificados;

17. Este trabalho trouxe importante contribuicdo a agricultura familiar na regido
abrindo perspectivas de novas pesquisas para o controle de Phytophthora

sSpp. que possam ajudar os produtores rurais da regiao.
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COMISSAO EXECUTIVA DO PLANO DA LAVOURA CACAUEIRA — CEPLAC/CEPEC/PHYTOLAB

PERFIL DA PROPRIEDADE RURAL

Data:

Nome e localizacédo da propriedade rural:

Profissional responsavel pelo questionario:

QUESTIONARIO

1) Nome do proprietario ou responsavel pela propriedade rural:

2) Qual a area da propriedade:

3) Tipos de adubos e produtos utilizados no controle de doencas, pragas e plantas invasoras:

( ) Quimicos ( ) Organicos ( ) Ambos

Observagoes:

4) Quais as plantas cultivadas atualmente?

5) Qual era o uso da terra anteriormente?

6) Na propriedade é realizado o diagnoéstico de doengas de plantas?
() Sim ( ) Néo

Observagoes:

7) Na propriedade existem?

( ) Areas com mata nativa () Areas de Capoeira

8) Situacao climatica nos ultimos 30 dias:

Temperatura: ( ) Elevada para a época ( ) Normal ( ) Baixa para a época

Pluviosidade: ( ) Elevada para a época ( ) Normal ( ) Baixa para a época



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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