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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar nove isolados de Phytophthora sp. obtidos de mandioca
(Manihot esculenta), através da morfologia e morfometria das estruturas propagativas e crescimento micelial em diferentes
temperaturas e avaliar sua patogenicidade. Os esporangios produzidos em extrato de solo ndo esterilizado mostraram-se
ovoides, ndo papilados, persistentes, formados em esporangidforos nao ramificados ou em simpddio, com dimensdes de
24,6 - 57,4 um x 14,8 - 37,7 um e relagdo comprimento/largura de 1,0 - 2,6. Os clamiddsporos foram raros. Os odsporos
obtidos em cultura monosporica em V8§ agar eram apleuroticos, com 13,1 - 34,4 um de didmetro. Oogdnios mostraram-se
esféricos e mediram 19,7 - 41,0 pm de didmetro; anteridios anfigenos, com dimensdes de 8,2 - 24,6 um x 8,2 - 19,7 um. O
maior didmetro das col6nias ocorreu a 25 °C em V8 4gar. Os isolados patogénicos as plantas e raizes destacadas de mandioca
inoculados foram identificados como Phytophthora drechsleri.

Palavras-chave adicionais: taxonomia, Manihot esculenta.

ABSTRACT
Characterization of Phytophthora drechsleri, the causal agent of cassava soft root rot

Nine Phytophthora isolates from cassava (Manihot esculenta) were characterized based on morphology and
morphometry of propagative structures, growth at 10, 15, 20, 25, 30 and 35 °C, and by evaluating its pathogenicity.
Sporangia produced on nonsterile soil extract were ovoid, nonpapillate and persistent, formed in a sympodium or unbranched
sporangiophores, 24.6 to 57.4 pm long x 14.8 to 37.7 um wide, and length—breadth ratio was 1.0 — 2.6. Chlamydospores
were rarely observed. Oospores produced in single spore culture on V8 agar medium were aplerotic, and 13.1 to 34.4 um in
diameter. Antheridia were amphigynous, measuring 8.2 —24.6 um x 8.2 — 19.7 um ; oogonia ranged from 19.7 to 41.0 um in
diameter. Culture growth was greatest at 25 °C in V8 agar medium. The isolates that were pathogenic to plants and detached
roots of cassava were identified as Phytophthora drechsleri Tucker.

Additional keywords: taxonomy, Manihot esculenta.

As doencas mais importantes da mandioca (Manihot
esculenta Crantz) sdo aquelas que afetam a qualidade
sanitaria do material de plantio, as podridfes radiculares e
as deterioracOes de pos-colheita. Dentre estas, as podriddes
radiculares de pré ou pos-colheita sdo as mais importantes
para a cultura (Lozano, 1989).

No Brasil, a podriddo mole de raizes de mandioca é
causada principalmente por Phytophthora drechsleri Tucker
(Figueiredo & Albuquerque, 1970; Lima et al., 1993;
Poltronieri et al., 1993). No Estado do Pard, Poltronieri
et al. (1993; 1997) identificaram, além de P. drechsleri,
P. nicotianae Breda de Haan (=P. parasitica Dastur), P
richardiae Buisman e Pythium scleroteichum Drechsler.
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Face a importancia da cultura da mandioca para o
Estado de Alagoas e considerando que a podriddo radicular
vem comprometendo a sua sobrevivéncia, este trabalho
teve como objetivo caracterizar isolados de Phytophthora
sp. associados a enfermidade, através da morfologia,
morfometria e crescimento em meio de cultura sob diferentes
temperaturas, assim como avaliar a patogenicidade dos
isolados.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologiado Centrode Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Alagoas, em Rio Largo, Alagoas.

Raizes e caules de plantas de mandioca com sintomas
de podrid&o foram coletados no campo (Tabela 1), colocados
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TABELA 1 - Informagdes sobre os isolados de Phytophthora sp. obtidos de mandioca (Manihot

esculenta) no Estado de Alagoas

Codigo do isolado Cultivar Parte afetada Municipio Data do isolamento
M1 Preta e Branca Raiz Santana do Mundau 04/07/2002
M2 Rosinha Raiz Santana do Mundat 04/07/2002
M3 Rosinha Raiz Branquinha 15/07/2002
M1l Platina Caule Cha Preta 30/07/2002
M13 Cariri Caule Sao Sebastido 23/07/2003
M14 *NI Raiz Sdo Sebastido 23/07/2003
M16 Campinas Caule Feira Grande 02/09/2003
M17 Cariri Raiz Sdo Sebastido 16/10/2003
MI18 Platina Raiz Sao Sebastido 16/10/2003

*NI= ndo identificada

individualmente em sacos de plastico e transportados ao
Laboratério de Fitopatologia. As partes afetadas foram
lavadas com dgua corrente para remover o solo. Segmentos
dos tecidos apodrecidos foram lavados em alcool etilico
70% e secos sobre papel - toalha. Fragmentos foram
transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) com inibidores seletivos — 10
ppm de benomil, 25 ppm de nistatina, 25 ppm de PCNB,
10 ppm de rifampicina e 10 ppm de ampicilina (Masago et
al.,1977). As culturas foram incubadas a 25 °C no escuro e
examinadas diariamente durante uma semana, procurando-
se observar o0 aparecimento de Phytophthora sp.

As coldnias que se desenvolveram a partir dos
tecidos infectados foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de BDA e, posteriormente, preservadas em
agua destilada esterilizada (Castellani, 1967), e mantidas a
temperatura ambiente, para os estudos posteriores.

Estacas de mandioca da cultivar Rosinha, medindo de
8-10 cm de comprimento, com 2-3 gemas foram plantadas
na posicdo vertical em copos de plastico (500 mL) contendo
solo autoclavado (120 °C por 2 h). A inoculacéo foi efetuada
40 dias ap6s o plantio, utilizando-se nove plantas para
cada isolado. O indculo foi constituido por discos de BDA
incubado no escuro, a 25 °C, retirados da margem da col6nia
de cada isolado contendo micélio em crescimento ativo,
o0s quais foram inseridos em pequenas incisdes, realizadas
com auxilio de bisturi, localizadas na base do caule, com
aproximadamente 5 mm de extensdo e 1 mm de profundidade.
As testemunhas receberam discos do meio de BDA,
utilizando-se a mesma metodologia. As plantas inoculadas
e as testemunhas foram mantidas em cémara Umida,
consistindo de sacos de plasticos previamente umedecidos
com &gua destilada, por 48 h, sob condicbes ambiente. A
avaliacdo foi realizada oito dias ap6s a inoculagéo, através
da contagem do nimero de plantas mortas pelos isolados do
patégeno.

Raizes de mandioca da cv. Rosinha foram coletadas no
campo, lavadas em agua corrente e desinfestadas em solucao
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de hipoclorito de sodio 3%, durante 10 min. A seguir, foram
lavadas em agua destilada esterilizada e secas com papel-
toalha, utilizando-se nove raizes/isolado. A inoculacéo foi
efetuada conforme Poltronieri et al. (2001). Com o auxilio
de um vasador de rolhas (5 mm de didmetro) foram feitos
dois orificios proximos as extremidades das raizes, onde foi
depositado um disco de micélio do patdégeno crescido em
meio de BDA, no escuro, a temperaturade 25°C. Em seguida,
os orificios foram fechados com a porcéo da raiz removida
e o local da inoculacéo envolvido com algoddo umedecido e
coberto com filme de PVC. As raizes testemunhas sofreram
0 mesmo processo, porém receberam apenas disco do
meio de BDA. Posteriormente, as raizes inoculadas e as
testemunhas foram acondicionadas em sacos de plasticos e
mantidas no ambiente. A avaliacdo foi realizada sete dias
apos a inoculagdo, efetuando-se a contagem do ndmero de
raizes com sintomas de podridao.

O reisolamento do patégeno foi efetuado a partir
dos tecidos afetados das plantas e das raizes de mandioca,
empregando-se 0 meio basal (BDA) com inibidores seletivos,
conforme citado anteriormente.

Os isolados foram identificados com base na
morfologia da colbnia, temperatura minima, maxima e dtima
para o crescimento vegetativo, e a producdo, morfologia
e dimensdes dos esporangios, clamiddsporos, oogonios,
o0sporos e anteridios, segundo as descri¢ces apresentadas
por Ho (1981).

As medicBes das estruturas foram realizadas em
laminas preparadas com Aagua destilada esterilizada,
empregando-se um microscépio equipado com
micrdmetro ocular. Foram efetuadas 50 medigBes/
estrutura/isolado.

Discos de micélio (5 mm de diametro) de cada
isolado retirados da margem de coldnias cultivadas em BDA
a 25 °C por trés dias, foram transferidos para o centro de
placas de Petri (um disco por placa de 9 cm de didmetro)
contendo 20 mL do meio V8 &agar (200 mL de suco VS8;
3g de CaCO,; 17 g de agar e 800 mL de agua destilada).
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A incubacdo foi a 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C no escuro,
durante cinco dias, quando foi medido o didmetro da
coldnia, em dois sentidos diametralmente opostos, com o
auxilio de uma régua milimetrada, e observada a morfologia
da colbnia de cada isolado. O delineamento experimental
foi o inteiramente ao acaso em esquema fatorial (isolados
X temperaturas) com cinco repeticdes, sendo cada uma
constituida por uma placa.

Para a produgdo dos esporangios e clamidosporos,
discos de micélio (5 mm de diametro) provenientes da
margem da colbnia de cada isolado com quatro dias de cultivo
no meio V8 agar foram transferidos para placas contendo
aproximadamente 10 mL de extrato de solo ndo esterilizado
preparado conforme Pratt (1981). Igual quantidade de solo e
agua destilada foram misturados formando uma suspenséo,
permanecendo durante 24 h sem agitacdo. Apds este periodo,
a suspensdo foi filtrada através de uma camada dupla de
papel filtro. O periodo de incubagdo foi de 48 h a 25 °C, em
condicBes de alternancia luminosa (12 h luz/12 h escuro).

Para a producdo das estruturas sexuais, os isolados
foram inicialmente testados para homotalismo. Discos de
micélio (5 mm de didmetro) foram transferidos para o centro
de placas de Petri contendo o meio V8 é&gar. Apds cinco dias a
25°C, sob luz alternada (12 h luz/12 h escuro), as culturas foram
observadas ao microscopio para visualizagéo dos 06sporos.

Todos os isolados foram patogénicos quando
inoculados em plantas e raizes de mandioca da cultivar
Rosinha. Plantas inoculadas apresentaram inicialmente
lesdes necroticas no caule, evoluindo para murcha e morte.
Verificou-se que aos oito dias da inoculacdo, o percentual
de plantas mortas/isolado variou de 55% a 65%. Nas raizes,
os sintomas de podriddo foram evidentes aos sete dias da
inoculagdo. Plantas e raizes testemunhas permaneceram
sadias. Culturas reisoladas a partir das plantas e raizes
inoculadas foram semelhantes as originais, confirmando-se
o0 Postulado de Koch.

O isolado e a temperatura influenciaram o crescimento
micelial de Phytophthora sp. Verificou-se, a 5% de
probabilidade, interagdo significativa entre os fatores
isolados e temperaturas. Diante disso, observou-se que 0
crescimento micelial do patégeno variou nas temperaturas
em cada isolado testado (Tabela 2). A 10 °C, verificou-se
apenas traco de crescimento micelial, sendo que o maior
didmetro das colbnias ocorreu a 25 °C (Tabela 2). A 35°C
houve crescimento apenas nos isolados M1, M3, M11,
M13, M14 e M16. Klisiewicz (1977) trabalhando com P,
drechsleri de cartamo (Carthamus tinctorius L.), constatou
gue o patégeno cresce numa ampla faixa de temperatura,
de 6-36 °C, sendo a temperatura 6tima entre 24 e 30 °C,
estando os dados obtidos neste trabalho, dentro dos referidos
intervalos. Os isolados obtidos apresentaram coldnias com
aspecto cotonoso no meio V8 agar.

Com relagéo a producéo e morfologia das estruturas
assexuais e sexuais, os esporangios formados em extrato de
solo eram de formato ovoide, ndo papilados, persistentes,
originados em esporangioforos ndo ramificados ou em
simpodio, com dimensdes que variaram de 24,6 — 57,4pum
x 14,8 - 37,7 um ( X =42,9 x 27,0 um), apresentando uma
relagdo comprimento/largura de 1: 2,6 (X =1,6) (Tabela 3).
Observou-se a liberagdo de zodsporos.

Raros clamiddsporos observados em alguns isolados
apresentaram-se globosos e terminais. Segundo Cother &
Griffin (1974), estes propagulos sdo registrados apenas em
alguns isolados de P. drechsleri.

Numerosos oog6nios foram produzidos em
monocultura em meio V8 agar, medindo 18,0-34,4 um de
diametro. Odsporos mostraram-se apleuréticos, com 19,7
— 41,0 um de diametro (X =28,6 um); anteridios anfigenos,
unicelulares, com dimensdes de 8,2 - 24,6 x 8,2 - 19,7 pm
(X =16,3 x 15,1 um) (Tabela 3).

A comparacdo das médias das estruturas propagativas
e o crescimento dos isolados a 35 °C , estdo de acordo com

TABELA 2 - Médias do crescimento micelial (cm) de nove isolados de Phytophthora sp. obtidos de mandioca
(Manihot esculenta), no meio V8 dgar em diferentes temperaturas

Temperaturas "C

Isolados 10 15 20 25 30 35 Médias
Ml 0 2,6 C bed 5.8 Bab 7,2 Ab 5,0 Be 1,7 Dd 3,7 bed
M2 0 23Cd 5,6 Bab 7,2 Ab 7,1 Aa 0 De 3,7 bed
M3 0 2,4 Ecd 5,8 Bab 6,9 Ab 4,9 Cc 3,8 Db 4,00
M1l 0 24 Cd 4.9 Bb 6,7 Ab 6,1 Ab 2,0 Ced 3,7 bed
MI13 0 3,6 Da 5,9 Ca 8.9 Aa 7.8 Ba 3,0 Dbe 49a
M14 0 3,6 Dab 5,7 Cab 8.4 Aa 7.1 Bab 6,1 Ca 52a
MI16 0 3,4 Dab 5,9 Bab 8.4 Aa 4,5Cc 1,3 Ed 3.9bc
M17 0 2.4 Ced 5,6 Bab 8.3 Aa 5,0 Be 0 De 3.6cd
MI18 0 3.4 Cabc 5.4 Bab 8.7 Aa 3,5Cd 0 De 3,5d
Médias 0 29C 56 B 78A 5,7B 2,0D

Meédias de cinco repeticdes;

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, nas linhas, e mindsculas, nas colunas, ndo diferem entreentre si, pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 - Tamanho médio das estruturas propagativas de isolados de Phytophthora sp. obtidos de mandioca

(Manihot esculenta) no Estado de Alagoas

- = 1 — 1

-y Esporingio (pm) Ongr‘min Ot'ispml'n C::;tendlo (WE:W
Comp. (C) Larg.(l)  C/L (um) (um) e pel 4

) L))
M 46,4 274 1,7 27,0 222 15,5 14,6
M2 45,0 279 1,6 28,4 23,1 16,0 14,3
M3 44,7 28,9 1,6 273 22,6 16,5 15,5
M1l 39,4 22,6 1.8 29,9 25,7 15,0 13,6
M13 33,8 21,6 1,6 30,2 24,6 17,0 15,9
M14 458 28,9 1,6 28,0 22,8 16,4 15,4
M16 42,8 28,2 1.5 318 26,9 15,8 15,2
M17 459 29.6 1,6 279 22,7 17,1 15,9
M18 42,3 27,6 1,5 27,1 22,0 17,6 15,6
Média 42,9 27,0 1,6 28,6 23,6 16,3 15,1
Desvio 4,07 . . S — P £
3 2,86 0,09 i,65 121 0,83 0,78

padrio

C.V(%) 9,5 10,6 5.8 5.8 7.3 5,1 52

1’ 30-50 y 1,6-19 <35 ) 12-20 y

!Médias de 50 medi¢Bes de cada estrutura propagativa/isolado;

2Medidas indicadas para a espécie em Ho (1981).

os intervalos da chave proposta por Ho (1981) para a espécie
P, drechsleri Tucker.
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