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O comportamento de dois isolados Phytophthora nicotianae foi avaliado em meios de cultura agarisados e
liquidos de cenoura (c), tomate (t), berinjela (b), feijao (f), soja (s), mandioca (m) e suco de vegetais (V8), submetidos
a luz (L), escuro (E) e fotoperiodo de 12h (LE), a 25 £ 2°C. O pH inicial dos meios e apds ajuste para 4,8 foi
correlacionado com o crescimento e esporula¢do nos meios liquidos. Foi avaliada a evolucao radial didria do micélio
e a biomassa produzida apds 10 e 15 dias de incubag@o. A esporulacdo foi ponderada no 10°e 15° dia em cdmara de
Neubauer. Nos meios agarisados, (E) proporcionou os maiores crescimentos, entretanto em todos os regimes de luz
os meios se diferenciaram, destacando-se dos demais os de (m), (b), (t), e (V8) os dois primeiros com os maiores
crescimentos e os dois tltimos com os menores. Os regimes de luz nao influenciaram o crescimento nos meios
liquidos com 10 dias de incubacdo. J4 com 15 dias, o crescimento nos meios (b) (c) (t) e (V8) foi inversamente
proporcional a presenca de luz, que é um fator essencial para a esporulacio. Verificou-se que meios mais dcidos
proporcionam um menor crescimento, mas uma maior esporulacdo para P. nicotianae.

Palavras-chave: oomicetos, zoosporogénese, comportamento fisioldgico.

Influence of culture media, photoperiod and pH on growth and sporulation of
Phytophthora nicotianae. The behavior of two Phytophthora nicotianae isolates was evaluated in agar
and liquid culture media of carrot (c), tomato (t), eggplant (b), soybean (s), cassava (m) and vegetable juice (V8),
submitted to light (L), dark (E) and photoperiod of 12h (LE) at 25 + 2 ° C. The initial pH of the media and after
adjustment to 4.8 was correlated with growth and sporulation in the liquid media. The daily radial evolution of
mycelium and biomass produced after 10 and 15 days of incubation were evaluated. Sporulation was weighted on
the 10th and 15th day in Neubauer chamber. In the agar media, (E) provided the highest growth, however in all light
regimes the media differed, standing out from the others were the ones of (m), (b), (t), and (V8). The first two with
the highest growths and the last two with the lowest. Light regimes did not influence growth in liquid media with 10
days of incubation. At 15 days, growth in media (b) (c) (t) and (V8) was inversely proportional to the presence of
light, but light is an essential factor for sporulation. It has been found that more acidic media provide lower growth,
but greater sporulation for P. nicotianae.
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Introducao

Dentre os fitopatégenos habitantes do solo, um
grupo em especial possui merecido destaque em razao
do seu efeito destrutivo em plantas hospedeiras,
cardter polifago e cosmopolita. Espécies de
Phytophthora podem estar associadas a diversos
orgaos vegetais como folhas, troncos, hastes,
almofadas florais, frutos em qualquer estadio de
amadurecimento, e principalmente a raizes,
ocasionando sintomas tipicos de podriddes radiculares
e tombamento (Luz et al., 2001).

No Brasil, Phytophthora nicotianae Breda de
Hann € relatada como a espécie do género que possui
a maior gama de hospedeiros, sendo patogénica a mais
de 31 espécies vegetais (Luz, 2006), incluindo plantas
aromadticas, ornamentais, medicinais, espécies
florestais, e cultivos agricolas perenes e anuais de
grande importancia econdmica. Apesar desta espécie
estar associada a intimeras plantas incitando doencas,
a dificuldade em conseguir isolados esporulantes, ou
mesmo padronizar condi¢des ideais para a esporulagdo,
¢ um dos principais problemas para o estudo da
patogénese a estes hospedeiros.

A esporulacdo € um processo de diferenciagdo mais
especifico, no qual, estdo envolvidas as células
reprodutivas afetadas por modifica¢des morfoldgicas,
fisiolégicas e bioquimicas (Griffin, 1993). A
luminosidade exerce efeito direto sobre a célula
fingica, induzindo ou inibindo a formacgdo de
estruturas de reproducgio, embora haja algumas
espécies que sdo indiferentes a quantidade e/ou
qualidade da luz (Hawker, 1957). A maioria dos
fungos sensiveis a luz esporula quando expostos a
luz continua, mas alguns, chamados de esporuladores
diurnos, requerem a alterndncia de luminosidade
(Dhingra; Sinclair, 1995). A necessidade de luz para
o crescimento e esporulacdo de fungos € tdo variavel,
que pode ocorrer até mesmo entre isolados da mesma
espécie (Masangkay et al., 2000). Alguns esporulam
melhor na presenca de luz continua ou em escuro
continuo (Cooperman; Jenkins, 1986).

Assim como a qualidade e intensidade luminosa
(Pulz; Massola Jr., 2009), a composi¢do do meio de
cultura e a temperatura determinam a quantidade e
qualidade do crescimento micelial e esporulacdo dos
fitopatégenos (Dhingra; Sinclair, 1995).
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Esporiangios e zodsporos sdo as principais
estruturas responsaveis pela disseminagdo, infecgao
e desenvolvimento das doencas causadas por
Phytophthora (Luz; Matsuoka, 2001), entretanto
a obtencdo dessas estruturas nem sempre &
alcancada nos meios de cultura convencionais
(Abdanur et al., 2003).

Os fungos e os oomicotas requerem uma
variedade de elementos quimicos para se
desenvolverem, portanto para o cultivo em laboratdrio,
€ necessario que os meios de cultura simulem ou até
mesmo melhorem as condi¢des naturais (Pelczar et
al.,1996). Varios meios de cultura foram
desenvolvidos para atender as exigéncias nutricionais
das diferentes espécies de fungos encontrados na
natureza, podendo ser sintéticos, semissintéticos ou
naturais (Menezes; Assis, 2004).

Estudos visando testar meios e métodos de
producio de esporangios e liberacao dos zodsporos
“in vitro”, incluindo a acdo de outros fatores
fisioldgicos, contribuirdo para facilitar os testes de
patogenicidade com P. nicotianae, tornando-os mais
apropriados a realidade do campo, bem como
aqueles que visam o controle da doenca. Com estas
perspectivas, o objetivo do presente estudo foi
fornecer informagdes sobre os efeitos de diferentes
meios de cultura, luminosidade, e pH no crescimento
micelial, e padrdes de esporulagdo de isolados de P.
nicotianae.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Phytophthora do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC), da Comissdao Executiva da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC), Ilhéus, Bahia, Brasil.

Obtencao dos isolados

Foram utilizados dois isolados de P. nicotianae
(1365 e 1405) obtidos de tecido vegetal infectado e solos
cultivados com hospedeiros, pertencentes a Colecao
Brasileira de Phytophthora *“Arnaldo Gomes Medeiros™
(CEPEC-CEPLAC). Para a obtencao de culturas novas
e patogenicamente vidveis, os isolados foram inoculados
em frutos de berinjela (Solanum melongena L.) e
reisolados segundo metodologia de Luz et al. (2008).
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Influéncia de diferentes meios de cultura

Sete diferentes substratos foram escolhidos para a
composi¢ao dos meios de cultura com base na literatura
existente e/ou suscetibilidade da espécie vegetal a P.
nicotianae: sementes de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) (f), sementes de soja
(Glycine max L.) (s), frutos de berinjela (b) e de tomate
(t), raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
(m) além de suco de vegetais - V8 (Campbell Soup
Company) (V8), e raizes de cenoura (Daucus carota
L.) (c¢). A excecdo do V8, os substratos foram
submetidos a fervura por 15min em microondas com
dgua destilada, triturados em liquidificador e filtrados
em quatro camadas de gase, de modo a obter meios
liquidos (200 g do substrato; 800 mL de dgua destilada)
e meios agarisados (200 g do substrato; 800 mL de
dgua destilada; 14 g de dgar). Apds o preparo, os meios
foram autoclavados a 121°C por 20 minutos e vertidos
assepticamente em placas de Petri. Discos de 0,9 mm
de diametro foram retirados dos bordos das coldnias
dos isolados, cultivados por sete dias em cenoura-agar
(CA), e transferidos para o centro de placas de Petri
com os meios supracitados.

Influéncia do fotoperiodo

Os isolados cresceram sob trés condicdes de
luminosidade: luz constante (L), fotoperiodo de 12h
(LE), e auséncia de luz (E). Na iluminagdo continua,
trés lampadas fluorescentes (General Eletric, 40 Watts,
luz do dia), foram posicionadas a cerca de 50 cm acima
das placas (2000 lux), expondo-as aos raios luminosos.
No regime de alternincia luminosa, as placas foram
incubadas em BOD com temperaturas ajustadas para
25°C e 12h de fotoperiodo. A auséncia de iluminagao
foi obtida pelo acondicionamento das placas em caixas
plasticas foscas. O ensaio foi conduzido em ambiente
do laboratério, com temperatura mantida em 25+2°C
e monitorada com aparelhos data loger HOBO®.

Avaliacdo do crescimento e esporulacao

O crescimento radial das coldnias formadas em
meios agarisados foi avaliado diariamente com
paquimetro, em dois sentidos diametralmente opostos
das coldnias para a obtencdo da média, e cdlculo da

taxa de crescimento ao longo de seis dias. Em meios
liquidos, avaliou-se o peso seco da biomassa produzida
apods 10 e 15 dias de incubagdo, com cinco repeti¢cdes/
tratamento. A esporulacdo nos diferentes meios,
liquidos e agarisados, foi avaliada aos 10 e 15 dias de
incubacdo, quantificando os zodsporos em camara de
Neubauer em cinco repeticdes por tratamento. Nos
meios liquidos, ap6s 0 9° e 0 14° dia de incubagao, foi
escorrido o excesso dos meios de cultura, o micélio
lavado com 4gua destilada esterilizada (ADE) e
incubado novamente sob as mesmas condi¢des que
se encontrava por 24h. A obten¢do da suspensdo de
zodsporos, seja nos meios liquidos ou sélidos seguiu
metodologia proposta por Luz et al. (2008).

Influéncia do pH

Ap6s a confeccio dos meios de cultura foi aferido
o pH inicial, e os valores correlacionados com o
crescimento e esporulagdo. A influéncia do pH na
esporulagdo também foi avaliada através do nimero
de zodsporos produzidos apds submissdo da massa
micelial formada nos diferentes meios liquidos ao 14°
dia, em solugdes salinas (NaCl e KH,PO,) com pH
ajustado para 4,8, por 48h. Os valores de pH foram
aferidos a partir de amostras de 15 mL de cada meio
de cultura, com potencidometro previamente calibrado
por solucgdes tampao pH 4,0 e 7,0.

Analises dos dados

O comportamento dos dois isolados de P.
nicotianae foi avaliado apds 10 e 15 dias de incubagao
através de esquema fatorial 7x3 (meios de cultura x
luminosidade), totalizando 21 tratamentos com 5
repeticdes cada. O crescimento micelial nos meios
solidos foi mensurado até a maioria das coldnias
atingirem os bordos das placas (seis dias de cultivo).
Os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado. O crescimento micelial, taxas
de crescimento em meios agarisados, e biomassa e
esporulagdo apés transformagdo (/x+1) foram
submetidas a andlise de variancia pelo teste F (p =
0,01), e comparadas pelo teste de Tukey (p =0,05). A
biomassa e a esporulagdo produzida pelos isolados ao
15° dia de incubacdo foram correlacionadas, através
do coeficiente de Pearson. As andlises foram
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realizadas utilizando a versdo 9 do software SAS® -
Statistical Analysis System (SAS, 2004).

Resultados e Discussao

Os isolados 1365 e 1405 se comportaram de
forma andloga, nao diferindo significativamente ao
apresentar crescimento vegetativo semelhante nos
diferentes meios agarisados ou liquidos, permitindo que
fosse usada a média de crescimento dos dois isolados
para avaliagdo do efeito dos meios e regimes de
Iuminosidade.

Houve efeito do regime de luminosidade no
crescimento dos isolados em diferentes meios de
cultura. No geral, a exce¢do dos meios de cenoura e
mandioca, a auséncia da luz (E) durante todo o tempo
de cultivo e alternincia luminosa de 12h (L/E)
proporcionou uma rapida evolu¢do do didmetro médio
das coldnias comparado aos tratamentos com luz
constante (E) (Tabela 1). Destacaram-se os grupos
formados pelos meios a base de mandioca (m) e
berinjela (b), e tomate (t) e suco de vegetais (V8),
evidenciando sempre os maiores crescimentos nos dois
primeiros e, nos dois ultimos, os menores. Apesar da
menor taxa de crescimento micelial entre o terceiro e
o sexto dia de incubagio, ter sido evidenciada em (m),
este meio induziu a formagdo das maiores colonias
em todas as condicdes. Os regimes de luz pouco
influenciaram o crescimento dos isolados no meio (s),
nao havendo diferencas significativas em relacdo as
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varidveis analisadas. O efeito dos regimes de luz foi
mais acentuado quando os isolados foram cultivados
em (V8), manifestando-se desde os primeiros dias de
avaliac@o do crescimento. A taxa de crescimento € o
tamanho da colonia ao sexto dia de incubagdo
demonstram a diferenga na evolucao das coldnias nos
regimes (LE), (E), (L), que proporcionaram, nestes
meios, em ordem decrescente, 0s maiores
crescimentos.

Comparando-se a biomassa seca produzida pelos
isolados com 10 e 15 dias de cultivo, na maioria dos
meios liquidos avaliados observa-se que nao houve um
aumento significativo da biomassa no intervalo de cinco
dias de cultivo, sendo, portanto, apresentados somente
os dados referentes a 15 dias de cultivo. Assim como
nos meios agarisados, os meios e regimes de luz
influenciaram significativamente o comportamento dos
isolados. A presenga de luz retardou o desenvolvimento
das colOnias na maioria dos meios, tendo como
exce¢des o meio (m) por ndo haver diferenca da
biomassa produzida nos trés regimes de luz, e (s) por
proporcionar o maior desenvolvimento da colonia em
alternincia luminosa de 12h. A maior producio de
biomassa ocorreu quando os isolados foram cultivados
em (m), e as menores em (t) e (V8).

O meio de (m) influenciou positivamente o
crescimento dos isolados testados, ao proporcionar os
maiores crescimentos em todos os tratamentos, nos
meios liquidos ou agarisados. Dentre os meios testados,
(m) € o mais rico em carbono por ser composto

Tabela 1. Crescimento micelial de isolados (1365 e 1405) de Phytophthora nicotianae em diferentes meios de cultura, agarisados e

liquidos, sob diferentes regimes de luz, a 25+2°C

Diametro médio da colonia

Meios' TCM? (cm.dia™) CM6* (cm) Biomassa® (g)

ES LES¢ L’ E LE L E LE L
B 1,42 aA 1,32 aA 1,14 bB 9,49 aA 9,50 aA 9,07 aB 0,076 cdA 0,041 dB 0,022 eC
C 1,15cB 1,31 aA 1,34 aA 9,39 aA 9,47 aA 8,87 aB 0,134 cA 0,100 cdB 0,104 cB
F 1,26 bA 1,24 aA 1,15 bB 9,00 bA 8,41 bB 8,52 bB 0,161 bA 0,155 cbAB 0,096 cdB
M 0,87 dC 1,29 aA 1,16 bB 9,50 aA 9,48 aA 9,18 aA 0,397 aA 0,386 aA 0,362 aA
S 1,09 cA 1,13 bA 1,03 bcA 7,95 cA 8,00 cA 8,15 cA 0,173 bB 0,210 bA 0,165 bB
T 1,27 bA 1,30 aA 1,14 bB 7,84 cA 7,58 dA 6,71 dB 0,090 dA 0,074 daB 0,042 deB
V8 1,11 ¢cB 1,29 aA 0,96 cC 7,20 dB 8,05cA  6,00eC 0,091 cA 0,055 dB 0,047 deB
CV (%) 7,44 6,02 7,16

Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si de acordo com o teste
Tukey (p = 0,05)'Meios - B = berinjela; C = cenoura; F = feijdo caupi; M = mandioca; S = soja; T= tomate; V8 = suco de vegetais;
TCM= taxa de crescimento micelial entre o terceiro e sexto dia de incubagdo; *CM6 = crescimento micelial ao sexto dia de cultivo;
“Biomassa = Biomassa seca com 15 dias de cultivo; °E = auséncia de luz; LE = fotoperiodo de 12h; L= luz constante.
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majoritariamente de amido. Vdrias fontes de carbono
sdo utilizadas na suplementacdo de meios de cultivo
para fungos, como frutose, maltose, sacarose, além
da glucose ou dextrose, presente na composicao do
meio BDA (batata-dextrose-dgar), considerado um
meio de rotina na maioria dos laboratérios de micologia.

A composi¢ao dos meios, bem como os regimes de
luz, induz variagdes no micélio aéreo e nas colonias
(Luz, 2006). Neste estudo, os meios mais ricos em
carbono, em auséncia de luz induziram a formagao de
um micélio aéreo denso e cotonoso.

Segundo Hohl (1983), as fontes de alimento t&ém
uma profunda influencia no crescimento, tanto na
extensdo linear ou no aumento da massa celular. Elas
também determinam as chances de sobrevivéncia nas
varias condi¢des ambientais e formam a base para a
reproducdo e germinagdo dos esporos.

Quanto a esporulacdo, houve diferenca significativa
entre o comportamento dos dois isolados de P.
nicotianae testados (ANOVA, Teste F p=0,05), sendo,
portanto, apresentados separadamente os dados
obtidos para cada um deles. A avaliacao foi realizada
aos 10 e 15 dias de crescimento nos diferentes meios
levando em considerag@o apenas concentragdes acima
de 10* zodsporos/mL, sendo a concentragdo minima
de zodsporos utilizada nas metodologias de inoculagao
de Phytophthora spp. (Luz et al., 2008).

Aos 10 dias, os dois isolados apresentaram
esporulagdo abaixo de 10*zodsporos/mL, na maioria
dos meios liquidos avaliados, a exce¢@o dos meios (V8)

e (t), que proporcionaram a esporulacdo maxima para
o isolado 1365 de 1,4 x 10* zodsporos/mL, e para o
isolado 1405 de 5,5 (V8) e 15,8 x 10* zo6sporos/mL
(t). Os regimes de luz influenciaram a esporulagdo
apenas do isolado 1365, no meio (V8). Nos meios
agarisados, também foram identificadas esporulagdes
significativas somente nos meios (V8) e (t), havendo
em (t), um decréscimo no nimero de zodsporos
observados em relacdo a auséncia de luz.

As maiores concentragdes de zodsporos dos dois
isolados foram observadas em culturas com 15 dias
de incubagio, sendo, portanto, apresentados somente
os dados referentes a 15 dias de cultivo (Tabela 2).
Os meios (b), (c), (t), e (V8) foram os Gnicos meios
que proporcionaram esporulac@o nos trés regimes de
luminosidade para o isolado 1405. O meio (m), que
proporcionou o maior crescimento, induziu esporulagao
do isolado 1365 apenas em (L/E) e do isolado 1405
em (L/E) e (L). Nos meios (f) e (s) ndo houve
esporulacdo em nenhum regime de luz. As maiores
concentracdes de zodsporos foram proporcionadas
pelo meio V8 em (E), 1,7 x 10° (isolado 1365) e 1,1 x
106 (isolado 1405).

Como a maioria dos meios apresentou baixa
liberag¢do de zodsporos em 10 dias de incubagdo, nao
foi possivel correlaciond-la com a biomassa. As
excecdes foram os meios (V8) e (t), que
proporcionaram a esporula¢io dos dois isolados em
todas as condicdes avaliadas (Tabela 2). O isolado 1365
apresentou uma correlagio negativa alta, quando

Tabela 2. Produ¢@o média de zodsporos (_x 10*) dos isolados 1365 e 1405 de Phytophthora nicotianae cultivados por 15 dias em
diferentes meios de cultura liquidos e em trés regimes de luz, a 25+2°C

Isolado/Fotoperiodo

Meios! 1365 1405

E? LE3 | CV(%) E LE L CV (%)
B 0,4 bA 2,0 bcA 3,0 bA 17,36 20,8 bA 22,6 aA 10,6 bA 32,23
C - bC 2,4bB 4,4 abA 9,59 1,0cB 2,0 bAB 3,6 bcA 25,11
F - bA - cA -cA - - cA - bA - cA -
M - bB 1,6 bcA -cA 17,05 - cB 4,2 bA 3,8 bcA 24,31
S - bA - CcA -cA - - cA - bA - cA -
T 5,2 bA 2,3 bA 4,0 abA 34,32 18,2 bA 12,4 bA 24,6 aA 33,30
V8 172,6 aA 10,6 aB 5,8 aB 18.78 114,2 aA 19,2 aB 7,6 bB 14,40
CV (%) 28,87 21,17 11,41 32,62 26,08 25,62

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si de acordo com o teste Tukey (p
=0,05). '"Meios - B= berinjela; C= cenoura; F= feijao; M= mandioca; S= soja; T= tomate; V8= suco de vegetais; ’E= auséncia de luz;
SLE= fotoperiodo de 12h; ‘L= luz constante.
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cultivado no meio (V8), e incubado na auséncia de luz
por 10 dias, indicando que quanto menor a biomassa,
maior a esporulagdo, no entanto, como houve um maior
desenvolvimento da col6nia do isolado 1405 nestas
condigdes, a correlaco foi positiva e fraca. No regime
de luz (LE), a correlagao existente entre o crescimento
e a esporulacio produzida pelo isolado 1365 foi ainda
mais alta e significativa, mas esse resultado foi
proporcionado pelo efeito inverso ao da situagao anterior,
devido a maior producdo de biomassa e menor
concentra¢do de zodsporos. A correlagdo do isolado
1405 nestas condicdes também foi fraca. A presenca
de luz durante todo o tempo de cultivo proporcionou ao
isolado 1365 uma baixa esporulacdo e crescimento,
havendo assim correlacdo nula. O isolado 1405
esporulou mais nessas condi¢des, mas teve um
crescimento equivalente ao isolado 1365, gerando uma
correlacdo negativa alta e significativa. No meio (t),
mesmo sendo observada a presenca de quantidades
significativas de zodsporos, ndo houve alta correlagio
entre as varidveis biomassa e esporulacio (Tabela 3).

Pimenta Neto et al.

Poucas correlagdes altas foram identificadas aos
15 dias de incubacdo. Na auséncia de luz, a
biomassa e o nimero de zodsporos produzidos pelo
isolado 1405 evoluiram de forma inversamente
proporcional nos meios (b) e (t), apresentando
coeficientes de correlacdo de -0,845 e -0,936,
respectivamente. A relagdo entre carbono e
nitrogénio é muito importante para o crescimento e
esporulacdo dos fungos; alta concentracdo de
nitrogénio reprime a esporulagdo e esta diretamente
ligada a concentracdo de carbono (Elliot, 1949;
Griffin, 1993). Desse modo, a adequagdo de
composicdes de meios de cultivo é fundamental para
que se obtenham quantidades satisfatdrias de
inéculo. A glicose geralmente é estimuladora da
esporangiogenese nas concentragdes até 0,5g/L.
Acima desta concentragdo, a formacdo de
espordngios é¢ normalmente inibida (Tariq, 1990).

A concentra¢do minima de nutrientes que permite
o crescimento micelial €, muitas vezes, insuficiente
para induzir a produgdo de esporos, ou seja, geralmente

Tabela 3. Coeficientes de correlagio linear de Pearson (r ) e p-valor entre as varidveis esporulagdo e biomassa produzida por dois

isolados de Phytophthora nicotianae (1365 e 1405) em diferentes meios de cultura e fotoperiodos e avaliados aos 10 e 15 dias, a 25+2°C

Fotoperiodo/dias de incubagio?
Meios! Ey, LE, L, E LE, L
1365 1405 1365 1405 1365 1405 1365 1405 1365 1405 1365 1405

B Ty - - - - 0,250  -0,08 | -0,408 -0,655 0,953 -0,757 0,745 0,463
p-valor - - - - 0,685 0,898 | 0495 0,229 0,012 0,138 0,148 0431
C Ty - - - - 0,562 0,377 - -0,845 0,612 -0,102 0,230 -0,007
p-valor - - - - 0,323 0,530 - 0,071 0,272 0,869 0,708 0,906

F er - - - - - - - - - - - -

p-valor - - - - - - - - - - - -
M Ty - - -0,098 - -0,379  -0,893 - - 0,268 0,597 - 0,121
p-valor - - 0,874 0,528 0,04 - - 0,662 0,287 - 0,845

Ty - - - - -0,698 -0,678 - - - - - -

S pvalor | . - - - 0,189 0,208 - - - - - -
T Ty 0,408 0,395 0,166 -0,534 | 0,060 -0,575 | 0,021 -0,936 | -0,133 0,562 -0,243  -0,055
p-valor | (495 0,510 0,788 0,353 | 0,923 0,310 | 0973 0,019 0,830 0,323 0,692 -0,929
V8 Ty -0,838 0,272 -0,971 0,021 0,00 -0,932 | -0,310 0,406 0,266 -0,215 -0,343 0,404
p-valor | 0076 0,657 0,005 0,973 1,00 0,021 | -0,610 0,497 0,664 0,727 0,572 0,499

p-valor - Prob > Irl under HO: Rho = 0'Meios - B = berinjela; C= cenoura; F= feijao; M= mandioca; S= soja; T= tomate; V8= suco
de vegetais’Fotoperiodo/dias de incubagio - E, = auséncia de luz em 10 dias de incubagio; LE, = alternancia luminosa de 12h em 10
dias de incubagdo; L, = luz constante; E, .= auséncia de luz em 15 dias de incubagio; LE, = alternancia luminosa de 12h em 15 dias de

incubagdo; L = luz constante em 15 dias de incubagdo.
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a condicao nutricional 6tima para o crescimento micelial
nio ¢ necessariamente a melhor para producio de
esporos e frequentemente inibe a reprodugdo (Véras,
etal., 1997). Isto foi observado em relacdo aos meios
(m) e (b), e ao meio (V8) neste trabalho.

A interferéncia negativa de certos componentes,
incluindo a glicose e varios aminoécidos como a leucina,
valina e asparagina foram relatadas por Leal et al.
(1966) e Leal e Gomez-Miranda (1967). A inibi¢ao do
crescimento e da reprodugdo sexual foi atribuida a
acumulacdo de dcidos organicos no meio e a produgdo
de niveis toxicos de amonia.

Segundo Nozaki et al. (2004), nem sempre as
condi¢des que favorecem o crescimento do fungo sao
as mesmas para esporulacdo. Sabe-se ainda que, alguns
meios de cultura s3o mais favordveis para a esporulagao
de fungos que outros. Os meios a base de tomate (V8 e
suco de tomate) proporcionaram o menor
desenvolvimento das colOnias, entretanto induziram a
formacao de esporingios, obtendo consequentemente
as maiores concentragdes de zodsporos dos isolados
testados quando cultivados nestes substratos. Os vegetais
que compdem tais meios possuem alto valor nutricional,
por isso sdo citados por diversos autores como capazes
de induzir a reproducio de muitos fungos “mitospéricos”
(Queiroz et al., 2004; Brunelli et al., 2006; Dias Neto et
al., 2010) e oomicetos (Guo; Ko, 1993; Luz et al., 2008).
Existem variagdes na composicao de meios formados
a partir do (V8), com diferentes porcentagens destes
componentes, bem como adi¢do de CaCO,, esterdis e
vitaminas (Menezes; Assis, 2004). Este é um meio de
cultura muito utilizado para o cultivo de Phytophthora
spp. (Luz et al., 2008).

Para Ribeiro (1983), a esporulagdo é um processo
complexo que envolve o potencial hidrico; nutrientes;
esterdis; aeragdo; luz; temperatura; cations como Ca®,
Fe’*, Mg?* e K*; a idade da cultura; exudatos
radiculares; e extratos de solo, com importancia destes
fatores variando entre espécies e isolados da mesma
espécie de Phytophthora.

Segundo Caldwell (1998), algumas moléculas
biol6gicas essenciais podem ser degradadas por
radiagdes, que sdo fortemente absorvidas pelas
células e ocasionam uma variedade de fotoprodutos
incompativeis com a fung¢ao celular. Na maioria dos
meios avaliados, a presenca de luz foi inversamente
proporcional ao crescimento vegetativo, sendo, no

entanto, fator importante para a esporulagdo em
meios a base de cenoura e mandioca. A excecao foi
o meio (V8), que mesmo tendo inibido o crescimento
dos patégenos em presenga de luz, proporcionou as
maiores concentracdes de zodsporos quando
cultivados em (E).

A literatura tem revelado que existe uma grande
variacdo em relagdo ao efeito da luz sobre o
crescimento e esporulacio de Phytophthora spp., bem
como entre isolados da mesma espécie. Alguns autores
utilizam metodologias para esporulacdo de P.
nicotianae, onde os isolados sdo cultivados na auséncia
de luz (Santos et al., 2004; Taylor; Pasche, 2008),
outros sob luz constante (Widmer et al., 1998; Lamour
et al., 2003). A auséncia de luz para inducdo da
esporulacdo ja foi relatada para diversos fungos
fitopatogénicos como Alternaria brassicae (Rotem
et al., 1989), Alternaria solani (Lukens, 1963) e
Mycosphaerella fijensis (Hanada et al., 2002).

Algumas espécies de Phytophthora possuem uma
boa esporulagdo em meios s6lidos quando submetidas
a estimulos, ja outras apresentam baixa producdo de
esporangios quando cultivadas nestes meios,
demonstrando a influéncia de liquidos na produgao de
esporangios de vdrias espécies (Zentmyer e Erwin,
1970; Ribeiro, 1983). As maiores esporula¢des foram
identificadas quando os isolados foram cultivados em
meios liquidos, apesar de haver concentracdes acima
de 10* zodsporos/mL do isolado 1405 nos meios sélidos
de (c), (b), (t) e (V8).

As baixas concentragdes de zodsporos obtidas
através do cultivo em meios sélidos sdo decorrentes
da aeracdo, um fator que influencia significativamente
a formagdo de esporangios. A espécie P. nicotianae
raramente produz esporangios em micélio submerso,
provavelmente devida a falta de oxigénio. Mesmo
quando hd a produ¢do de esporangios nestas condicdes,
a liberagdo e obtengdo de suspensdes de zodsporos
também sdo dificultadas pela caducidade dos
esporangios (Ribeiro, 1983).

Outro fator que influenciou a esporulagdo foi a idade
da cultura. Em todos os meios analisados, as maiores
concentragdes de zodsporos foram obtidas apds 15
dias de incubacdo. A formacdo de esporangios
decresce com o tempo de cultivo em condigdes
axénicas (Ayers; Zentmyer, 1971), entretanto, ha
variacdes nos tempos de cultivo ideais para a
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esporulacdo até mesmo dentre isolados da mesma
espécie. Phytophthora nicotianae possui esporulacio
tardia em comparagdo com espécies como P.
palmivora que produz espordngios em abundancia ao
5° dia de incubagdo. Isto pode ser atribuido a nao
caducidade dos esporangios de P. nicotianae, que
algumas vezes se formam intercalarmente no micélio.

Os meios que induziram a formacgdo das menores
colo6nias possuiam pH inicial mais 4cidos, entretanto os
maiores crescimentos foram verificados em meios mais
proximos da neutralidade. A concentracdo de H* nos
meios testados também influenciou a esporulagdo, sendo
observado que a acidez induziu a maior produgdo de
zoosporos. Este fator de indug@o foi corroborado quando
os isolados apds cultivo nos meios anteriormente testados
foram imersos em solu¢des salinas com pH 4,8 e
mantidos nestas condi¢des por 24h, verificando-se
producao de zodsporos em todos os meios. A quantidade
de zod6sporos obtida através da imersd@o da massa
micelial nos diferentes sais nao diferiu significativamente.

O pH dos meios de cultivo testados correlacionou-
se de forma positiva em relacdo a esporulagdo e
negativamente em relagdo ao crescimento,
corroborando a necessidade de fatores injuriantes ou
estimulantes para a esporulacdo em grande parte dos
fungos fitopatogénicos (Pulz; Massola Jr., 2009).
Assim como a luz, o pH 6timo para a formagdo de
esporangios € muito varidvel até mesmo entre isolados
da mesma espécie (Ribeiro, 1983).

Devido o requerimento nutricional de Phytophthora
spp., alguns trabalhos aliam a adi¢do de sais como
KNO, (Santos et al., 2004), com o ajuste do pH dos
meios. Os meios (f) e (s), que possuem pH inicial de
6,10 e 6,27 respectivamente, apesar de induzirem os
maiores crescimentos, ndo proporcionaram a formagao
de esporangios. Entretanto, quando a massa micelial
formada nestes meios foi transferida para solugdes
com pH 4cido, 24h nestas condi¢des foi suficiente para
produzir as maiores concentra¢des de zodsporos. Estes
resultados indicam que dentre os fatores que induzem
maior esporulacdo de P. nicotianae, o pH pode ter
grande influéncia.

Os resultados deste estudo permitem corroborar
a influéncia estimuladora de liquidos, dos
requerimentos nutricionais, da luminosidade, dopH e
idade da cultura na producdo de espordngios, e
consequentemente na obtencdo de altas
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concentracdes de suspensdes de zodsporos de P.
nicotianae. A combinagio do meio liquido a base do
suco de vegetais (V8), o qual possui pH 4cido em
torno de 4,7, a auséncia de luz e culturas com idade a
partir de 15 dias induziram a esporulacdo em isolados
desta espécie. Apesar de proporcionarem uma menor
producdo de zodsporos em relagdo ao (V8), os meios
obtidos de berinjela e tomate aparecem como
alternativa, podendo futuramente ser testadas
formulagdes através da unido dos mesmos.

A deficiéncia de métodos padrdes eficazes para a
esporulacdo desta espécie, induz a utilizacdo de
metodologias de inoculacdo que ndo permitem a
quantificacdo e qualificacio dos propagulos infectivos,
reunindo em discos de meio de cultura vérios
propdgulos infectivos como o micélio (conjunto de
hifas), clamidésporos (estrutura vegetativa de
sobrevivéncia), esporingios (estruturas reprodutivas
assexuais) e zodsporos (esporos assexuais moveis
formados no interior dos esporangios). A partir destes
resultados, novos estudos poderdo ser norteados, na
tentativa de se obter as concentracdes de zodsporos
de vdrias espécies de Phytophthora necessdrias para
testes de patogenicidade com P. nicotianae, tornando-
os mais apropriados a realidade de cultivo no campo,
bem como aqueles que visam o controle da doenca.
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