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Caracterizacao de isolados de
Phytophthora nicotianae obtidos de
Tomate, Berinjela e Jilé

Resumo

O género Phytophthora apresenta varias espécies patogénicas a hortalicas, entre
elas P. nicotianae destaca-se como agente causal de podridées de frutos em
tomate, berinjela e jil6. E importante gerar conhecimento sobre o quio agressivo
determinado organismo é, a qual grupo de compatibilidade ele pertence e seu

nivel de sensibilidade aos fungicidas empregados no seu controle, no sentido obter
o maximo de informacdes sobre o patédgeno, a fim de buscar formas eficientes

no manejo das doencas. Este trabalho teve o objetivo de caracterizar isolados

de P. nicotianae, obtidos de frutos de tomate berinjela e jil6. Para isto foram
realizados trés experimentos distintos no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Hortalicas, com os marcadores biolégicos grupos de compatibilidade, agressividade
e resisténcia ao metalaxyl. Dos 39 isolados, caracterizados quanto ao grupo de
compatibilidade, 23 apresentaram o grupo A1 e 16 o grupo A2, sendo que em
apenas de um campo de cultivo (localizado em Cristalina — GO) ocorreram isolados
de ambos os grupos. Quanto a agressividade foi verificado neste trabalho que P.
nicotianae nao demonstrou especificidade por nenhum dos seus hospedeiros de
origem. Foram testados 32 isolados de P. nicotianae para verificar a resisténcia ao
metalaxyl e, destes, apenas um apresentou resisténcia, oito foram intermedidrios

e os outros 23 foram sensiveis a acao do fungicida. Tais resultados demonstraram
uma alta eficiéncia do metalaxyl no controle de P. nicotianae fato que pode ser
explicado pelo nao uso deste fungicida em doencas causadas por este patégeno.

Palavras-Chave: Phytophthora nicotianae, podriddes de frutos, variabilidade.

' Aluno de Biologia, FTB, Brasilia-DF. Bolsista de iniciac&o cientifica PIBIC-CNPq.
2 2Pesquisador, dsC., embrapa Hortalicas, Brasilia-DF. E-mail: ailton@cnph.embrapa.br.



Characterization of Phytophthora
nicotianae isolates from tomato, eggplant
and gilo.

Abstract

The genus Phytophthora presents many species that are pathogenic to vegetable
crops among them is P. nicotianae, causal agent of fruit rots in tomato, eggplant,
and gilo. Characterization of mating type, agessiveness and fungicide sensbility

of one pathogen population is important for epidemiological studies and disease
management strategies. This work has the subject of characterizing P. nicotianae
isolates obtained from fruits of tomato, eggplant and gilo. Titry nine isolates were
characterized for mating type and 32 for metalaxyl sensibility. From the 39 isolates
23 presented the A1 mating type and 16 the A2. Only in one tomato field, localized
in Cristalina — GO it were found both mating types. Only one isolate ws resistant
to mefenoxan, other eight isolates were intermediate and 23 were sensible. These
results must be the result of the absence of the use of metalaxyl for contolling P.
nicotianae in these crops in Brazil.

Index terms: Phytophthora nicotianae, fruit rot, variability.
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Introducao

A familia botanica Solanaceae
compreende cerca de 85 géneros
distribuidos em todo o mundo,

sendo especialmente abundantes

nas Américas. Exemplos freqlientes
entre nds sao as varias espécies de
Solanum das quais se podem destacar
trés de grande importancia na mesa

do brasileiro: a berinjela (Solanum
melogena L.), o jilé6 (Solanum jilo L.)

e o tomate (Solanum lycopersicon =
Lycopersicum esculentum Mill.) @OLY,
1998). O tomateiro, que destas trés
espécies é o de maior importéncia
econO6mica, é atualmente cultivado em
cerca de 3,18 milhdes de hectares, com
producao estimada em 89,2 milhdes

de toneladas. Desse total 25,4 milhées
destinam-se ao processamento, gerando
milhares de empregos diretos e indiretos
nos principais paises produtores:
Estados Unidos, Italia, Grécia, Turquia,
Brasil e Russia (SILVA; GIORDANO,
2000).

Com o incremento na producao de
hortalicas nas ultimas décadas no Brasil,
alguns problemas fitossanitarios tém

se intensificado, em especial aqueles
causados por fungos e pseudofungos
(REIS et al., 2006). Entre os principais
problemas fitossanitarios do tomateiro

e das hortalicas solanaceas em geral,
estao as doencas, causadas por
oomicetos do género Phytophthora.
Existem trés espécies de Phytophthora
gue atacam as solanaceas em geral P.
infestans, P. capsici e P. nicotianae
(LOPES et al., 2005). Phytophthora
nicotianae é agente causal de podridoes
de frutos em tomate, berinjela e jild.

As espécies e variedades P. nicotianae
var. nicotianae , P. nicotianae var.

parasitica , P. parasitica var. nicotianae,
P. parasitica e P. parasitica var. sesami
foram incluidas na sinonimia de P,
nicotianae, o epiteto mais antigo, que
prevaleceu. Phytophthora nicotianae

€ um organismo heterotalico, e

a temperatura 6tima para o seu
crescimento micelial é de 30° a 32°C,
sendo seus esporangios papilados
apresentando forma ovéide ou piriforme
(ERWIN; RIBEIRO, 1996; FEICHTENBERGER,

2001). A producao de esporangios é
mais freqliiente em estacoes quentes

e chuvosas do ano, quando os solos
apresentam temperaturas elevadas

e grandes variacoes nos teores de
umidade. A formacao de esporangios

é favorecida por teores de umidade

a potenciais matriciais variando de

5 a 70 Pka (EEICHTENBERGER, 2001).
Phytophthora nicotianae, é considerada
uma espécie muito freqliente em
diversas regides do Brasil tendo sido
assinalada em 22 hospedeiros dos
quais podemos citar trés hortalicas

de importancia que sao a berinjela
(Solanum melogena), o jilé (Solanum
Jilo) e o tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill.) (LOPES et al., 2005;
SILVA et al., 2004; HENZ et al., 2003).

Em frutos de tomate existe uma doenca,
podridao olho-de-veado, provocada por
diferentes espécies de Phytophthora,
entre elas P nicotianae e P capsici,

que habitam o solo. Ocorre com mais
freqliéncia em tomateiro rasteiro, onde
os frutos ficam mais sujeitos ao contato
com o solo (STEVENSON, 1991; LOPES et
al., 2005). Em tomateiro estaqueado, os
frutos dos primeiros cachos sao os mais
afetados, infectados por respingos com
particulas de solo contaminadas pelo
fungo. Frutos infectados desenvolvem
uma podridao firme, com diferentes
tonalidades de verde e com grandes
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anéis concéntricos de tonalidade clara
e escura de marrom. Os anéis se
formam a partir do ponto de infeccao,
normalmente na parte em contato

com o solo, onde as vezes ficam
particulas aderidas. Em berinjela e jild,
as espécies P. nicotianae e P. capsici
também provocam podridoes de frutos,
semelhantes aquela do tomateiro.

Em anos chuvosos, a incidéncia da
doenca pode ser alta e causar muitos
prejuizos em pré e pos-colheita (HENZ
et al., 2003; SILVA et al., 2004). Para
controle das doencas, causadas por
Phytophthora spp. em hortalicas, tém
sido usados fungicidas, sendo o mais
comum deles o metalaxyl.

Na década de 70 surgiu um fungicida
bastante eficiente para o controle de
Phytophthora, o metalaxyl que tem

sido muito utilizado em olericolas.

E um fungicida sistémico, mas de
translocacao acropetal na planta.

Ele ndao impede a germinacao dos
propagulos, mas inibe a penetracao e,
consequentemente, a colonizacao do
hospedeiro (MOLICA,1981; MATHERON;
MATEJKA, 1995). O fungicida foi
largamente recomendado para o

controle de Phytophthora spp. em
diversas culturas. Infelizmente, depois

de poucos anos de uso intensivo,
estirpes resistentes passaram a se
desenvolver e foram relatadas em
diferentes paises (PENNISI et al.

1998).

Estudos sobre a diversidade de
fitopatdgenos sao indispensaveis
dentro de programas de melhoramento
genético de plantas, uma vez que
muitos dos fatores de resisténcia

sao do tipo isolados-especificos e/ou
espécie-especificos. Para caracterizacao
da variabilidade intraespecifica de
Phytophthora spp. tem sido utilizado

grupo de compatibilidade, agressividade
e/ou viruléncia a diferentes hospedeiras
ou cultivares, resisténcia ao metalaxyl,
além de outros marcadores (FRY;
GOODWIN, 1997; REIS et al., 2006).

Os grupos de compatibilidade sao
utilizados em Micologia para diferenciar
fungos de uma mesma espécie

quanto a caracteristicas sexuais. Entre
esses organismos nao é definida a
diferenciacao de um macho ou fémea
e muitas vezes eles sao caracterizados
como + ou -, ou ainda, A1 e A2. Tal
recurso serve de ajuda aos estudiosos
na identificacao de espécimes

recombinantes (ERWIN: RIBEIRO, 19986).

A resisténcia a fungicidas,
especialmente metalaxyl, além de ser
uma informacao importante para o
manejo das doencas causadas por P.
nicotianae, € também um instrumento
de diferenciacao, caracterizacao e
determinacao de grupos em populacoes
do patégeno. A importéncia de se
testar a resisténcia de Phytophthora

ao metalaxyl deve-se também ao fato
de existirem isolados resistentes e
isolados suscetiveis a este fungicida,

0 que muitas vezes obriga o produtor

a manejar a doenca de forma errada
podendo aplicar super dosagens ou
dosagens minimas devido a auséncia
de conhecimento sobre a resisténcia ou
suscetibilidade do fungo ao fungicida.

Este trabalho teve como objetivo

a caracterizacao de isolados de P.
nicotianae nas solanaceas tomate,
berinjela e jil6. Para isso utilizaram-se os
marcadores grupo de compatibilidade e
resisténcia ao metalaxyl.

9
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Material e Métodos

Grupo de Compatibilidade

Com o objetivo de caracterizar isolados
de P nicotianae da colecao de fungos
da Embrapa Hortalicas, primeiramente
selecionou-se dois isolados padroes,
dos quais ja se conhecia o grupo de
compatibilidade a que pertenciam (A1 e
A2). Em seguida, estes foram pareados
com 39 isolados dos quais o grupo de
compatibilidade era desconhecido. Os
pareamentos foram feitos em placas de
Petri contendo 20ml de meio ST (100ml
suco de tomate, 2g carbonato de calcio,
18g agar, 900ml agua destilada). Um
fragmento de meio de cultura com
aproximadamente 0,5 cm de largura x 3
cm de comprimento, contendo micélio
de crescimento ativo de um isolado
padrao, foi retirado de uma colbnia e
depositado num dos extremos de uma
placa de Petri. Outro fragmento de meio
de cultura (de mesma medida), retirado
de colénias com oito a quatorze dias

de cultivo do isolado desconhecido, foi
depositado no outro extremo da placa.
O processo foi repetido para o outro
isolado padrao de modo que, havia duas
placas, uma contendo o pareamento

do isolado desconhecido com um
isolado A1 e outra com o isolado A2.
As placas com os pareamentos dos
isolados foram mantidas em incubadora
BOD a 23°C no escuro, para inducao
da formacao de odsporos. Apds duas
semanas de incubacao observou-se a
placa sob o microscépio estereoscoépico
e também sob o microscdépio dptico
para verificacao da presenca de
odsporos. Os isolados que apresentaram
formacao de oésporos com o padrao

A1 foram classificados como A2 e os
que o fizeram com o padrao A2 foram
classificados como A1.

Resisténcia ao Metalaxyl-M (Mefenoxan)
Para testar a resisténcia de P. nicotianae
ao metalaxyl-m (mefenoxan), foram
utilizados 32 isolados de P. nicotianae
cultivados em placas de Petri nas
camaras de crescimento com controle
de fotoperiodo e temperatura. Com o
auxilio de um furador de rolha flambado
(com diametro de 1 cm), foram feitos
discos em cada uma das dez placas
que continham os isolados. Para cada
isolado fizeram-se trés tratamentos,
sendo que o primeiro tratamento
consistia em duas placas de meio ST
sem o fungicida; a segunda contendo
metalaxyl a 5ppm e a terceira com
metalaxyl a 100ppm. Os discos de
meio, contendo crescimento dos
isolados fungicos, foram depositados
no centro das placas de petri. Apds
seis dias de incubacao a 250C e 12

h de luz foram feitas medicdes do
crescimento micelial dos isolados

em cada tratamento. Com os dados
obtidos, calculou-se a percentagem

de crescimento dos isolados nos
tratamentos com fungicidas, em relacao
ao crescimento da testemunha. Para
isso o crescimento micelial dos isolados
a 5 ou 100ppm de mefenoxan foi
dividida pelo crescimento do mesmo
isolado, na testemunha e multiplicados
por 100. Isolados que apresentaram
crescimento micelial menor que 40% da
observada no tratamento testemunha,
foram considerados como sensiveis.
Isolados que, a bppm, apresentaram
crescimento superior a 40% em

relacdo a testemunha, mas que, a
100ppm, apresentaram crescimento
inferior a 40%, foram considerados
intermediarios. Foram considerados
como resistentes, isolados com
crescimento micelial superior a 40%

da testemunha, em 5 e 100ppm de
mefenoxan (THERRIEN et al., 1993).
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Resultados e Discussoes

Observou-se que dos 39 isolados
avaliados, 23 apresentaram o grupo de
compatibilidade sexual A2 e os outros
16 eram pertencentes ao grupo A1.

Os isolados provenientes de tomate
sao, na sua maioria do grupo A2 (13) e
apenas cinco do grupo A1. Em berinjela
a maioria também se apresentou como
sendo do grupo de compatibilidade
sexual A2 (7), sendo os demais do
grupo A1 (4). Somente em jil6 é que
predominaram isolados do grupo A1

(7) em detrimento dos do grupo A2 (3)
(Tabela 1).

Em apenas um dos campos onde

se coletou isolados de P. nicotianae
obtiveram-se os dois grupos de
compatibilidade. Isto ocorreu em um
campo de tomate para processamento
em Cristalina-GO. Isto pode ter
implicacdes epidemioldgicas e para o
manejo da doenca. A presenca dos dois
grupos de compatibilidade num mesmo
campo pode propiciar a oportunidade
para a reproducao sexuada, que pode
resultar em odsporos, gue sao esporos
de sobrevivéncia do patégeno. Estes
odsporos podem servir de indculo
primario em um préximo cultivo de
tomate ou de outra hospedeira de P
nicotianae. Além disso, a reproducao
sexuada permite a ocorréncia de
recombinacao genética podendo
resultar em individuos com melhores
caracteristicas de adaptabilidade

como resisténcia a fungicidas e maior
agressividade sobre tomate ou outras
hospedeiras. Este fato ja foi observado
em outras espécies de Phytophthora
(GOODWIN, 1997).

A amostragem nao permite que se
facam conclusodes definitivas, mas
parece haver uma pequena diferenca
de adaptabilidade dos dois grupos de
compatibilidade as trés hospedeiras
em estudo. O grupo A2 parece mais
adaptado ao tomateiro e a berinjela
enquanto o grupo A1 parece mais
adaptado ao jil6.

Entre os 32 isolados de Phytophthora
nicotianae avaliados para resisténcia

ao metalaxyl apenas um (3,13%)

foi resistente, oito (25%) foram
intermediarios e a grande maioria deles,
23 (71,87 %), mostrou-se suscetivel

a acao do fungicida (Figura 1). Este
unico isolado, que se apresentou
resistente a acao do mefenoxan, tém
como hospedeira original a solanacea
berinjela e pertence ao grupo A1

de compatibilidade sexual. Dos oito
intermediarios, quatro foram isolados de
tomate, dois de berinjela e outros dois
de jil6 (Tabela 1).

Os 16 isolados provenientes de

tomate foram na sua maioria sensiveis
ao mefenoxan (75%), alguns foram
intermedidarios (25%) e nenhum

foi resistente. Dos oito isolados

de berinjela avaliados a maioria foi
sensivel (62,50%), poucos foram
intermediarios (25%) e apenas um
resistente (12,50%). Dos oito isolados
de jil6 avaliados seis foram sensiveis
(75%), dois foram intermediarios (25 %)
e nenhum resistente (Figura 2). Como
foi observado, a maioria dos isolados
apresentou suscetibilidade ao metalaxyl-
m, o que demonstra que este fungicida
ainda pode apresentar acao eficiente
para controle de podridoes de frutos de
tomate, berinjela e jil6, causadas por P
nicotianae.
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Tabela 1. Isolados de Phytophthora nicotianae, utilizados neste trabalho: grupo de

compatibilidade e resisténcia ao mefenoxan.

PPT-03
PPT-25
PPT-34
PPT-40
PPT-50
PPT-51
PPT-57
PPT-70
PPT-71
PPT-72
PPT-73
PPT-75
PPT-77
PPT-78
PPT-79
PPT-80
PPT-81
PPT-82
PPji-01
PPji-05
PPji-06
PPji-07
PPji-08
PPji-09
PPji-10
PPji-11
PPji-12
PPji-31
PPbe-01
PPbe-04
PPbe-18
PPbe-21
PPbe-22
PPbe-23
PPbe-24
PPbe-31
PPbe-37
PPbe-38
PPbe-39

Uruacu-GO
Ponte Alta-DF
Ponte Alta-DF
Gama-DF
Goianépolis-GO
Goianépolis-GO
Gama-DF
Cristalina-GO
Cristalina-GO
Cristalina-GO
Cristalina-GO
Cristalina-GO
Cristalina-GO
Séo José de Uba-RJ
Séo José de Uba-RJ
Gama-DF
Ponte Alta-DF
Ponte Alta-DF
Itabira-SP
Goianapolis-GO
Vargem Bonita-DF
Goianapolis-GO
Brazlandia-DF
Brazlandia-DF
Ceilandia-DF
Ceilandia-DF
Ceilandia-DF
Ibicoara-RJ
Ponte Alta-DF
Ponte Alta-DF
Gama-DF
Taguatinga-DF
Ponte Alta-DF
Gama-DF
Gama-DF
Brazléndia-DF
Porto Belo-SC
Ponte Alta-DF

Ibicoara-RJ

Junho/2002
Novembro/2002
Novembro/2002
Novembro/2002

Abril/2003
Abril/2003
Abril/2003

Margco/2006

Marco/2006

Marco/2006

Marco/2006

Marco/2006

Marco/2006

Julho/2006
Julho/2006
Agosto/2006
Agosto/2006
Agosto/2006
Janeiro/2000
Junho/2003
Janeiro/2004
Janeiro/2004
Fevereiro/2004
Fevereiro/2004
Fevereiro/2004
Fevereiro/2004
Fevereiro/2004
Julho/2006
Setembro/2002
Outubro/2002
Janeiro/2004
Janeiro/2004
Janeiro/2004
Janeiro/2004
Janeiro/2004
Fevereiro/2004
Outubro/2004
Setembro/2005
Julho/2006

tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
tomate
jilé

jilé

jilé

jilé

jilé

jilé

jilé

jilé

jilé

jilé
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela
berinjela

berinjela

A2
A2
A2
A1l
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A1
A1
A1
A2
A2
A1
A2
A2
A1
A2
A1
A2
A1
A1
A1
A1
A1
A2
A2
A2
A2
A1l
A2
A2
A2
A1
A2
A1
A1

nw 0 wmw
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Fig. 1. Freqtiéncia de isolados de Phytophthora
nicotianae de trés hospedeiras solanaceas, tomate,
berinjela e jilé, nas diferentes classes de resisténcia
ao mefenoxan.

A quase auséncia de isolados de P
nicotianae resistentes ao mefenoxan
pode ser reflexo do ndo uso deste
fungicida para controle de podridoes
de frutos nestas trés solanaceas. Em
tomate este fungicida é utilizado,

mas para controle de outra espécie

de Phytophthora, P infestans, agente
causal da requeima. A presenca de um
isolado de P nicotianae resistente ao
fungicida em berinjela é surpreendente,
uma vez que o mesmo sequer esta
registrado para esta cultura. Entretanto,
isto demonstra que deve existir

uma variabilidade natural para esta
caracteristica entre os isolados deste
patégeno. Uma pressao de selecao,
oferecida por um uso intensivo do
fungicida pode mudar a situacao da
populacao do patégeno, hoje altamente
suscetivel ao fungicida, para uma
populacdao com predominancia de
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Fig. 2. FreqUéncia de isolados de Phytophthora
nicotianae de tomate (A), jil6 (B) e berinjela (C), nas
diferentes classes de resisténcia ao mefenoxan.

individuos resistentes. Fato que ja
tem ocorrido com outras espécies de
Phytophthora (ERY; GOODWIN, 1997:
LAMOUR; HAUSBECK, 2000, PARRA;
RISTAINO, 2001).
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Conclusoes

1. Foram encontrados isolados de
P. nicotianae dos dois grupos de
compatibilidade nas trés hospedeiras
estudadas (tomate, berinjela e
jil6), sendo que o grupo A2 foi o
predominante em tomate e berinjela e
o A1l em jil6;

. A maioria dos isolados de P.
nicotianae estudados foi sensivel ao
fungicida metalaxil-m e apenas um foi
resistente o que pode ser reflexo do
nao uso ou pouco uso deste fungicida
para contreole de podridoes de frutos
em tomateiro, berinjela e jil6;

. O trabalho demonstrou ainda,
a importéncia de se realizar
periodicamente o monitoramento
das populacoes de Phytophthora
nicotianae que causam podridoes
de frutos em solanaceas, pois
esta informacao pode ser muito
importante na decisao de estratégias
de manejo destas doencas.
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