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RESUMO

A gomose, causada por Phytophthora sp., ¢ a mais importante enfermidade da acacia-negra (4Acacia mearnsii) no Rio
Grande do Sul, Brasil. A identificag@o especifica permanecia indeterminada. Procurou-se, entdo, identificar a espécie de
Phytophthora causadora desta doenga no Rio Grande do Sul, usando caracteristicas fisiomorfoldgicas e estudos moleculares
baseados no seqiienciamento das regides de Internal Transcribed Spacer (ITS). A patogenicidade dos isolados estudados para
a acacia-negra foi confirmada. Os estudos confirmaram Phytophthora nicotianae como a correta identidade dos isolados
fitopatogénicos. Este ¢ o primeiro relato de P. nicotianae em acécia-negra no Brasil.
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ABSTRACT
Phytophthora nicotianae: causal agent of gummosis of black wattle in Brazil

Gummosis caused by Phytophthora sp. is the most important disease of black wattle (Acacia mearnsii) in Rio
Grande do Sul, Brazil. Isolates of Phytophthora sp. associated with diseased plants were obtained from Rio Grande do Sul
and their pathogenicity was confirmed. In order to elucidate the correct identity of the fungus at the species level
physiomorphological characteristics were determined and molecular studies were conducted based on sequences of Internal
Transcribed Spacer (ITS) region. The fungus was identified as Phytophthora. nicotianae. This is the first report of P,

nicotianae on black wattle in Brazil.

Additional keywords: Acacoa mearnsii, patogenicity, patogenic isolate.

A acacia-negra (Acacia mearnsii De Wild.) ¢ uma
espécie florestal originaria da Australia, plantada em diversos
paises, tendo sido introduzida no Brasil, no Estado do Rio
Grande do Sul, na década de 30. Atualmente, com uma area
plantada superior a 150.000 ha, compde um dos macicos
florestais daquele Estado. A contribui¢do dessa planta aos
mais variados segmentos econdmicos e industriais ¢ ampla,
tanto para a extragdo do tanino, a partir da casca, como para o
uso da madeira, na produgao de energia, celulose, papel e chapa
de fibra. No Brasil, ¢ plantada principalmente para a producao
de tanino (Fleig, 1993).

A gomose, doenga do tronco causada por
Phytophthora sp., é o principal problema sanitario da acacia-
negra e ocorre nas principais regides produtoras do Brasil e da
Africa do Sul (Santos et al., 1998). No Brasil, encontra-se
distribuida em grande parte das areas produtoras do Rio Grande
do Sul. Essa doenga danifica a casca, principalmente nas
porgdes basal e mediana do tronco (Figura 1), chegando a
causar prejuizos econdmicos pela diminui¢do no
aproveitamento da casca e, em casos mais extremos, pela morte
das arvores. Em plantios comerciais em idade de corte (sete
anos) chega a atingir 23% de individuos (Sotta et al., 1994). A
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identificacdo especifica do patdégeno permanecia
indeterminada. Este trabalho teve o objetivo de identificar a
espécie de Phytophthora, causadora da gomose da acacia-
negra no Brasil, usando caracteristicas fisiomorfologicas e
estudos moleculares baseados no seqiienciamento das regides
de Internal Transcribed Spacer (ITS).

Amostras da casca do tronco de arvores com sintomas
de gomose foram coletados, em plantagdes localizadas nos
municipios de Encruzilhada do Sul, Cristal e Piratini, no Rio
Grande do Sul. Para o isolamento, utilizou-se o meio agar-agua
2% suplementado com ampicilina (50 ppm), benomil (10 ppm) e
cloramfenicol (20 ppm) (Santos ef al., 1998). As placas foram
incubadas no escuro, a 25 °C. Micélio com caracteristicas do
género Phytophthora crescendo a partir dos tecidos doentes
foram tranferidos para o meio BDA (200 g de batata, 20 g de
dextrose, 18 g de agar e 1.000 ml de agua destilada) e
conservados neste meio de cultura, por meio de repicagens
periddicas. Procedeu-se, entdo, as avaliagdes das caracteris-
ticas morfo-fisiologicas dos isolados, que foram denominados
AN 3, AN 8 e AN 16. Para a identificacdo foram usadas as
chaves de Waterhouse (1963), Waterhouse (1970), Neehook et
al. (1978) e Stamps et al. (1990), além de Erwin & Ribeiro (1996)
e Frezzi (1950).
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FIG. 1 - Sintoma da gomose em tronco de acécia-negra (Acacia
mearnsii)

Para estudar o tipo de colonia, foram usados os meios
BDA, cenoura-agar (CA), fuba agar (CMA) e V8-agar. Como
os isolados produziram poucos esporangios nesses meios de
cultura utilizou-se entdo, para estimular a producdo de
esporangios, solugdo de KNO, (Ribeiro, 1978), conforme segue:
os isolados de Phytophthora sp. foram crescidos em meio CA,
incubados no escuro continuo por sete dias. Apds este
periodo, o meio de cultura contendo micélio fiingico foi cortado
em tiras paralelas de aproximadamente 4 mm de largura. Em
seguida, as tiras foram transferidas para placas de Petri
esterilizadas e distribuidas de maneira que ficassem cerca de
meio centimetro distanciadas entre si. Foi adicionada solu¢ao
de KNO3, pH=6, 0,001 M, em quantidade suficiente para deixar
as tiras de meio de cultura com micélio fungico submergidas. O
conjunto foi distribuido em prateleiras e submetido a iluminagao
constante, fornecida por lampadas fluorescentes (General
Eletric, 40 Watts, luz do dia), a cerca de 40 cm de altura (2000
lux), por um periodo de dez dias. Para as determinagdes
biométricas dos esporangios, foram preparadas laminas para
microscopia coletando-se um pouco da massa micelial
contendo esporangios e ou clamiddésporos em lactofenol. As
medidas foram feitas em 50 unidades de cada um dos tipos de
esporos.

Para determinar o grupo de compatibilidade, as culturas
foram pareadas individualmente com os tipos padrdes Al
(Phytophthora capsici Leonian) e A2 [P. palmivora (Butler)
Butler], do cacaueiro (Theobroma cacao L.), da colegdo da
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CEPLAC, Ilhéus-BA, em meio CA, no escuro a 25 °C. Avaliou-
se a formagdo de odsporos a partir do sexto dia de incubagao.

Foram testados os efeitos de diferentes temperaturas
(8,12, 16, 20, 24, 28, 32, 35 °C ou 36 °C) e de trés meios de
cultura (BDA, CA e V8-agar) sobre o crescimento micelial dos
isolados de Phytophthora sp. O crescimento radial de colonias
de cada isolado foi medido diariamente por sete dias ou até
atingir a borda da placa.

O teste de patogenicidade foi realizado em mudas de
acacia-negra com dez meses de idade, conforme segue: na
inoculagao retirou-se do caule, um disco de casca de 7 mm de
diametro, a uma altura de 5 cm do solo e, em seguida, colocou-
se um disco de 7 mm de didmetro de meio BDA, contendo
micélio do fungo, que tinha sido previamente incubado no
escuro a temperatura de 24 °C, por sete dias. O local foi envolto
com fita adesiva. Foram inoculadas dez plantas para cada
isolado. A testemunha consistiu em se colocar um disco de
BDA sem o fungo. A avaliagdo foi realizada apos 45 dias de
incubagao, determinando-se o tamanho da lesdo e a presenca
de exsudagdo de goma. Os fragmentos dos tecidos de casca
obtidos a partir das margens das lesdes foram usados para o
reisolamento do fungo.

Para extragdo do DNA a massa micelial de cada um dos
isolados (AN 3, AN 8 e AN 16) foi produzida em placas de Petri
contendo o meio liquido de batata-dextrose. O DNA gendmico
de cada isolado foi extraido a partir de aproximadamente 250
mg de massa micelial, utilizando-se o0 método do SDS com
algumas modificagdes: o micélio foi macerado em cadinho de
porcelana em contato com N, liquido. Em seguida, o macerado
foi colocado em um tubo plastico de 1,5 ml, ao qual foram
adicionados 700 pl de tampao de lise constituido por Tris-HCI
200 mM, pH 8,0, EDTA 25 mM, dodecil sulfato de s6dio 1%,
NaCl 250 mM e 2-mercaptoetanol 1%. O macerado foi misturado
ao tampao de lise e os tubos mantidos em banho-maria (70 °C)
por uma hora, sendo agitados, a cada 10 min. Ap6s a incubagao,
foi realizada a desproteinizagdo, adicionando-se 600 pul de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Em seguida, as
amostras foram agitadas, por suaves inversdes, por 10 min e
centrifugadas a4 °C, a 18.845 g, por 10 min. O sobrenadante de
cada amostra foi transferido para tubos de 1,5 ml limpos e o
processo de desproteinizacao foi repetido. Para a precipitacao
do DNA, foi adicionado ao sobrenadante final, 1/10 do seu
volume de acetato de sodio 3M, pH 5,2 e 2/3 de isopropanol
gelado. Os tubos foram mantidos a —20 °C por 2 h e, a seguir,
centrifugados como anteriormente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 70%
(v/v) e seco a temperatura ambiente. Posteriormente, os acidos
nucléicos totais foram ressuspendidos em 150 ul de agua
contendo RNAse na concentragdo de 40 pg/ml e colocados
em banho-maria a 37 °C para a completa ressuspensdo. Apos
esse periodo, 0 DNA foi novamente precipitado, centrifugado
e ressuspendido em 100 pl de agua, como ja descrito.

A quantidade do DNA foi estimada por
espectrofotometria a 260 nm e arelagdo A /A foi utilizada
para avaliar a pureza do DNA. Bandas de DNA gendmico total,
separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%, foram
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usadas como indicadoras da integridade do DNA extraido.
Apbs esse processo, as amostras de DNA foram diluidas para
10 ng/ul.

Os primers ITS1 e ITS4 descritos por White e al. (1990)
foram usados na amplificag@o do fragmento de rDNA incluindo
ITS 1, o gene 5,8 S do DNA ribossomal e ITS2 através da
reacdo de cadeia de polimerase (PCR). As amplifica¢des de
PCR foram realizadas em reagdo a 25-ul contendo 30 ng de
DNA, 1X PCR tampdo (Invitrogen), 1.5 mM MgCl, (Invitrogen),
200 uM de dATP, dCTP, dGTP, and dTTP (Promega), 40 pmol
de cada primer, e 2.0 U de Taq polimerase (Invitrogen). O
programa de PCR consistiu de uma desnaturalizagdo inicial de
Smina95 °C, seguida de 35 ciclosde 1 mina 94 °C,2 mina 55 °C,
e3mina 72 °C, com uma final de 5 min a 72 °C em termociclador
MJ Research PTC-200. Aliquotas de 5 Ll foram separadas em gel
de agarose a 1% (peso/vol) em tampao 1X TAE (40 mM Tris, 20
mM éacido acético, | mMEDTA [pH 8]), corado com ethidium
bromide, e fotografados por UV.

Antes do seqiienciamento, os produtos de PCR foram
purificados com um kit QIAquick PCR (QIAGEN), de acordo
com as especificacdes do fabricante. Cada isolado foi
seqiienciado usando os primers ITS1 e ITS4. O seqiienciamento
da regido de rDNA incluindo os espagos ITS1, ITS2 e 5.8S
rDNA, foi feito em seqiienciador automatico de DNA com
terminais florescentes usando um prisma seqiienciador ABI
377 (Applied Biosystems).

Para analise filogenética obteve-se através do GenBank
as seqiiéncias de Phytophthora nicotianae Breda de Haan
911 (A1) (AY208131), P. nicotianae UQ848 (AF266776), P
palmivora UQ1294 (AF266780), P. capsici 21170 (AY251662),¢
P, citrophthora (Sm. & Sm.) Leonian IMI209255 (L76536) que
foram incluidas na arvore filogenética para efeito de comparagao.
A analise de BLASTN usando o programa CLUSTAL W 1.81
(Thompson et al., 1994) foi aplicada e estimadas as distancias
de Pairwise com um modelo de diferengas numéricas usando o
Mega2 (Kumar et al., 2001). A interpretagao das interferéncias
filogenéticas foi feita pelo método do vizinho mais proximo
(Saitou & Nei, 1987). Os locais que apresentavam falhas ndo
foram considerados nas interferéncias filogenéticas.

Os dados biométricos apresentados referem-se as
médias obtidas dos trés isolados AN 3, AN 8 ¢ AN 16. Os
isolados de acédcia-negra apresentaram o maior crescimento
micelial entre 24 e 32 °C e nenhum crescimento a 36 °C (Figura
2). As culturas, em meio CA eram petaldides, com bordas
difusas, micélio aéreo denso e cotonoso. Os esporangios,
formados em caldo de cenoura, eram papilados, persistentes,
predominatemente ovoéides (Figura 3B) a mais ou menos
esféricos, medindo 33,3-56,0 X 24,5-35,0 um (média: 42,5 x 29,6
wm), com relagdo comprimento/largura de 1,4:1, profundidade
média de papila de 4,0 um e poro com 6,0 um de largura. Os
clamidosporos, presentes em CMA e em caldo de cenoura,
apresentaram-se terminais (Figura 3A) ou intercalares, com
diametro de 25,4 a 40,3 um (média de 33 pm). As culturas sdo
heterotalicas, com presenca de isolados dos grupos de
compatibilidade A, e A,. Os o6sporos mediram 23-38 um de
diametro (média 29 um). Os anteridios eram anfigenos.
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Todos os isolados foram patogénicos a acacia-negra e
formaram lesdes nas plantas inoculadas, porém ndo se
observou exsudagdo de goma nas lesoes produzidas. As
plantas testemunhas continuaram o seu desenvolvimento
normal, sem lesoes.

Baseado nas seqiiéncias parciais de ITS 1 e ITS2, e no
gene 5.8S do DNA ribossomal, os isolados apresentaram 100%
de seqiiéncias idénticas entre si e com os isolados do GenBank
911 (A)), 6134 (A,) e UQ848 de P, nicotianae.

Pelas caracteristicas culturais ¢ morfologicas, e pela
analise filogenética baseada no seqiienciamento parcial de ITS
1 e ITS2, e no gene 5.8S do DNA ribossomal, os isolados de
Phytophthora sp. obtidos de acéacia-negra no Rio Grande do

Crescimento Micelial
(diametro em mm)

FIG. 2 - Efeito do meio de cultura e da temperatura no crescimento
micelial de Phytophthora nicotianae.

FIG. 3 - A: Clamidésporo; B: Esporangio; C: Cultura de Phytophthora
nicotianae.
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Sul foram enquadrados como pertencentes a espécie P.
nicotianae, conforme segue: esporangios persistentes,
papilados e ovdides; clamidosporos terminais ou intercalares;
heterotalicos, formando anteridios anfigenos. Na Africa do
Sul, Zeijlemaker (1971) e Roux & Wingfield (1997) também
associaram a gomose ao fungo P. nicotianae. Este trabalho
constitui-se no primeiro relato de P, nicotianae em acacia-negra
no Brasil.
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