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RESUMO

A seringueira (Hevea brasiliensis) é a terceira cultura florestal mais plantada no
Brasil, e 0 estado de S&o Paulo é responsavel por mais de 60% da producao de
latex do pais. E uma espécie nativa da regidio amazonica que possui habito
caducifélio, e durante o periodo de reenfolha € suscetivel ao ataque de
fitopatdgenos foliares, que prejudicam e até limitam seu estabelecimento em
determinadas regides. Dentre o0s principais patogenos foliares da seringueira,
destacam-se os fungos causadores de oidios, microrganismos biotréficos que
infectam tecidos jovens, e podem causar desfolha, principalmente em condi¢cbes de
viveiro e jardim clonal. O agente causal do oidio da seringueira é descrito como
Erysiphe quercicola, porém, devido a insuficientes descricdes taxon6micas,
morfoldégicas e moleculares desta doenca, seu agente causal permanece em
discusséo, além da fase sexual deste patdgeno carecer de qualquer registro neste
hospedeiro. Portanto, o objetivo deste trabalho € caracterizar o oidio da seringueira,
utilizando caracterizacdes morfolégicas, analises moleculares e testes de
patogenicidade. No periodo de julho a dezembro de 2019, foram coletadas amostras
foliares de seringueira em diferentes estagios fenologicos infectadas com oidio na
regido de Botucatu, Sdo Paulo. Para a caracterizacdo morfologica, foram registradas
e mensuradas caracteristicas das hifas, conidios e conidiéforos, que correspondem
a fase assexuada do fungo. A caracterizacdo molecular foi realizada através de
analises filogenéticas dos isolados para as regibes ITS e 28S do rDNA. Os
resultados obtidos demonstraram que duas espécies de fungos causadores de oidio
estdo associadas a seringueira, Erysiphe quercicola, infectando folhas jovens e
Erysiphe necator, infectando folhas maduras. Este é o primeiro relato de Erysiphe
necator infectando seringueiras no mundo, e o primeiro registro deste fungo
associado a um hospedeiro da familia Euphorbiaceae. Este relato evidéncia
capacidade de adaptacdo deste fungo a novos hospedeiros, e acrescenta novos

desafios a estudos epidemiologicos.

Palavras-chave: Erysiphe necator. Erysiphe quercicola. Fungos Fitopatogénicos.

Patologia Florestal. Seringueira.






ABSTRACT

Rubber tree (Hevea brasiliensis) is the third most planted forest crop in Brazil, and
the state of Sdo Paulo is responsible for more than 60% of the country's latex
production. It is a species native to the Amazon region that has a deciduous habit,
and during the re-leafing period it is susceptible to the attack of leaf phytopathogens,
which harm and even limit its establishment in certain regions. Among the main leaf
pathogens of the rubber tree, there are the fungi that cause powdery mildew,
biotrophic microorganisms that infect young tissues, and can cause defoliation,
especially in nursery and clonal garden conditions. The causal agent of rubber
mildew is described as Erysiphe quercicola, however, due to insufficient taxonomic,
morphological and molecular descriptions of this disease, its causal agent remains
under discussion, in addition to the sexual phase of this pathogen lacking any record
in this host. Therefore, the objective of this work is to characterize powdery mildew
mildew, using morphological characterizations, molecular analyzes and pathogenicity
tests. From July to December 2019, leaf samples of rubber trees were collected at
different phenological stages infected with powdery mildew in the Botucatu region,
Séo Paulo. For morphological characterization, characteristics of hyphae, conidia and
conidiophores, which correspond to the asexual phase of the fungus, were recorded
and measured. Molecular characterization was performed through phylogenetic
analyzes of the isolates for the ITS and 28S regions of the rDNA. The results
obtained showed that two species of fungi that cause powdery mildew are associated
with the rubber tree, Erysiphe quercicola, infecting young leaves and Erysiphe
necator, infecting mature leaves. This is the first report of Erysiphe necator infecting
rubber trees in the world, and the first record of this fungus associated with a host of
the Euphorbiaceae family. This report shows the adaptability of this fungus to new

hosts, and adds new challenges to epidemiological studies.

Keywords: Erysiphe necator. Erysiphe quercicola. Phytopathogenic Fungi. Forest

Pathology. Rubber tree.
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1 INTRODUCAO

A seringueira caracteriza-se por ser uma espécie arborea tropical de grande
porte e ciclo perene, responsavel pela producao de borracha natural. (GONCALVES
et al., 2002). No Brasil, é a terceira cultura florestal mais plantada, com o estado de
Sao Paulo responséavel por mais de 60% da producédo nacional. (IEA, 2019).

Com o avanco do monocultivo em regides tropicais, a alta incidéncia de doencas
foliares representa um fator limitante para a heveicultura, principalmente devido ao
clima caracteristico de zonas tropicais serem favoraveis a ocorréncia e disseminacao
de fitopatégenos (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Por ser uma arvore com habito
caducifélio, dentre as principais doencas da cultura, destacam-se as doencas
foliares ocasionadas por fungos, entre elas, os fungos causadores de oidio.

O oidio é uma doenca foliar que afeta plantios de Hevea spp. em todo o mundo
(LIMKAISANG et al., 2005). A doenga ocorre em viveiros, jardins clonais e plantios
definitivos, causando desfolhamento intenso nas plantas, principalmente nas regiées
de maior producédo de borracha natural do mundo, como a Malasia e outros paises
do oriente (FURTADO e SILVEIRA,1993) Em decorréncia do desfolhamento, as
plantas apresentam reducdo de crescimento (FURTADO e SILVEIRA,1993),
circunferéncia e renovac¢do mais lenta da casca apos a colheita, podendo resultar
em uma perda de até 45% na producao de latex (LIYANAGE et al., 2016).

Desde sua primeira descricdo, em 1925 (STEINMANN, 1925 citado por
LIYANAGE et al.,, 2016), existe uma quantidade limitada de pesquisas com
caracterizacbes taxonbmicas, morfolégicas, patogénicas e moleculares desta
doenca (LIMKAISANG et al., 2005, WU et al., 2019). As discussdes em relacédo a
taxonomia deste fungo ocorrem desde a natureza da conidiogénese (WU et al.,
2019) até a ocorréncia de outros agentes causais simultaneamente (LIYANAGE et
al., 2017).

Portanto, este trabalho tem como objetivo geral caracterizar o agente causal do
oidio da seringueira, e apresenta como objetivos especificos, caracterizar este

agente através de caracteristicas morfologicas, moleculares e patogénicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A culturada seringueira

A seringueira caracteriza-se por ser uma espécie arbérea de grande porte e ciclo
perene (GONCALVES et al., 2002). Pertencem a divisdo das Angiospermae, classe
Dicotyledoneae, familia Euforbidcea e género Hevea (RAMOS et al.,, 2018). O
género Hevea €& amplamente distribuido na bacia Amazbnica, compreendendo
paises como Brasil, Bolivia, Peru, Coldmbia, Equador, Venezuela, Guiana Francesa,
Suriname e Guiana. (GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990). No Brasil, o
género encontra-se naturalmente disperso nos estados do Amazonas, Para, Acre,
Roraima, Amapa, nordeste do estado do Maranh&o, norte do estado do Mato Grosso
e Rondé6nia (DUCKE; BLACK, 1954).

No Brasil, o género Hevea compreende 11 espécies de seringueiras: (Hevea
guianensis Aublet, Hevea benthamiana Mull-Arg., Hevea brasiliensis (Willd. ex A.
Juss.) Mill-Arg., Hevea pauciflora (Spruce ex Benth.) Mull-Arg., Hevea nitida Mart.
ex. Mull-Arg., Hevea spruceana (Benth.) Mull-Arg., Hevea microphylla Ule, Hevea
paludosa Ule, Hevea rigidifolia (Spruce ex Benth.) Mull-Arg., Hevea camporum
Ducke e Hevea camargoana Pires) (GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990;
CORDEIRO; SECCO, 2015), sendo Hevea brasiliensis a espécie mais explorada
economicamente (PRIYADARSHAN et al., 2011).

O mais importante uso comercial da seringueira € a producao de borracha
natural. Principalmente devido & sua estrutura e alto peso molecular, a borracha
natural possui propriedades de alto desempenho que ndo podem ser comparadas a
borracha sintética, produzida a partir do petréleo (CORNISH, 2001). Essas
propriedades incluem resiliéncia, elasticidade, resisténcia a abrasdo e impacto,
disperséo eficiente do calor e maleabilidade a baixas temperaturas (CORNISH,
2001). Apesar de representar menos de 50% do consumo total de borracha, a
borracha natural ainda € indispensavel para pneus pesados, componentes de
engenharia de alto desempenho (LAU et. al., 2016) e para mais de 50.000 produtos
gue possuem elasticidade como atributo (PRIYADARSHAN et al., 2011). Ao
contrario dos sintéticos (derivados do petroleo), a producdo de borracha natural é

sustentavel e ecolégica (JONES, 1994). Além disso, apresenta beneficio ambiental
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por diminuir a pressdo sobre o petroleo, um recurso mineral ndo renovéavel
(FRANCISCO; BUENO; BAPTISTELLA, 2004).

A exploracdo econémica de um seringal consiste da extracdo do latex por meio
da operacéo de sangria, ato de abrir os vasos laticiferos situados na casca da arvore
(SOUZA, 2013). A casca é raspada com uma faca e o latex coletado em tigelas
(Figura 1) (SOUZA, 2013), um método ndo destrutivo de colheita que facilita a
producdo continua (VAN BEILEN, 2007). Uma vez que a extracdo do latex ndo é
mecanizada, necessita de mao de obra permanente, agregando importancia

socioecondmica na producao (SOUZA, 2007).

Figura 1 — Extracdo de latex. A) Sangria da casca da arvore; b) latex coletado em
tigelas.

Fonte: Lisandro Pieroni (2016).

A seringueira € uma espécie adaptavel a diferentes condi¢bes climaticas,
atualmente cultivada no Norte até 25°N (provincia de Yunnan, China) até 21°S no
Brasil (PRIYADARSHAN et al., 2011). No Brasil, é a terceira cultura florestal mais
plantada, com 218.307 ha (IBA, 2019). A safra nacional de 2017/2018 produziu
cerca de 222.820 mil toneladas de coagulo, com o estado de S&o Paulo responsavel
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por mais de 60% da producédo do pais (IEA, 2019). No mesmo periodo, a producéo
mundial foi de 29,04 milhdes de toneladas, com a Asia responsavel por cerca de
90% da producdo (CONAB, 2019).

2.2 Doengas da seringueira no Brasil

Desde o crescimento do porta-enxerto até individuos adultos em campo, a
seringueira é acometida por varios problemas de natureza bioticas e abioticas
responsaveis por prejuizos econémicos. (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Com o
avanco do monocultivo em regides tropicais, a alta incidéncia de doencas foliares
representa um fator limitante para a heveicultura, principalmente devido ao clima
caracteristico de zonas tropicais serem favoraveis a ocorréncia e disseminacao de
fitopatdgenos (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Entre esses fatores limitantes, se
destaca a doenca foliar conhecida como mal-das-folhas (Pseudocercospora ulei),
considerada uma das mais destrutivas e limitantes a cultura (GASPAROTTO;
PEREIRA, 2012, GUYOT E LE GUEN, 2018). Além do mal das folhas, outras
doencas que atacam os seringais no Brasil séo:

a) Doencas de raizes: podriddo vermelha (Ganoderma philippii); branca
(Rigidoporus lignosus) e parda (Phellinus noxius) e nematdides (Meloidogyne sp.,
Pratylenchus brachyurus, Rotylenchulus sp., Paratrichodorus sp., Criconematideos)
(GASPAROTTO et al., 2012a; WILCKEN et al., 2015).

b) Doencas de caule: cancro estriado e cancro do tronco (Phytophthora spp.);
mofo cinzento (Ceratocystis fimbriata); rubelose (Erythricium salmonicolor); morte
descendente, cancro do enxerto e podriddo do caule (doencas associadas,
principalmente, ao parasita fraco Lasiodiplodia theobromae); antracnose do painel
de sangria (Colletotrichum gloeosporioides); seca de ponteiros (causada por
diversos fatores bidticos e abidticos que acarretam em sintomas muito semelhantes,
por exemplo, desfolhas sucessivas por doencas foliares, deficiéncia nutricional,
matocompeticdo, etc.); tumores; Fusarium sp.; Diplodia sp. e Cephalosporium sp.
(GASPAROTTO et al., 2012b).

c) Doencas foliares: antracnose das folhas (Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum acutatum); requeima e queda anormal das folhas (Phytophthora
spp.); mancha areolada (Thanatephorus cucumeris); crosta negra (Phyllachora

huberi); mancha de Cercospora (Cercospora heveae); mancha de Corynespora
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(Corynespora cassiicola); oidio (Oidium heveae); mancha de Periconia (Periconia
manihoticola); queima-do-fio (Corticium koleroga); doenca de origem viral (patégeno
do género Carlavirus); mancha de alternaria (Alternaria sp.) e mancha de alga
(causada pela alga Cephaleuros spp.) (GASPAROTTO et al., 2012c).

Devido aos prejuizos econdmicos que as doencas podem causar aos seringais,
a caracterizacado dos patdgenos e estudos relacionados a resisténcia de materiais
genéticos sdo fundamentais para a implantacdo e condugcdo de uma floresta sadia.
(GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Por ser uma arvore com habito caducifdlio,
dentre as principais doencas da cultura, destacam-se as doencas foliares
ocasionadas por fungos, entre elas, os fungos causadores de oidios.

2.3 Oidio da seringueira

2.3.1 Importancia econémica

O oidio é uma doenca foliar que afeta plantios de Hevea spp. em todo o mundo
(LIMKAISANG et al., 2005). A doenga ocorre em viveiros, jardins clonais e plantios
definitivos, causando desfolhamento intenso das plantas, principalmente nas regioes
de maior producéo de borracha natural do mundo, como a Malésia e outros paises
do oriente (FURTADO e SILVEIRA,1993) Esse desfolhamento é conhecido como
gueda secundaria das folhas, pois as arvores com folhas infectadas caem uma
segunda vez, no periodo que normalmente estariam reenfolhando apds o inverno
(FERNANDO, 1971 citado por LIYANAGE et al.,, 2016). Em decorréncia do
desfolhamento, as plantas apresentam reducdo de crescimento (FURTADO e
SILVEIRA,1993) circunferéncia e renovacdo mais lenta da casca apds a colheita,
podendo resultar em uma perda de até 45% na producao de latex (LIYANAGE et al.,
2016).

A doenca foi observada pela primeira vez em seringueiras em Java, distrito de
Malang, em 1918 (SHARPLES, 1936 citado por ROSETTI, 1958), No Brasil, foi
relatada pela primeira vez no municipio de Campinas, estado de Sdo Paulo, em
1958, em um ataque fraco e incipiente, confinada a poucas plantas, que foram
erradicadas completamente (ROSSETTI, 1958). Posteriormente, novos surtos da
doenca foram relatados em diversos municipios do estado de S&o Paulo e também
no estado de Pernambuco (FURTADO e SILVEIRA, 1993).
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Desde entdo, a doenca tem sido relatada em quase todos os paises produtores
de seringueira (PRIYADARSHAN et al.,, 2011). O aumento de sua distribuicéo
espacial em plantios comerciais, tem sido creditada principalmente ao intercambio
de material vegetal (RAMAKRISHNAN e RADHAKRISHNA PILLAY, 1963 citado por
LIMKAISANG et al.,, 2005) e o aumento de sua incidéncia € consequéncia da
entrada de novos clones produtivos no mercado, porém suscetiveis ao patégeno
(AUER, 2001).

2.3.2 Sintomatologia

Os fungos causadores de oidios, por suas caracteristicas biotréficas,
desenvolvem seu ciclo de vida sempre em relagdo com o hospedeiro, de modo que
sua fase sexuada e assexuada se reproduz em tecidos vivos (RIVERA, 2001). As
folhas jovens sdo suscetiveis a infeccdo do fungo (MIN et al., 2012), que se inicia
com frequéncia junto as nervuras principais, formando areas esbranquicadas de
aspecto pulverulento, composto pelos micélios e pelas frutificacbes do fungo
(ROSSETTI, 1958). O desenvolvimento do micélio ocorre em ambas as faces da
folha, na forma de colbnias isoladas ou recobrindo toda a folha, ocasionando a perda
da aparéncia brilhante das folhas jovens (GASPAROTTO et al.,, 2012c). Como
reflexo, os foliolos jovens se enrugam, tornam se purpureos, pretos e caem, ficando
apenas 0s peciolos presos aos ramos (GASPAROTTO et al.,, 2012c). Conforme
observado por Furtado e Silveira, (1993), foliolos com mais de 30% de superficie
recoberta pelo fungo, apresentam amarelecimento intenso e se desprendem com
facilidade (FURTADO e SILVEIRA, 1993).

O fungo também pode infectar a folhagem em fase intermediaria de
desenvolvimento ou mesmo folhas maduras (ROSSETTI, 1958). Nas folhas
maduras, a infec¢cdo provoca enrugamento e distor¢ao do limbo foliar, e nas folhas
velhas, as coldnias do fungo podem esporular intensamente por diversas semanas e
as lesdes adquirem coloracdo marrom avermelhada GASPAROTTO et al., 2012c),
mas raramente se verifica qualquer desfolhamento (ROSSETTI, 1958). O fungo
também ataca peciolos, brotos tenros e inflorescéncias, podendo sobreviver nos
botbes florais (ROSSETTI, 1958), cujo desenvolvimento resulta em baixo pegamento
de frutos e reducao na producgéo de sementes (FURTADO e SILVEIRA, 1993).
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2.3.3 Etiologia

A correta classificacdo do agente causal do oidio em seringueira permanece em
discussdo (LIYANAGE et al.,, 2016). Desde sua primeira descricao, em 1925
(STEINMANN, 1925 citado por LIYANAGE et al., 2016), existe uma quantidade
limitada de pesquisas com caracterizacdes taxonémicas, morfolégicas, patogénicas
e moleculares desta doenca (LIMKAISANG et al., 2005, WU et al., 2019). Além
disso, o cleistotécio, que representa a fase sexual dos oidios, nunca foi registrado
neste hospedeiro, portanto, sua identificacdo é baseada nas caracteristicas
morfologicas de sua fase assexuada (LIMKAISANG, 2005, WU et al.,, 2019). A
identificacdo de oidios em nivel de espécie, baseada apenas na descricdo de
caracteristicas morfolégicas de sua fase assexuada, ndo apresentam consisténcia
taxonémica (GLAWE, 2008, LIYANAGE et al., 2016, MEEBOON e TAKAMATSU,
2020).

A primeira descricdo do agente causal do oidio em seringueira foi realizada por
Streinmann em 1925 (STEINMANN, 1925 citado por LIYANAGE et al.,, 2016).
Baseado nas caracteristicas morfologicas assexuadas do fungo e na planta
hospedeira identificou o agente causal como uma nova espécie, Oidium heveae.
Steinmann descreveu que o fungo apresentava conidios variando de formato
elipséide a cilindrico, formados em conidioforos catenulados, frequentemente em
longas cadeias (STEINMANN, 1925 citado por LIYANAGE et al., 2016). Entretanto,
Paries (1966 citado por LIYANAGE et al., 2016), relatou que o oidio da seringueira
possui conidios formados em conidiéforos ndo catenulados. Desde entdo, a
natureza da conidiogénese é uma das questdes mais controversas relativas a
morfologia do oidio em seringueira (WU et al., 2019).

Limkaisang et al. (2005) realizaram a primeira caracterizagdo morfologica
detalhada do oidio em seringueira. Os autores descreveram a fase assexuada de
isolados coletados na Malasia, Tailandia e Brasil, como possuindo conidios
formados em conidioforos ndo catenulados, variando de formato elipsoide a
cilindrico, sem corpos de fibrosina, com tubo germinativo do tipo poligony. Essas
caracteristicas evidenciaram que o fungo pertence ao género Oidium subgénero
Pseudoidium. Os resultados encontados por Limkaisang et al. (2005) corroboram

com os resultados de Boesewinkel (1980), onde observou que oidios com conidios
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formados em conidiéforos ndo catenulados, podem, em uma atmosfera Umida,
produzir conidios aderidos a pseudo-cadeias. Com isso, 0 autor sugeriu que o
conidiéforo catenulado relatado anteriormente por Steinmann (1925), pode ser a
formacdo de uma pseudo-cadeia encontrada em oidios do género Pseudoidium
(LIMKAISANG et al., 2005).

Como nédo ha registro de sua fase sexuada, necessaria para identificacdo de
oidios em nivel de espécie, atualmente sdo utilizadas analises moleculares para
determinar a relacdo filogenética entre esses fungos (MORI et al.,, 2000,
CUNNINGTON et al., 2003). Estas analises podem ser aplicadas para investigar a
relacdo entre uma espécie anamorfica e seu estagio teleomorfico (LIMKAISANG et.
al., 2005). No Brasil, varias espécies de odios tém sido recentemente identificadas
usando a combinacdo de -caracterizacbes morfologicas da fase assexuada e
analises moleculares (DELLAGNOL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015; FONSECA
et al., 2016; BRAUN et al., 2017; BOITEAUX et al., 2017; CARDOSO et al., 2017;
PIVETA et al., 2018; DORNELES et al., 2019; FONSECA et al., 2019).

A primeira caracterizacdo molecular do agente causal do oidio em seringueira foi
realizada por Linkaiasang et al., (2005). A analise dos nucleotideos da regiao
conservada ITS, na subunidade 28s rDNA, demonstrou queos isolados brasileiros
foram idénticos a sequéncias de Erysiphe sp. em Quercus phylliraeoides, coletados
no Japao. Portanto, os autores sugeriram que Oidium heveae pode ser a fase
assexuada de Erysiphe sp. em Quercus phillyraeoides. Em analises filogenéticas
conduzidas por Takamatsu et al., (2007), os autores encontraram que Oidium hevea
se agrupa com Erysiphe quercicola, portanto, fizeram a sinonimia de Oidium heveae
com Erysiphe quercicola. Trabalhos posteriores corroboram com os resultados
encontrados por Limkaisang et al., (2005) e Takamatsu et al., (2007) (LIMKAISANG
et al., 2006; TAM et al., 2016; LIYANAGE et al., 2017; WU et al., 2019; MEEBOON
e TAKAMATSU, 2020).

O género Erysiphe € o mais diversificado na familia Erysiphaceae, entre as
espécies de maior ocorréncia no Brasil, Erysiphe quercicola € a mais frequente
inclusive ja relatado em seringueira (LINKAIASANG et al., 2005) (Tabela 1).
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Quadro 1 — Espécies de Erysiphe spp. relatadas causando oidio em plantas no

Brasil.
Espécies Hospedeiro  Origem ® N° acesso GenBank R
ITS 28s
. Hevea
E. quercicola brasiliensis SP AB193606 AB197133 1
E. quercicola Delonix regia SP JQ034229 - 2
E.platani = lA@nusx RS  KF499210 : 3
acerifolia
E. Lagerstroemia MG  KT941419  KT941421 4
australiana  speciosa
E. difusa Carica papaya MG MF626622 - 5
E.necator ~ ayocar DF  LC228609 : 5
brasiliensis
E. heraclei Daucus carota DF KY513703 - 6
E. quercicola Anqcardlum CE KY172852 - 7
occidentale
E. quercicola Quercus robur PR KT714236 - 8
E. quercicola = mnamemum RS  MF183968 - 9
camphora
E. quercicola Rumex crispus RS MH304757 MH305358 10
E. quercicola Bixa orellana CE KY741537 KY741538 11
E. quercicola ohtoria CE MH569421  MKO085085 12
fairchildiana
Anacardium
E. necator _ CE KY690170 KY692194 13
occidentale
Dados ausentes= -. (E) Estados brasileiros: CE — Ceara; PR — Parand; DF —

Distrito Federal; MG — Minas Gerais; RS — Rio Grande do Sul; SP — Sdo Paulo.
(R):1- Linkaiasang et al., (2005) 2 - Dellagnol et al., (2012); 3 — Oliveira et al.,
(2015); 4 — Fonseca et al., (2016); 5 — Braun et al., (2017); 6 — Boiteaux et al.,
(2017); 7 - Cardoso et al., (2017); 8 — Piveta et al., (2018); 9 - Dorneles et al.,
(2018); 10 - Dorneles et al., (2019); 11 - Fonseca et al., (2019a); 12 - Fonseca et
al., (2019), 13 - Fonseca et al., (2019b).

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

A faixa hospedeira deste fungo no mundo, abrange hospedeiros pertencentes as
familias Anacardiaceae (CARDOSO et al., 2017) Bixaceae, (FONSECA et al., (2019)
Bombaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae Fabaceae, Fagaceae, (MEEBOON e
TAKAMATSU, 2020), (KIRSCHNER; LIU 2014),
Mimosaceae, (MEEBOON E TAKAMATSU, 2020), Polygonaceae (DORNELES et
al., (2019) Rutaceae (BAISWAR et al, 2015), Sapindaceae,
(MEEBOON E TAKAMATSU, 2020). Como o oidio é um parasita obrigatorio, com

Lauraceae Malvaceae,

Rhamnaceae
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alta especificidade em relagcdo ao hospedeiro, alguns autores sugerem dividir a
espécie Erysiphe quercicola em subespécies com base na faixa de hospedeiros (WU
et al., 2019).

Desde sua primeira caracterizacdo detalhada, trabalhos posteriores corroboram
gue Erysiphe quercicola é o agente causal do oidio em seringueira (LIMKAISANG et
al., 2005, WU et. al., 2019). Entretanto, Liyanage et al., (2017), encontraram em
amostras coletadas no Sri Lanka a presenca de duas formas assexuadas com
morfologias distintas, ocorrendo simultaneamente na mesma folha. A espécie mais
abundante nas folhas corrobora com as descricdes morfoldgicas e moleculares para
Erysiphe quercicola (LIMKAISANG et al., 2005; MEEBOON e TAKAMATSU, 2020).
A menos abundante apresenta conidios formados em conidiéforos catenulados,
conforme a primeira descricdo de Streinmann (1925), sugerindo que essa espécie
pode pertencer aos géneros Golovinomyces spp. ou Podosphaera spp. Os autores
relatam que as amostras coletadas apresentando essa morfologia eram escassas, e
as dificuldades operacionais envolvendo patdégenos biotroficos, ndo permitiram
analises moleculares para confirmar a identidade genética desta segunda espécie
(LIYANAGE et al., 2017).

A literatura citada evidencia que ha incertezas quanto a correta classificacdo
taxonémica dos possiveis agentes causais de oidio em seringueira. Para esclarecer
esse problema e entender a diversidade genética e distribuicdo geografica deste
patdgeno, é necessario estudos com coletas abrangentes nos paises produtores,
seguido de detalhadas caracterizagcbes morfoldgicas e moleculares, através de
ferramentas como microscopia eletrbnica e reconstrucdes filogenéticas
(LIMKAISANG et al. 2005; LIYANAGE et al., 2016; LIYANAGE et al., 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia
do Solo, do Departamento de Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas - FCA, e no Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas do
Departamento de Genética do Instituto Biol6gico de Botucatu - IBB, ambos da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, Campus de
Botucatu, SP.

3.1 Coletade amostras

No periodo de julho a dezembro de 2019, foram coletadas amostras foliares de
seringueira em diferentes estagios fenoldgicos infectadas com oidio. Os locais de
coleta foram um jardim clonal localizado na cidade de Botucatu, SP (Latitude: 22° 53'
09" S, Longitude: 48° 26' 42" W) e um plantio definitivo na cidade de Sao Manuel, SP
(Latitude: 22° 43' 52" S, Longitude: 48° 34' 14" W), ambos pertencentes a
FCA/UNESP.

Os estagios fenolégicos foram registrados de acordo com Sambugaro (2003),
classificados em B, C e D, com base na anatomia foliar. Cada planta foi considerada
um isolado, e para cada isolado, coletou-se cinco folhas infectadas. As amostras
eram colocadas em sacos de papel dentro de sacos plasticos, transportadas ao
laboratério e armazenados a 5°C em camara Umida (COOK et al., 1997), até sua
andlise. Foi coletado um total de 40 isolados, conforme Tabela 2. Os isolados
obtidos foram herborizados e armazenadas no herbario do Laboratério de Patologia
Florestal e Microbiologia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agron6micas —
FCA/UNESP, em Botucatu, SP.
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Tabela 1 — Identificacdo dos isolados utilizados neste trabalho.

D Clone Orgéo Local de Data de
Infectado Coleta coleta
S1 GT1 C Adaxial Botucatu — SP jun/19
S2 GT1 C Adaxial Botucatu — SP jun/19
S3 GT1 C Adaxial Botucatu — SP jun/19
S4 GT1 B Abaxial Botucatu — SP jun/19
S5 GT1 C Abaxial Botucatu — SP jun/19
S6 GT1 C Adaxial Botucatu — SP jun/19
S7 PB235 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S8 PB235 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S9 PB235 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S10 RIMM 701 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S11 RIMM 701 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S12 RIMM 701 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S13 PR255 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
Si14 PR255 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S15 PR255 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S16 RIMM 600 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S17 RIMM 600 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S18 RIMM 600 C Adaxial Botucatu — SP jul/19
S19 Porta enxerto D Abaxial Botucatu — SP agol/19
S20 Porta enxerto D Abaxial Botucatu — SP agol/19
S21 Porta enxerto D Abaxial Botucatu — SP agol/19
S22 Porta enxerto D Abaxial Sao Manuel -SP agol/19
S23 Porta enxerto D Abaxial Sao Manuel -SP agol/19
S24 Porta enxerto D Abaxial Séao Manuel -SP agol/19
S25 RIMM 600 D Abaxial Sao Manuel -SP out/19
S26 RIMM 600 D Abaxial Sao Manuel -SP out/19
S27 RIMM 600 D Abaxial Séao Manuel -SP out/19
S28 AVROS237 D Abaxial Sao Manuel -SP out/19
S29 IAC35 D Abaxial Sao Manuel -SP nov/19
S30 RIMM 600 D Abaxial Sao Manuel -SP nov/19
S31 RIMM 600 D Abaxial Sao Manuel -SP dez/19
S32 RIMM 600 B Abaxial Sao Manuel -SP dez/19
S33 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP agol/19
S34 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP agol/19
S35 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP agol/19
S36 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP agol/19
S37 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP agol/19
S38 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP out/19
S39 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP out/19
S40 RIMM 600 C Adaxial Sao Manuel -SP out/19

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).
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3.2 Caracterizacdo Morfoldgica

O preparo das amostras para caracterizacdo morfologica foi realizado conforme
a metodologia proposta por Cook et al. (1997), descrita a seguir. O exame foi
realizado em todos os isolados até 48 horas apds as coletas. Estruturas fungicas
(micélios, conidiéforos e conidios) presentes nas superficies abaxial e adaxial das
folhas, foram removidas com o auxilio de uma fita adesiva transparente dupla face
ou pressionando se uma laminula de vidro contra a folha infectada, em seguida,
coradas com uma gota de lactoglicerol em uma lamina de vidro para exame em
microscépio de luz com ampliacdo de 10x, 20x e 40x.

A caracterizacdo morfologica foi baseada na observacdo e no registro de
caracteristicas Uteis utilizadas na classificacdo de oidios, sao elas: Ciclo de vida:
Presenca da fase sexuada (cleistotécio) e assexuada (conidioforos e conidios);
Hifa/Micélio: face da folna em que ocorrem, largura e tipo de apressorio; Conidios:
comprimento, largura, razdo comprimento/largura, forma, posicdo do tubo
germinativo, tipo de apressorio, presenca ou auséncia de corpos de fibrosina;
Conidi6foro: natureza da conidiogénese, comprimento, posicdo do septo basal,
comprimento, largura e forma da célula basal (STADINIK, 2001; GLAWE, 2008).
Para observar a presenca de corpos de fibrosina nos conidios, foi utilizada uma
solucéo aquosa de hidroxido de potassio (KOH) a 3% (HAMMETT, 1977).

As fotografias foram registradas através de microscopio 6ptico binocular LEICA
DM500 com camera ICC50 HD acoplada, e as mensuracdes realizadas através do
software Leica Application Suit Versdo 2.1.0 (Figura 2). Em cada isolado foi
mensurada cinqlienta estruturas ao acaso para composicdo das médias. Os dados
de todas as variaveis mensuradas foram submetidos a verificagdo de normalidade
de distribuicdo, através do teste de Anderson-Darling ao nivel de 5% de
significancia. Verificada a normalidade de distribuicdo dos dados, foi realizada a
analise de variancia e o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Todas

as analises foram realizadas utilizando o software estatistico Minitab.



Figura 2 — Programa computacional Application Suit Version 2.1.0, utilizado para
captura de imagens e mensuracao das estruturas do fungo.
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Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

3.3 Caracterizagdo molecular

3.3.1 Extrag&o de DNA

Para analise molecular, folhas com lesdes esporuladas do fungo tiveram seu
DNA extraido utilizando o método CTAB seguindo o protocolo desenvolvido por
Doyle e Doyle (1987). Apds isso, mediu-se a qualidade e quantificou-se o DNA
utilizando o equipamento NanoDrop® 2000 (Thermo scientific) e a cada amostra foi

acrescida agua miliQ para uma concentracao final de 10 ng/uL para posterior
realizacdo da PCR.

3.3.2 Reacédo de PCR

Para a identificacdo molecular, 1,5 yL de cada amostra foi submetido a técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando o kit PCR Master Mix (2X) (0,05
uni/ yL Tag DNA polimerase, 4 mM MgCI2, 0,4 mM dATP, 0,4 mM dCTP, 0,4 mM
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dGTP e 0,4 mM dTTP) (Fermentas®), realizando reacbes com volume total de 25
pL, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A regido ITS do rDNA, incluindo ITS1-5.8S-ITS2, foi amplificada utilizando os
primers ITS1F (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5'-
GCCGCTTCACTCGCCGTTAC-3') (WHITE et al., 1990) .Para amplificagéo da regiao
28S do rDNA (incluindo dominios D1 e D2), foram utilizados os primers PM3 (5'-
GKGCTYTMCGCGTAGT-3") (TAKAMATSU; KANO, 2001) e Tw14 (5-
GCTATCCTGAGGGAAACTTC-3') (MORI et al., 2000). A programagao do
termociclador para ambos os pares de primers consistiu em uma temperatura inicial
de 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos (desnaturagéo),
52°C (28S) e 60°C (ITS) por 30 segundos (anelamento), 72°C a 60 segundos
(extensdo), com uma extenséo final de 10 min a 72°C (MORI et al., 2000).

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5 % contendo 0,8 pL
de brometo de etidio. A eletroforese foi realizada a 80 v/ 100 mA / 40 minutos. Apds
a corrida, o gel foi colocado em transluminador UV. ApGs a verificacdo das bandas
amplificadas, 1 uL de cada produto de PCR contendo resultados positivos, foi diluido
em 20 pL de agua destilada esteril. Em seguida, 3 uL dessa solugéo foi adicionado a
1,5 YL de cada primer e enviadas para sequénciamento no Instituto de Biotecnologia
de Botucatu — IBTEC/UNESP. As sequéncias obtidas foram comparadas com o0s
demais presentes no  GenBank, utiizando a ferramenta  BlastN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Todas as sequéncias obtidas foram

depositadas no GenBank (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov).

3.3.3 Analise filogenética

Amostras representativas dos isolados obtidos de folhas jovens e folhas
maduras, bem como de outras sequéncias do género Erysiphe coletadas do
GenBank foram utilizadas para a constru¢do de uma arvore filogenética, observando
o histdrico evolutivo por meio do método de maxima parsimonia (MP). A validade
estatistica da arvore foi testada usando a analise de bootstrap com 1.500 repeticdes
(FELSENSTEIN, 1985). A arvore foi obtida pelo algoritmo Subtree-Pruning-
Regrafting (SPR) (NEI E KUMAR, 2000). Foi construida uma arvore para a regiao
ITS e uma para regido 28S. Para a regido ITS, Erysiphe australiana foi usado como

outgroup, e para a regido 28S, Erysiphe glycines. Também foram calculados os


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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escores das arvores, incluindo o comprimento das arvores, o indice de consisténcia
(IC), o indice de retencao (IR) e o indice de consisténcia redimensionada (RC). As
analises foram realizadas pelo software MEGA X (KUMAR et al., 2018).

3.4 Teste de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram realizados por inoculacdo em plantas sadias
de seringueira. As plantas foram previamente podadas para o crescimento de novos
ramos e mantidas em quarentena durante 60 dias em ambiente controlado a 23+2°
C, 60 — 80% de umidade relativa (UR) e doze horas de fotoperiodo sob lampada
fluorescente. Apdés o periodo de quarentena, as plantas permaneceram
assintomaticas, portanto, consideradas sadias para os testes de patogenecidade.

Foram preparados dois indculos separados, selecionando uma amostra
representativa para os isolados de Botucatu e S&o Manuel. Para o preparo da
suspensdao, estruturas do fungo foram retiradas da superficie de folhas naturalmente
infectadas com oidio de folhas jovens de Botucatu (S1) e de folhas maduras de Séo
Manuel (S30), com auxilio de um pincel de cerdas macias, depositadas em placa de
Petri com &gua destilada estéril e uma gota de Tween 80% (FIGURA 3). A
suspensao foi filtrada em um funil com algoddo estéril e sua concentracao
quantificada e ajustada para 2x10* com o auxilio de uma camara de Neubauer.

A suspenséo foi transferida para a superficie adaxial e abaxial de folhas jovens
utilizando um borrifador manual, até o ponto de escorrimento. Apos as inoculacgdes,
as plantas foram mantidas em camara Umida durante 48 horas e permaneceram em
camara de ambiente controlado a 20+2° C, 80 — 100% de umidade relativa (UR),
doze horas de foto periodo sob lampada fluorescente (Figura 3). Os experimentos
foram realizados com cinco plantas de seringueiras, e cinco folhas inoculadas em
cada planta, totalizando quinze foliolos por planta. O controle negativo consistiu de
folhas inoculadas apenas com agua destilada estéril e mantida nas mesmas

condicgdes.
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Figura 3 — Teste de patogenicidade. A) Retirada do fungo; B) Suspensao
transferida para a superficie adaxial e abaxial de folhas jovens utilizando um
borrifador manual; C) Plantas em camara umida mantidas em camara de ambiente
controlado.

.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

O progresso da doencga foi observado diariamente com exames dos sintomas e
sinais ao microscopio estereoscopico e optico para confirmar a infeccdo do patégeno
inoculado, cumprindo os postulados de Koch. Foi registrado o periodo de incubacgéo
do patégeno e aos 20 dias apos a inoculagéo, quantificada a severidade da doenca
utilizando a escala diagramatica proposta por Tumura et al. (2002). Nesta escala ha
sete diferentes niveis da doenca, representados em relacdo a porcentagem de area
foliar lesionada, sendo: 0; 2,5%; 5%; 10%; 20%; 38% e 50%, respectivamente

conforme Figura 4.

Figura 4 — Escala diagramatica de severidade do oidio em seringueira (Hevea spp.)

Fonte: TUMURA et al. (2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo morfoldgica

A fase sexuada do fungo n&o foi observada em nenhum isolado, portanto, a
caracterizacdo morfolégica foi baseada nas caracteristicas de sua fase assexuada.
As informacdes de todos os isolados estdo apresentadas no Apéndice 1. Segundo
Wu et al. (2019), a natureza da conidiogénese € uma das questdes mais
controversas relativas a morfologia do oidio em seringueira. Nesse trabalho, todos
os isolados apresentaram caracteristicas morfolégicas tipicas do género Oidium
subgénero Pseudoidium com conidios Unicos formados no topo de conidiéforos ndo
catenulados (GLAWE, 2008). Entretanto, houve diferencas nas caracteristicas
morfolégicas (Tabela 3) das amostras obtidas de folhas jovens (B e C) em
comparacao com as de folhas maduras (D) (Tabela 3).



Quadro 2 — Caracteristicas morfologicas do oidio da seringueira. Dados ausentes = (-)
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CARACTERISTICAS

Steinmann (1925)

Limkaiasang et al. (2005)

Tam et al. (2006)

Liyanage et al. (2017)

Agente causal

Oidium heveae

Erysiphe querciola

Erysiphe querciola

Erysiphe querciola

Hifas

Hialinas ) + ) )
Septadas ) + ) )
Apressorio O] Lobulado Lobulado - Multilobulado  Lobulado - Multilobulado
Largura @) @) @) @)
Conidio

Conidiogenese Catenulado N&o catenulado N&o catenulado N&o catenulado
Formato Elipsoéide - Cilindrico Elipsdide - Cilindrico Elipséide - Ovoide Elipsdide - Cilindrico
Comprimento (um) 28,0-42,0 (34,2) 25,1-43,6 (34,2) 35,0-425 20,6 - 41,3 (32,6)
Largura (um) 14,0 - 23,0 (17) 13,4 - 23,3 (18,3) 15,0 - 20,0 11,4 - 23,2 (15,8)
Raz&o C/L(um) ) 1,4-25(1,9) 20-23 1,3-2,8(2,1)
Tudo germinativo ) Tipo Polygoni Tipo Pseudoidium Tipo Pseudoidium
Corpos de fibrosina () Ausente Ausente Ausente
Conidioforo

Comprimento (um) ) ) 81,3-120,0 )
Comprimento célula basal

(um) ) 13,4 - 61,6 (30,6) 42,5-50,0 10,5 - 40,1 (24,4)
Largura da celula pé (um) ) 7,0-9,7 (8) ) 2,6-10,6 (7,1)
Posicéo do septo basal ) ) 7,5-10,0 )

Base da célula basal ) Ereta ) Ereta - Flexivel
N° de células adicionais () 1-3 () 2-3
Cleistotécio Ausente Ausente Ausente
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Cont.

Wu et al. (2019)

Meeboon e Talamatsu (2020)

Neste estudo

Erysiphe querciola

Erysiphe querciola

Folhas jovens

Folhas maduras

+
=+

Lobulado - Multilobulado
30-70

+
+

Lobulado
()

+
+

Lobulado - Multilobulado
2,85-6,4 (4,01)

+

+
Lobulado -
Multilobulado

2,97-6,17 (3,84)

N&o catenulado

Elipsoéide - Cilindrico - Doliforme

N&o catenulado

Elipséide - Ovoide - Doliforme

N&o catenulado
Elipsdide - Ovoéide -
Doliforme

N&o catenulado

Elipsoéide -Cilindrico

22,7 - 36,9 28-44 15,96-43,49 (31,74) 23,9-55,3 (35,67)
12,0- 20,3 13-21,5 12,18-28,42 (18,84) 10,19-19,79 (14, 65)
1,7-2,1 2-2,3 1,05-2,71 (1,69) 1,51-4,08 (2,45)
Tipo Pseudoidium Tipo Pseudoidium Tipo Pseudoidium
Ausente Ausente Ausente Ausente
53,0 - 105,0 43 - 90 30,16 - 151,11 (70,33) 45,66-191,70 (85,02)
24,7 - 60,6 20 - 47 11,60 - 75,37 (27,02) 11,06-67,91 (31,29)
53-10,1 5-9 4,64 - 9,98 (7,01) 4,14 - 9,95 (6,4)
) O] 0,0 - 8,89 (0,74) 0,0 - 6,57 (0,5)
Ereta - Flexivel Ereta Ereta - Flexivel Ereta - Flexivel
2-3 1-3 1-3 1-3
Ausente Ausente Ausente Ausente
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Todas as amostras obtidas de folhas jovens (B e C), o desenvolvimento do
micélio na folha é anfigeno, na maior parte epifilo, formando coldnias dispersas pelo
limbo foliar, cobrindo parcialmente ou completamente a folha (Figura 5).

Figura 5 — A) Sinais de oidio em folhas jovens no campo; B); Sinais do fungo na
face adaxial das folhas; C) Sinais do fungo na face abaxial da folha.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

As hifas sao hialinas, septadas, ramificadas, com paredes finas, retas a flexiveis.
A largura das células da hifa variou de 2,85 a 6,4 ym (média = 4,01 ym). O
apressorio da hifa é do tipo distinto, sua forma variou de lobulado a multilobulado, e
sua disposicéo ocorre em lados opostos ou em sequéncia ao longo da hifa, podendo

ser um unico apressorio ou em pares (Figura 6).
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Figura 6 — Tipos de apressorios da hifa. A) Apressério do tipo lobulado; B) - F)
apressorios multilobulados; G) - H) apressoérios dispostos em lados opostos da hifa;
I) apressorios dispostos em sequéncia ao longo da hifa.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Os conidiéforos sdo eretos, cilindricos, sem ramificacdes, formados em cima de
hifas suporte, e variou de 30,16-151,11 ym (média = 70,33 pm) de comprimento. A
célula basal € ereta, cilindrica, variou de 11,6-75,37 ym (média = 27,02 ym) de
comprimento e 4,64 — 9,98 ym (média = 7,01 uym) de largura, seguida de uma a trés
células adicionais, podendo ser mais que trés ou inexistir. A posicdo do septo basal
variou de 0-8,89 ym (média = 0,74). No apice do conidiéforo, os conidios sao
produzidos individualmente (ndo catenulados), as vezes aderindo as cadeias falsas

(pseudo-cadeias) de dois ou mais conidios (Figura 7).
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Figura 7 — Tipos de conidioforos. A) Conidioforo ndo catenulado com uma célula
adicional; B) Conidioforo ndo catenulado com duas células adicionais; C) Conidiéforo
ndo catenulado sem célula adicional; D) Conidios aderindo as cadeias falsas
(pseudo-cadeias).

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Os conidios sao elipsoéides, cilindricos, ovlides a doliforme, sem corpos de
fibrosina, 15,96-43,49 um (média = 31,74 ym) em tamanho, 12,18-28,42 ym (média
=18,84 pm) de largura, 1,05-2,71 pym (média = 1,69 pm) de relagao
comprimento/largura. O conidio priméario é ovéide — elipséide, arredondado em um
das partes apicais, enquanto que os conidios secundarios sao elipséides, cilindricos
ou doliformes, sem parte apical arredondada. A germinacdo conidial € do tipo
Polygoni, com tubos germinativos surgindo apical ou lateralmente, com apressorios

lobulado ou multilobulado (Figura 8).
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Figura 8 — Tipos de conidios. A) Conidio primério; B) Conidio secundario; C)
Conidio germinado; D) Conidios.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Todas as amostras obtidas de folhas maduras (C e D), o desenvolvimento do
micélio na folha é hipofilo, formando colénias dispersas pelo limbo foliar, cobrindo
parcialmente ou completamente a folha (Figura 9).
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Figura 9 — A) Sinais de oidio em folhas maduras no campo; B) — C) Sinais do fungo
na face abaxial das folhas.

Ly

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

As hifas sao hialinas, septadas, ramificadas, paredes finas, retas a flexiveis, com
largura das células variando de 2,97 a 6,17 ym (média = 3,84 um), O apressorio da
hifa & do tipo distinto, sua forma variou de lobulado a multilobulado, e sua disposi¢éo
ocorre em lados opostos ou em sequiéncia ao longo da hifa, podendo ser um Unico

apressorio ou em pares (Figura 10).
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Figura 10 — Tipos de apressorios da hifa. A) - C) Apressaorios do tipo lobulado; D) -
F) apressérios multilobulados; G) - |) apressérios em pares dispostos em sequéncia
ao longo da hifa.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Os conidiéforos sédo eretos, cilindricos, sem ramificacdes, formados em cima de
hifas suporte, variando de 45,66-191,7 ym (média = 85,02 uym) de comprimento. A
célula basal é ereta, frequentemente torcida uma ou duas vezes, cilindrica, variando
de 11,06-67,91 ym (média = 31,29 ym) de comprimento € 4,14 — 9,95 ym (média =
6,4 um) de largura, seguida de uma a trés células adicionais, podendo ser mais que
trés ou inexistir, com septo basal variando de 0 a 6,57 ym (média = 0,5 pm). No
apice do conidiéforo, os conidios sédo produzidos individualmente (ndo catenulados),
as vezes aderindo as cadeias falsas (pseudo-cadeias) de dois ou mais conidios
(Figura 11).
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Figura 11 — Tipos de conidiéforos. A) Conidioforo ndo catenulado com uma célula
adicional; B) Conidiéforo ndo catenulado com duas células adicionais; C) Conidiéforo
ndo catenulado sem célula adicional; D) Conidios aderindo as cadeias falsas
(pseudo-cadeias).

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Os conidios séo elipséides a cilindricos, sem corpos de fibrosina, 23,9-55,3 um
(média= 35,67 ym) em tamanho, 10,19-19,79 uym (14, 65 uym) de largura, 1,51-4,08
Mm (média = 2,45 ym) de relagdo comprimento/largura. O conidio sdo elipsoides a
cilindricos, arredondados em ambas as partes terminais. A germinacao conidial & do
tipo Polygoni, com tubos germinativos surgindo apical ou lateralmente, com

apressorios lobulado ou multilobulados (Figura 12).
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Figura 12 — Tipos de conidios. A) - B) - D) Conidios; C) Conidio germinado;

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Foi observado diferencas nas dimensfes das estruturas morfolégicas dos
isolados coletados em diferentes estagios fenologicos. Essas diferengas podem
estar relacionadas a sobrevivéncia e evolucdo do patdégeno em diferentes
localizacdes geograficas sob diferentes condi¢cbes climaticas (WU et al., 2019).

As maiores médias de comprimento do conidioforo se encontram no invervalo de
92,55 um, de um isolado coletado de folhas maduras (S21), a 97,06 um, coletado de
folnas jovens (S35), ndo diferindo estatisticamente entre si. Os isolados que
apresentaram o menor comprimento foram coletados de folhas jovens, apresentando
intervalo de 56,25 ym (39) a 63,85 um (S9) (Figura 13).
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Figura 13 — Comprimento (um) de conidioforos. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

A maior média de comprimento da célula basal foi obtida de um isolado coletada
de folhas jovens, com 4591 um (S35). Os isolados com menor comprimento
apresentam intervalo de 21,38 ym (S39) a 24,75 ym (S2). Dentro do grupo de
isolados que apresentaram o menor comprimento significativo, apenas um foi

proveniente de folha madura (S31) (Figura 14).

Figura 14 — Comprimento (um) da célula basal dos conidi6foros. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

As maiores médias de largura da célula basal foram de isolados apresentando

intervalo de 7,51 pym (S3) a 7,80 um (S36). Os isolados que apresentaram o menor
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comprimento foram coletados de folhas maduras, apresentando intervalo de 5,54 ym
(S28) a 5,74 uym (S30). Dentro do grupo de isolados que apresentaram o maior
comprimento significativo, apenas um foi proveniente de folha madura (S24). E para
0 grupo de isolados que apresentaram menor comprimento, apenas um foi
proveniente de folha jovem (S4) (Figuralb).

Figura 15 — Largura (um) da célula basal dos conidiéforos. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Largura (um)
O B N W » U1 OO N 0O ©

Isolados

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

As maiores médias de comprimento dos conidios foram dos isolados obtidos de
folhnas maduras, apresentando intervalo de 36,56 ym (S31) a 37,38 um (S23). Os
isolados que apresentaram o menor comprimento foram coletados de folhas jovens,
apresentando intervalo de 29,31 ym (S9) a 31,58 ym (S14) (Figura 16).
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Figura 16 — Comprimento (um) dos conidios. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

40 a-a

v O
| |

w
|

Comprimento (um)
= = N N w
o o

o wun
1 |

Isolados

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

Com relacdo a variavel largura dos conidios, os isolados coletados de folhas
jovens, apresentaram os maiores valores, entre 16,54 ym (S16) e 20,72 uym (S5),
também variando entre eles. Ja os conidios coletados de folhas maduras

apresentaram os menores valores, entre 13,16 ym (S26) e 15,77 um (S19) (Figura
17).

Figura 17 — Largura (um) dos conidios. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Lisandro Pieroni (2019).
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Os conidios isolados de folhas maduras apresentaram os maiores valores de
razao comprimento/ largura, variando entre 2,26 um (S19) e 2,62 ym (S20). Ja os
isolados obtidos dos tecidos jovens apresentaram valores entre 1,57 um (S5) e 1,78
um (S18). Entretanto, foram observadas diferencas entre os isolados oriundos de

folha jovem, assim como entre os isolados obtidos de folha madura (Figura 18).

Figura 18 — Razdo comprimento/ largura dos conidios. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

3

N
o]

N

[EEY

Razéo
Comprimento/Largura
o e
w wv

o

Isolados

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

A mensuracao das variaveis relacionadas ao conidiéforo, como comprimento,
comprimento e largura das células basal (Figuras 13, 14, 15, respectivamente) néo
sdo confidveis para distinguir isolados coletados de folhas jovens e de folhas
maduras. Existem isolados de folhas jovens (S33) (Figura 13) com 0 mesmo
comprimento de conidiéforos que folhas maduras (S25) (Figura 13), o que dificulta
inferir sobre o estagio fonoldgico da folha de onde foram coletados.

J& as variaveis relacionadas aos conidios, como comprimento, largura, e razao
comprimento/largura (Figuras 16, 17, 18, respectivamente) permitiram a
diferenciacdo dos conidios coletados de folhas jovens daqueles de folhas maduras.
Conidios obtidos de folhas maduras apresentaram maior comprimento, menor
largura e consequentemente maior razdo comprimento/largura que os conidios
obtidos de folhas jovens. Resultado semelhante foi encontrado por Honorato et. al.

(2006), caracterizando isolados de oidio do cajueiro de diferentes érgaos da planta.
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Segundo Honorato et al. (2006), a razdo comprimento/largura nos permite inferir
a respeito da forma do conidio. Quanto maior o valor dessa variavel, mais afilado
(elipsoide a cilindrico) é a estrutura. E quanto menor este valor, mais arredondado
(ovoide) é o conidio. Com base nessa informacédo, € possivel afirmar que os
conidios oriundos de folhas maduras sdo mais proximos ao formato elipsoide, pois
possuem o comprimento 2,26 a 2,62 vezes maiores que a largura, enquanto 0s
isolados de folhas jovens se aproximam do formato ovéide, pois possuem 1,57 a
1,78 vezes o comprimento maior que a largura.

Em caracterizacdes morfoldégicas do oidio em seringueira, Linkaiasang et al.
(2005) e Lyanage et al. (2017) observaram que geralmente o tamanho dos conidios
e o comprimento da célula basal sdo maiores na face abaxial das folhas. Neste
trabalho, quanto ao comprimento dos conidios, as maiores meédias foram dos
isolados coletados da face abaxial das folhas (S23, S21, S29, S28, S24, S20, S31)
(Figura 16). Os isolados que apresentaram o menor comprimento foram coletados
da face adaxial de folhas jovens (S14, S18, S12, S1, S10, S6, S36, S3, S2, S8, S35,
S15, S7, S11, S16, S9) (Figura 16), com excec¢ao de uma amostra coletada da face
abaxial (S4) (Figura 16). Em relacdo a celula basal, dentro do grupo de isolados que
apresentaram as maiores médias de comprimento, trés foram coletadas da parte
abaxial das folhas (S4, S28, S30) (Figura 14). Entre os isolados com menor
comprimento, apenas um foi proveniente da face abaxial da folha (S31) (Figura 14).
Segundo ROSSETTI (1958), os conidios que se formam na face abaxial das folhas,
ficam protegidos da incidéncia de raios solares e encontram junto as nervuras
foliares melhores condi¢cdes de umidade para sua sobrevivéncia.

Com base na mensuracdo das estruturas assexuadas do fungo, foi possivel
diferenciar morfologicamente os isolados coletados de folhas maduras dos isolados
coletados de folhas jovens. Entretanto, essas informacdes ndo séo suficientes para
assegurar a existéncia de mais de uma espécie infectando a seringueira,
principalmente devido ao pleomorfismo que esses organismos apresentam (GLAWE,
2008). Alem disso, a identificacdo de oidios em nivel de espécie baseada apenas na
descricdo de caracteristicas morfologicas de sua fase assexuada, ndo apresentam
consisténcia taxondémica (LIYANAGE 2016, DESPREZ-LOUSTAU et al.,, 2017
MEEBOON E TAKAMATSU, 2020).
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4.2 Caracterizagcdo molecular

As sequéncias da regido ITS obtidas de folhas jovens (Genbank n°® MT180481)
compartilharam 99.83% (585/586, bases idénticas) de identidade, com o isolado OID
157 de Eryisiphe quercicola de Anacardium occidentale (Genbank n® MK559490). As
sequéncias da regido 28s (Genbank n° MT182733) compartilharam 97.43%
(987/1013, bases idénticas) de identidade, com o isolado MN165987 de Eryisiphe
guercicola de Cassia fistula (Genbank n°® VIC48258).

As sequéncias da regiao ITS obtidas de folhas maduras (Genbank n°® MT182958
and MT180480) compartilharam 99.35% (609/613, bases idénticas) e 99.51%
(608/611, bases idénticas) de identidade, respectivamente, para o isolado PTM1 de
Eryisiphe necator de Vitis vinifera (Genbank MK357386). As sequéncias da regiao
28s (Genbank n° MT182732 and MT182949) compartilharam 97.93% (569/581bases
identicas, Genbank n® LC028996) e 99.28% (823/829bases idénticas, Genbank n°
MK357423), respectivamente, para dois isolados de Eryisiphe necator de Vitis

vinifera.

4.3 Analise filogenética

Para a regido ITS do DNA, a arvore com maxima parcimdnia teve comprimento
de 239 (indice de consisténcia = 0,74, indice de retencdo = 0, 98 e indice de
composi¢do = 0,78). Os isolados utilizados se distribuiram em clados distintos na
arvore filogenética (Figura 19). Em um clado se encontra o isolado obtido de folhas
jovens (BTU_BR), agrupado com sequéncias de Erysiphe quercicola em diferentes
hospedeiros. Em outro clado, se encontra o isolado obtido de folhas maduras
(SM_BR), agrupado com sequéncias de Erysiphe necator em diferentes
hospedeiros.

Para a regido 28S do rDNA, a arvore com maxima parcimdnia teve comprimento
de 191 (indice de consisténcia = 0.595041., indice de retencdo = 0.815789 e indice
de composicdo = 0.606503.) Os isolados utilizados se distribuiram em clados
distintos na arvore filogenética (Figura 20). Em um clado se encontra o isolado
obtido de folhas jovens (BTU_BR), agrupado com sequéncias de Erysiphe
guercicola em diferentes hospedeiros. Em outro clado, se encontra o isolado obtido
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de folhas maduras (SM_BR), agrupado com sequéncias de Erysiphe necator em
diferentes hospedeiros.

A relacéo filogenética dos isolados de oidio deste trabalho, utilizando sequéncias
das regides ITS do DNA e 28S do rDNA, permitem demonstrar que os patdgenos
Erysiphe Quercicola e Erysiphe necator sdo agentes causais de oidio em
seringueira, associados a diferentes estagios fenoldgicos foliares. Até o momento,
apenas o patdgeno Erysiphe quercicola é relatado como agente causal de oidio em
seringueiras (LINKAIASANG et al.,, 2005; LIYANAGE et al.,, 2016; MEEBOON e
TAKAMATSU, 2020), portanto, este € o primeiro relato de Erysiphe necator
infectando seringueiras no mundo.

A faixa de hospedeiros de Erysiphe necator abrange plantas pertencentes as
familias Anacardiaceae (FONSECA et al., 2019), Caryocaraceae (BRAUN et al.,
2017), Caricaceae (BRAUN et al., 2017), além de ser um dos principais patégenos
da familia Vitaceae (GADOURY et al., 2011), sendo este um primeiro registro deste
fungo infectando um hospedeiro da familia Euphorbiaceae.

Geralmente, os saltos de hospedeiros de fungos fitopatogénicos ocorrem
principalmente entre espécies vegetais filogeneticamente relacionadas (BUFFORD
et al., 2016). Entretanto, existem diversos relatos de espécies da ordem Erysiphales
infectando uma ampla faixa de hospedeiros filogeneticamente distantes
(CUNNINGTON et al., 2005; LIBERATO; CUNNINGTON, 2006; TAKAMATSU et al.,
2007; KIRSCHNER, 2010; BEENKEN, 2017). Este fato é observado para Erysiphe
necator, originalmente infectando plantas da familia Vitaceae (ordem Vitales),
expandiu sua faixa de hospedeiros para espécies tropicais da familia Anacardiaceae
(ordem Sapindales) (FONSECA et al., 2019b), familia Caryocaraceae (ordem
Malpighiales) (BRAUN et al., 2017) e familia Euphorbiaceae (ordem Malpighiales).

Esses resultados confirmam o recente desafio da taxonomia convencional de
Erysiphales baseada na suposta especificidade entre patdgeno e hospedeiro restrita
ao nivel de familia da planta hospedeira (CUNNINGTON et al., 2005; LIBERATO;
CUNNINGTON, 2006; TAKAMATSU et al., 2007; KIRSCHNER, 2010; BEENKEN,
2017). Como a identificacdo de fungos fitopatatogénicos freqiientemente se baseia
na identificacdo da planta hospedeira, infeccoes em hospedeiros nao relatados
resultam na descricdo errbnea de novas espécies, que posteriormente podem ser
reduzidas a sinonimia de outras espécies (TAKAMATSU et al., 2007; BEENKEN,
2017)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Caryocaraceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Caryocaraceae
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Como Erysiphe necator amplia sua lista de hospedeiros no Brasil, inoculacdes
cruzadas entre outras familias e ordens de plantas hospedeiras deste patdgeno,
contribuem para o entendimento do processo de infec¢cdo do fungo e também dos
mecanismos de resisténcia das plantas (BEENKEN, 2017; MEEBOON e
TAKAMATSU, 2020). Consequentemente, verificar se a seringueira contribui com
epidemias de oidio em outras espécies hospedeiras, seja como fonte de indculo ou

hospedeiro alternativo.
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Figura 19 — Arvore filogenética construida pelo método de maxima parcimonia
(MP), utilizando sequéncias da regido ITS do DNA de espécies do género Erysiphe.
Em cada né estdo indicados os valores de boostrap, com 1500 repeticdes. As

sequéncias utilizadas deste estudo estdo em destaque.

AB23778T7 Erysiphe quercicola isolate: MUMH3165
MK559490 Erysiphe quercicola strain QID157
MK559487 Erysiphe quercicola strain OID147
MK240382 Erysiphe quercicola strain OID150
MF183968 Erysiphe quercicola cultivar
KY172852 Erysiphe quercicola strain OID.104
JQ034229 Erysiphe quercicola isolate LGM-005 185
MT180481 Erysiphe guercicola isolate BTUBR
AB237808 Erysiphe quercicola isolate: VPRI20907
AB237786 Erysiphe quercicola isolate: MUMH781
AB193590 Erysiphe quercicola Japan

g5 | MK559488 Erysiphe quercicola strain OID155
[ | MK559486 Erysiphe quercicola strain OID111
MH333267 Erysiphe quercicola strain HMJAU91782
AB237803 Erysiphe quercicola isolate: MUMH2546
AB237794 Erysiphe quercicola isolate: MUMH3188
AB193607 Erysiphe quercicola isolate: MUMH2419
AB237791 Erysiphe quercicola isolate: VPRI30172
AB237792 Erysiphe quercicola isolate: VPRIZ0173
AB237793 Erysiphe quercicola isolate: MUMH3210
AB237799 Erysiphe alphitoides isolate: VPRI20379
AB292716 Erysiphe hypophylia isolate: MUMH 2405
AB292719 Erysiphe epigena isolate: MUMH 1958
AB292727 Erysiphe hypogena isolate: MUMH 900
LC010017 Erysiphe thaxteri specimen voucher: MUMH JPN 2465
0 LC010039 Erysiphe limonii specimen voucher: MUMH JPN :2568

73" LC060726 Erysiphe baliensis

— LC010045 Erysiphe sedi specimen voucher: MUMH JPN 2575
KY890170 Erysiphe necator strain OID118
KYB90171 Erysiphe necator strain QID119
LC028996 Erysiphe necator specimen voucher. MUMH JPN :530
LC228609 Erysiphe necator specimen voucher: MUMH JPN :5733
100 | LC228619 Erysiphe necator isolate: MVAP06370315
LC028995 Erysiphe necator specimen voucher: MUMH JPN :s141
MT182949 Erysiphe necator Isolate SMBR
LC228609 Erysiphe necator specimen voucher: MUMH JPN :5733
KT941419 Erysiphe australiana isolate LPF 665

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).
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Figura 20 — Arvore filogenética construida pelo método de méaxima parciménia
(MP), utilizando sequéncias da regido 28S do rDNA de espécies do género Erysiphe.
Em cada estdo indicados os valores de boostrap, com 1500 repeticdes. As
sequéncias utilizadas deste estudo estdo em destaque.

AB237818 Erysiphe guercicola isolate VPRIZ0172
KX180832 Erysiphe guercicola voucher HKAS: 94638
AB237820 Erysiphe quercicola isolate MUMH3210
AB197132 Erysiphe quercicola isolate MUMH2545
+ AB197136 Erysiphe quercicola isolate MUMH2602
KX180827 Erysiphe guercicola voucher HKAS: 94633
AB237819 Erysiphe quercicola isolate VPRIZ0173
AB197135 Erysiphe guercicola isolate MUMH124
— AB237833 Erysiphe quercicola isolate VPRI20907
IMT 182733 Erysiphe guercicola isolate BTUBR |
AB237815 Erysiphe quercicola isolate MUMH3165
MK240389 Erysiphe quercicola strain QID150
- | AB197134 Erysiphe quercicola isolate MUMH2419
KY692192 Erysiphe quercicola strain OID104
51 AB197133 Erysiphe quercicola isolate MUMH2418
— AB237826 Erysiphe alphitoides isolate VPRIZ20379
LCO10017 Erysiphe thaxteri voucher MUMHJPMN: 2465
— LC010039 Erysiphe limonii voucher MUMHJFPMN: 2568
LC009886 Erysiphe hyperici voucher BCRU:04186

83 b ?L LC060726 Erysiphe baliensis
— ABZ292719 Erysiphe epigena isolate MUMH1958
—— LCO10045 Erysiphe sedi voucher MUMHJPMN: 25745

75 LCO028995 Erysiphe necator voucher MUMHJIFPN:s141

LC028996 Erysiphe necator voucher MUMHJPMN:530
100 || MT 182949 Erysiphe necator Isolate SMBR |
go || KYE92194 Erysiphe necator strain OID118
52 - KY692195 Erysiphe necator strain QID119

KT941421 Erysiphe australiana isolate LPF 665
T4

LC028954 Erysiphe glycines voucher MUMHJPMN: 396

Jun]
=]

B1

7B

i3]

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).
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4.4 Teste de patogenicidade

As plantas inoculadas com Erysiphe quercicola apresentaram os primeiros sinais
do patégeno aos quatro dias apds a inoculacdo, na face adaxial das folhas, em
estagios fonoldgicos entre B e C (Figura 21). Para as plantas inoculadas com
Erysiphe necator, os primeiros sinais foram observados dez dias apods as
inoculacdes, na face adaxial das folhas, em estagios fonologicos entre C e D (Figura
22). Para ambos os patdgenos, os sintomas manifestados apds as inoculacbes
foram os mesmos que o das folhas naturalmente infectadas. A morfologia do fungo
apos os testes de patogenecidade sdo idénticas a dos fungos inoculados
inicialmente, comprovados também pela caracterizacdo molecular. As plantas nao
inoculadas permaneceram assintomaticas.

O periodo de incubacéo para Erysiphe quercicola em seringueira, varia de uma a
trés semanas em folhas jovens, e cinco a seis semanas em folhas maduras
(FURTADO e SILVEIRA, 1993; TAM et al., 2016; WU et al., 2019). O periodo de
incubagéo para Erysiphe necator em seringueira foi semelhante ao encontrado por
Fonseca et al., (2019b), observando os primeiros sintomas do patégeno aos sete e
dezoito dias apés as inoculacdes em folhas jovens e maduras, respectivamente, de

Anarcadium ocidentale.

Figura 21 — Teste de patogenicidade. A) Folhas apresentando os primeiros sinais
de Erysiphe quercicola na face adaxial aos 4 dias ap0s a inoculacéo; B) Progresso
dos sintomas; C) conidios do fungo.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).
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Figura 22 — Teste de patogenicidade. A) Folhas apresentando os primeiros sinais
de Erysiphe necator na face adaxial aos 10 dias ap0s a inoculagéo; B) Progresso
dos sintomas; C) conidios do fungo.

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

A incidéncia e a severidade dos sintomas da doenca foram realizadas aos vinte
dias apo6s as inoculagbes, quando todas as plantas estavam sintométicas. A
severidade foi calculada com auxilio de uma escala diagramatica, onde para a
composicdo das médias de severidade, em cada planta foi avaliado cinco foliolos,
totalizando quinze folhas avaliadas por planta, em um total de cinco plantas
inoculadas para cada patégeno. As médias de severidade sdo apresentadas em

porcentagem na Tabela 4.

Quadro 3 — Médias de severidade aos 20 dias ap6s a inoculacdo. *Corresponde a
severidade média para cada patdgeno.

Severidade (%)

Patégeno
Plantal Planta2 Planta3 Planta4 Planta5 Total*
E. necator 4,5 3,5 0,5 15 1 2,2
E. quercicola 6 3,0 4,5 3,5 3,5 4,1

Fonte: Lisandro Pieroni (2019).

As maiores meédias de severidade foram observadas para as plantas inoculadas
com Erysiphe quercicola. Estudando a associa¢ao de Erysiphe necator e Erysiphe

guercicola em Anarcadium ocidentale, Fonseca et al. (2019b), observaram que em
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condi¢cBes naturais, Erysiphe necator esta associado apenas com folhas maduras.
Posteriormente, os autores demonstraram com testes de patogenicidade que o
patégeno também infecta folhas jovens com a mesma agressividade que Erysiphe
quercicola. Neste trabalho, Erysiphe necator foi encontrado apenas em associacao
com folhas maduras, tanto em condicbes naturais como nos testes de
patogenecidade. Fonseca et al. (2019b), levanta a hipétese que condi¢cdes de
luminosidade poderiam ser o fator principal que afeta a ndo infeccédo de Erysiphe
necator em tecidos foliares jovens em condi¢gdes de campo. Sugere se que Erysiphe
guercicola possui uma vantagem ecoldgica em relacdo a Erysiphe necator para
infectar determinados hospedeiros, considerando que em seringueira, Erysiphe
quercicola apresentou menor tempo de incubagéo e maior severidade em tecidos

jovens.
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5 CONCLUSOES

Com base em evidéncias morfologicas, moleculares e patogénicas, concluimos
gue duas espécies de fungos causadores de oidio estdo associadas a seringueira,
Erysiphe quercicola infectando folhas jovens e Erysiphe necator infectando folhas
maduras.

Este é o primeiro relato de Erysiphe necator infectando seringueiras no mundo, e
0 primeiro registro deste fungo infectando um hospedeiro da familia Euphorbiaceae.

Caracteristicas morfologicas da fase assexuada de fungos causadores de oidio

nado sao confidveis para sua identificacdo em nivel de espécie.
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Apéndice 1 — Caracteristicas morfolégicas dos isolados de oidios utilizados neste estudo.

65

CARACTERISTICAS S1 S2 S3 S4

Hifas

Hialinas + + + +

Septadas + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -

Apressorio Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

Largura 2,85 - 5,50 (3,87) 3,36 - 5,2 (3,98) 2,94 - 5,15 (3,94) 3,39-6,17 (4,23)

Conidio

Conidiogenese

Formato
Comprimento (um)
Largura (um)
Razéo C/L

Tudo germinativo
Corpos de fibrosina

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoide
24,57 - 38,88 (31,41)
14,37 - 21,11 (18,05)
1,47 - 2,21 (1,74)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoide
23,81 - 37,57 (30,91)
14,47 - 21,5 (18,37)
1,35-1,98 (1,68)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoide
25,78 - 39,49 (30,92)
14,37 - 22 (18,59)
1,22 -2,12 (1,67)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoide
24,8 - 40 (31,27)
15,00 - 23,01 (19,42)
1,28 -2,17 (1,61)
Tipo Pseudoidium

Conidiéforo

Comprimento (um)
Comprimento celula basal (um)
Largura da celula basal (um)

51,93 - 92,77 (70,86)
13,05 - 38,28 (24,48)
5,22- 7,81 (6,48)

43,79 - 86,69 (67,64)
16,49 - 37,46 (24,75)
5,02 - 7,82 (6,51)

53,87 - 86,69 (67,78)
15,73 - 36,52 (23,65)
6,26 - 8,86 (7,51)

48,2 - 134,57 (83,88)
15,16 - 75,37 (38,88)
4,64 - 6,72 (5,64)

Posicéo do septo basal 0,0-1,4(0,35) 0,0-4,6 (0,71) 0,0-2,9 (1,55) 0,0-6,31(0,97)
Base da célula basal Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel
N° de células adicionais 0-2 0-2 0-2 0-3
Cleistotecio Ausente Ausente Ausente Ausente
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Cont.
S5 S6 S7 S8 S9
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

2,99 - 5,14 (3,84)

3,36 - 4,84 (4,06)

3,32 - 5,46 (4,28)

2,92 - 6,4 (4,35)

2,98 - 5,51 (4,04)

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoide-Doliforme
26,08 - 40,82 (32,62)
17,09 - 24,33 (20,72)
1,27 - 2,07 (1,57)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipsoéide-Cilindrico-
Ovoide-Doliforme
24,09 - 38,59 (31,24)
14,38 - 22,63 (18,77)
1,26 - 2,08 (1,67)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipsoéide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
21,98 - 36,81 (30,48)
12,65 - 21,45 (18,09)
1,38 - 2,24 (1,69)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
26,26 - 39,17 (30,96)
14,47 - 20,73 (18,42)
1,31- 2,51 (1,68)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
21,98 - 38,06 (29,31)
12,65 - 22,19 (18,08)
1,32 - 2,20 (1,62)
Tipo Pseudoidium

52,27 - 120,48 (78,12)
19,72 - 52,67 (31,94)
5,02 - 7,03 (5,83)

53,17 - 91,36 (72,10)
16,39 - 42,68 (28,30)
5,12 - 7,07 (5,96)

41,26 - 79,29 (60,96)
11,6 - 40,46 (23,04)
5,44 - 8,42 (6,91)

46,74 - 81,88 (66,75)
12,78 - 35,81 (22,45)
5,8 - 8,37 (7,11)

41,26 - 86,57 (63,85)
11,79-37,46 (23,08)
5,02 - 9,57 (6,98)

0,0 - 5,02 (0,64) 0,0-2,8 (0,64) 0-3,3(0,57) 0 - 3,2 (0,60) 0-3,8(0,63)
Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel
1-2 1-2 0-2 0-2 0-2
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente



Cont.
S9 S10 S11 S12 S13
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

2,98 - 5,51 (4,04)

2,94 - 6,32 (3,61)

3,07 - 4,88 (3,92)

2,98 - 5,41 (4,03)

2,99 - 5,14 (3,81)

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
21,98 - 38,06 (29,31)
12,65 - 22,19 (18,08)
1,32 - 2,20 (1,62)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipsoéide-Cilindrico-
Ovoide-Doliforme
22,44 - 38,77 (31,25)
14,77 - 21,19 (18,03)
1,36 - 2,20 (1,73)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
23,21 - 37,86 (30,16)
15,96 - 21,56 (18,85)
1,33 -1,96 (1,60)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
26,14 - 39,33 (31,44)
16,44 - 22,42 (19,74)
1,22 -2,19 (1,59)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
24,39 - 38,42 (31,76)
16,29 - 22,42 (19,39)
1,36 - 1,90 (1,64)
Tipo Pseudoidium

41,26 - 86,57 (63,85)
11,79-37,46 (23,08)
5,02 - 9,57 (6,98)

46,09 - 81,45 (61,51)
14,26 - 31,09 (22,00)
5,82 - 8,09 (7,15)

46,17 - 84,24 (63,36)
13,6 - 40,47 (21,7)
5,88 - 8,58 (7,29)

30,16 - 88,1 (66,18)
12,6 - 44,3 (24,02)
5,82 - 9,57 (7,54)

50,52 - 84,52 (68,65)
12,81 - 36,88 (23,11)
6,45 - 9,46 (7,39)

0-3,8(0,63) 0-2,9(0,60) 0-3,84(0,67) 0-23 0 - 3,64 (0,66)
Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel
0-2 0-2 0-2 0-2 0-2
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
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Cont.
S14 S15 S16 S17 S18
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

3,01 - 4,97 (3,89)

2,98 - 5,68 (3,98)

3,09 - 5,87 (3,95)

3,24 - 6,40 (4,02)

3,39 - 5,15 (4,12)

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
25,60 - 40,39 (31,58)
15,45 - 22,00 (18,57)
1,41 - 2,23 (1,70)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
26,27 - 38,36 (30,76)
15,67 - 21,02 (18,55)
1,35 - 2,02 (1,66)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
15,96 - 37,16 (29,37)
12,18 - 21,65 (16,54)
1,05 - 2,14 (1,78)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
26,22 - 40,39 (31,81)
14,09 - 22,85 (18,26)
1,34 -2,71 (1,75)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
24,57 - 40,17 (31,55)
13,15 -21,41(17,81)
1,47 - 2,69 (1,78)
Tipo Pseudoidium

47,68 - 98,28 (67,21)
13,54 - 46,51 (24,45)
6,12 - 8,13 (7,04)

47,71 - 86,58 (67,01)
16,-86 - 36,13 (23,40)
6,45 - 9,40 (7,37)

51,7 - 82,33 (67,87)
12,4 - 36,23 (24,23)
5,22 - 9,98 (7,64)

54,87- 89,36 (71,53)
16,09 - 41,09 (25,98)
5,4 - 9,16 (7,06)

44,20 - 92,80 (71,22)
13,76 - 39,02 (25,78)
5,19 - 8,54 (6,89)

0,0-7,4(0,87) 0,0 -3,6 (1,01) 0,0-1,80(0,33) 0-1,95 (0,30) 0,0 - 4,60 (0,59)
Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel
0-2 0-2 0-2 0-2 0-2
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
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Cont.
S19 S20 S21 S22 S23
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

3,24 - 5,13 (3,89)

3,30 - 4,96 (4,03)

2,92 - 5,28 (3,95)

3,01 - 5,87 (4,00)

3,11 - 5,01 (3,92)

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
27,95 - 45,44 (35,34)
12,36 - 18,83 (15,77)
1,51 - 3,46 (2,26)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipsoéide-Cilindrico
27,26 - 46,3 (36,56)

11,49 - 16,69 (14,69)
1,68 - 3,67 (2,62)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
31,27 - 46,76 (37,25)
11,21 - 17,92 (15,23)
1,91 - 4,08 (2,46)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
24,71 - 50,47 (35,22)
12,38 - 18,36 (14,72)
1,64 - 4,04 (2,41)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
28,81 - 55,3 (37,38)
13,45 - 19,79 (15,68)

1,78 - 4,02 (2,41)
Tipo Pseudoidium

62,61 - 124,78 (84,55)
20,78 - 47,08 (30,22)
5,06 - 8,13 (6,17)

57,73 - 105,12 (79,33)
17,29 - 47,08 (29,6)
5,87 - 9,16 (7,08)

63,75 - 191,7 (92,55)
19,46 - 55,05 (35,28)
5,44 - 9,84 (6,92)

54,78 - 104,9 (77,85)
13,86 - 61,76 (31,17)
5,26 - 9,13 (7,09)

55,89 - 107,12 (81,45)
18,84 - 47,75 (31,87)
4,35 - 9,95 (6,91)

0,0 - 1,65 (0,23) 0 - 3,26 (0,68) 0 -4,3(0,89) 0-4,79 (0,95) 0-6,57 (0,87)
Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel
1-2 1-3 1-3 1-3 1-2
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
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Cont.
S24 S25 S26 S27 S28
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

3,65 - 5,77 (4,46)

2,98 - 6,17 (3,9)

2,98 - 4,61 (3,80)

3,01 - 5,30 (4,12)

3,09 - 5,20 (3,87)

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
26,27 - 48,19 (36,66)
12,35 - 17,7 (14,77)
1,82-3,4(2,49)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipsoéide-Cilindrico
25,65 - 41,67 (33,85)
10,19 - 17,89 (13,65)
1,69 - 3,36 (2,49)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
23,90 - 42,31 (33,52)
11,14 - 15,95 (13,16)
1,85 - 3,39 (2,45)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
27,77 - 41 (32,70)
11,14 - 17 (14,12)

1,81 - 2,94 (2,33)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-Cilindrico
26,48 - 43,28 (36,83)
12,65 - 17,84 (15,18)
1,68 - 3,13 (2,43)
Tipo Pseudoidium

45,66 - 103,54 (79,18)
16,47- 48,49 (29,07)
6,26 - 8,50 (7,60)
0,0 - 3,09 (0,54)
Ereta-Flexivel
1-2

62,72 - 111,49 (90,34)
19,84 - 49,63 (31,01)
5,57 -7,5(6,23)
0,0-1,76 (0,38)
Ereta-Flexivel
1-2

60,21 - 113,04 (88,76)
20,20 - 47,60 (31,61)
5,18 -7,5(5,87)
0,0 - 2,08 (0,39)
Ereta-Flexivel
1-2

59,4 - 116,5 (83,30)
16,19 - 54,43 (29,63)
5,06 - 7,46 (6,93)
0,0-1,87(0,19)
Ereta-Flexivel
1-2

62,71 - 117,06 (89,33)
20,06 - 52,16 (38,02)
5,0 - 6,93 (5,54)
0,0 - 2,44 (0,25)
Ereta-Flexivel
1-2

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Cont.
S29 S30 S31 S32 S33
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

2,93 -4,93 (3,78

3,11 - 5,87 (4,13)

3,24 - 5,15 (3,94)

2,92 - 5,12 (3,90)

3,12 - 5,89 (3,99)

Nao catetulado

Elipsoéide-Cilindrico

26,48 - 43,98 (36,96)

12,3-17,43 (14,61)
1,80 - 3,33 (2,45)
Tipo Pseudoidium

N&ao catetulado

Elipsdéide-Cilindrico
25,68 - 43,84 (35,47)
11,91 - 18,12 (14,72)

1,53 - 3,25 (2,43)

Tipo Pseudoidium

Nao catetulado

Elipsoéide-Cilindrico
31,41 - 44,32 (36,18)
11,37 - 18,74 (14,85)

1,90 - 3,19 (2,46)

Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipsoéide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
25,36 - 41,55 (31,99)
15,75 - 23,55 (19,31)
1,14 - 2,10 (1,66)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
27,84 - 41,63 (34,99)
16,56 - 23,16 (19,82)
1,33-2,35(1,77)
Tipo Pseudoidium

110 - 219,21 (148,80)
11,74 - 52,06 (26,21)
5,0 - 7,48 (5,82)

63,35 - 120,38 (85,37)
23,63 - 67,91 (37,70)
5,06 - 6,97 (5,74)

59,90 - 113,04 (81,68)
11,06 - 51,98 (24,64)
4,14 - 7,78 (6,37)

56,07 - 110,25 (77,84)
19,79 - 49,29 (35,54)
5,95 - 8,92 (7,44)

64,42 - 151,11 (95,77)
20,06 - 58,89 (38,77)
5,77 - 9,1 (7,33)

0,0 - 2,62 (0,30) 0,0-5,74 (0,42) 0,0 - 1,60 (0,37) 0-4,66 (1,15) 0-5,09 (1,2
Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel
1-3 1-2 1-2 1-2 1-3
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
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Cont.
S34 S35 S36 S37 S38
+ + + + +
+ + + + +
Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado Multilobulado

2,98 - 5,21 (3,93)

3,00 - 5,22 (4,08)

3,04 -5,23 (3,95)

3,25 - 4,14 (3,61)

3,11 - 6,34 (3,91)

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoide-Doliforme
25,78 - 42,87 (35,84)
17,19 - 23,44 (20,12)
1,47 - 2,05 (1,78)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
22,92 - 39,61 (30,8)
12,83 -21,81 (17,61)
1,4 -2,41 (1,75)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
24,22 - 38,02 (31,21)
15,1 - 26,35 (18,97)
1,26 - 2,01 (1,26)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipséide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
26,35 - 39,87 (33,58)
13,8 - 28,42 (20,51)
1,09 - 1,94 (1,64)
Tipo Pseudoidium

Nao catetulado
Elipsoéide-Cilindrico-
Ovoéide-Doliforme
25,41 - 40,52 (32,55)
14,96 - 21,54 (17,96)
1,43 - 2,34 (1,81)
Tipo Pseudoidium

58,02 - 101,63 (77,84)
20,18 - 54,72 (7,68)

62,24 - 129,07 (97,06)
27,51 - 64,36 (45,91)

40,98 - 82,13 (59,33)
16,52 - 35,38 (23,9)

46,73 - 88,75 (61,21)
15,16 - 41,31 (23,62)

39,01 - 78,37 (56,25)
13,54 - 44,54 (21,38)

6,27 - 8,73 (7,68) 5,24 - 7,73 (6,57) 6,45 - 9,03 (7,8) 5,77 - 8,73 (7,58) 0-8,89 (6,71)
0-6,01(0,86) 0-11,23(2,94) 0-2,6(0,7) 0-2,99(0,81) 0 - 4,87 (0,80)
Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel Ereta-Flexivel

1-2 1-2 1-2 1-2 1-2
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente



Cont.
S39 S40
+ +
+ +
Lobulado - Lobulado -
Multilobulado Multilobulado

3,07 - 5,48 (3,92)

3,04 - 6,10 (3,90)

N&o catetulado
Elipséide-cilindrico
25,41 - 40,12 (34,42)
14,96 - 23,29 (19,43)
1,31-2,34 (1,68)
Tipo Pseudoidium

N&o catetulado
Elipséide-cilindrico
26,28 - 43,49 (34,98)
15,56 - 23,58 (20,45)
1,36 - 2,30 (1,72)
Tipo Pseudoidium

39,01 - 78,37 (56,25)
13,54- 44,54(21,31)
5,62 - 8,89 (7,15)
0,0 - 4,87 (0,80)
Ereta-Flexivel
1-2

40,62 - 96,40 (66,20)
13,13 - 50,15 (26,25)
4,75 - 8,35 (6,80)
0,0-1,72(0,22)
Ereta-Flexivel
1-2

Ausente

Ausente
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