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Novas doencas de hortalicas
causadas por espécies de
Phytophthora no Brasil

Introducao

O género Phytophthora é composto por varias espécies de oomicetos
(= pseudofungos) capazes de induzir severas perdas de produgédo e de
qualidade em diversas hortalicas de importancia econémica, pertencentes
a diferentes familias botanicas (Erwin & Ribeiro, 1996). Phytophthora
capsici Leonian (Leonian, 1922) e P. nicotianae Br. de Haan (= P. parasitica
Dastur) (Ashby, 1928; Hall, 1993) sao os agentes causais de podriddes de
raizes, colo e frutos, estando distribuidas por muitas areas de produgéao de
hortalicas do mundo (Erwin; Ribeiro, 1996; Shan et al., 2004). A extensa
gama de hospedeiras desses dois patdégenos é um dos fatores que torna
extremamente dificil o estabelecimento de estratégias de controle eficazes e
duradouras (Erwing; Ribeiro, 1996; Granke et al., 2011; Hausbeck; Lamour,
2004; Ristaino; Johnston, 1999; Shan et al., 2004; Reis et al., 2018).

Em especial, muitas culturas pertencentes as familias botanicas Solanaceae
e Cucurbitaceae podem ser severamente afetadas por P. capsici (Erwin ;
Ribeiro, 1996; Hausbeck ; Lamour, 2004; Reis et al., 2007; Lamour et al., 2012;
Quesada-Ocampo et al., 2009, Reis et al., 2018b). A gama de hospedeiras
de P. capsici também abrange outras familias botanicas (Reis et al., 2018b;
Farr; Rosmman, 2019; Mendes ; Urben, 2019), tais como Fabaceae (Erwin ;
Ribeiro, 1996; Hausbeck ; Lamour, 2004; Petry et al., 2017) e Rosaceae (Erwin
; Ribeiro, 1996; Barboza et al., 2017). Entretanto, em relacéo as hortaligas,
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prejuizos econdmicos causados pelo ataque do oomiceto P. capsici tém sido
observados principalmente em pimentdo (Capsicum annuum), pimentas
(Capsicum spp.), abobrinha de moita (Cucurbita pepo), morangas (C.
maxima) e abdboras (C. moschata).

Phytophthora nicotianae é outra espécie de oomiceto altamente polifaga
(Skalamera et al., 2004; Shan et al., 2004). No Brasil, é a espécie mais
prevalente e disseminada dentro do género Phytophthora, sendo relatada
em 34 espécies hospedeiras de 22 familias botanicas, nas cinco regides
geograficas do pais (Mendes; Urben, 2019; Santos et al., 2014). Esse
patégeno tem sido relatado causando podriddes de raiz, colo e frutos em
diversas hortaligas no Brasil, incluindo salsa, morango, jil6, berinjela e
tomate (Lopes et al., 2005; Luz et al., 2005; Laureano & Reis, 2006;
Mendes; Urben, 2016; Petry et al., 2017b; Reis et al., 2018a).

Um conhecimento preciso sobre a etiologia, gama de hospedeiras e
distribuigao geografica de fitopatdgenos é muito importante para a elucidagao
de componentes epidemiolégicos das doengas de plantas, auxiliando na
tomada de decisdo em relagao as medidas de controle mais adequadas e
eficazes.

A presente Circular Técnica tem como objetivo descrever aspectos de
interesse para identificagdo e para o manejo de novas doengas bem como
daquelas pouco conhecidas e/ou emergentes causadas pelas espécies P.
capsici e P. nicotianae em hortaligas no Brasil.

Descricao dos sintomas

Solanaceas

Podridao olho de veado dos frutos do tomateiro (Phythophtora spp.) —
Essa doenca €& provocada por diferentes espécies de Phytophthora
habitantes do solo, principalmente por P. nicotianae e P. capsici. Ocorre com
mais frequéncia em tomate rasteiro, onde os frutos sdo mais sujeitos ao
contato direto com o solo. Em levantamentos conduzidos na Embrapa
Hortalicas (dados n&o publicados), constatamos que no Brasil, em mais de
80% dos casos, o0 agente causal é a espécie P. nicotinae. Frutos infectados
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desenvolvem uma podridao firme, com grandes anéis concéntricos de
tonalidades clara e escura de marrom. Os anéis se formam a partir do ponto
de infecgdo, normalmente na parte em contato com o solo, onde ficam
particulas aderidas (Figura 1a). Em condigbes de alta umidade relativa,
pode ser formado um mofo branco, correspondendo a estruturas do
patdgeno, sobre os frutos (Figura 1b).

Figura 1. Sintomas de podriddo de fruto em tomate causada por Phytophthora
nicotianae (A) e produgéo de micélio branco cotonoso sobre a area lesionada (B).

Tombamento de mudas de tomateiro (Phytophthora nicotianae e P.
capsici) — Phytophthora nicotianae e P. capsici podem também fazer parte
do complexo de patdgenos de solo que causam tombamento de mudas, em
pré e pos-emergéncia, e podriddao de raiz em tomateiro. No tombamento
de pré-emergéncia ha o apodrecimento da planta recém germinada, antes
mesmo da emergéncia. O tombamento € mais conhecido, entretanto, pelo
ataque em plantas recém emergidas, onde causa o seu tombamento pelo
apodrecimento da base do caule (Figura 2).

Podridao algodao da berinjela (P. capsici e P. nicotianae) — Os sintomas
nos frutos iniciam como pequenas manchas circulares concéntricas, que
evoluem para a podriddo de coloragdao marrom que pode exibir um micélio
branco cotonoso, sob condi¢cdes de alta umidade relativa (Figura 3). Em
seguida, os frutos se deterioram muito rapidamente. A podridao de fruto pode
ocorrer tanto na fase de pré-colheita quanto em pds-colheita.

Foto: Ailton Reis
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Figura 2. Podriddo de colo provocando tombamento em muda de tomate, tendo por
agente etioldgico Phytophthora capsici.

Foto: Ailton Reis

Figura 3. Podridao algodao em berinjela, causada por Phytophthora nicotianae.
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Podridao de fruto em jiloeiro (P. capsici e P. nicotianae) — Os sintomas
iniciam com pequenas manchas de coloragdo marrom, que expandem
rapidamente, e que também podem exibir um micélio branco cotonoso,
sob condicbes de alta umidade relativa, levando os frutos a uma rapida
deterioracéo (Figura 4). Essa podridao de fruto também pode ocorrer em pré-
colheita ou pés-colheita.

Foto: Ailton Reis

Figura 4. Podriddo em jil6, causada por Phytophthora nicotianae.

Morangueiro

Podridao de P. capsici — Frutos atacados, inicialmente apresentam uma
podridao caracterizada por uma descoloracado dos tecidos. Essa podridao
evolui rapidamente e, com o tempo, a regidao afetada & coberta por um
crescimento (mofo) branco cotonoso, constituido de micélio e estruturas
reprodutivas do patégeno (Figura 5a). O primeiro registro dessa doencga
em nivel mundial foi feito a partir de sua ocorréncia em areas produtoras no
Distrito Federal (Barboza et al., 2017).

Podridao de P. nicotianae — Os sintomas da podriddo por P. nicotianae
(Figura 5b) se assemelham muito com os da podriddo de P. capsici, sendo
impossivel distingui-los sem o isolamento do patégeno em cultura pura e
observagao das estruturas do patégeno em microscopio.
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Figura 5. Podriddo em fruto de morango, causada por (A) Phytophthora capsici e (B)

P. nicotianae.

Feijao de vagem

Podridao de Phytophthora capsici — A podriddo em vagens, causada por
P. capsici, tem inicio com uma descoloracéo dos tecidos e pode progredir
para uma podriddo coberta por crescimento branco do oomiceto (Figura

6). Eventualmente, o oomiceto pode
infectar caules tenros e folhas da planta,
causando podriddo e queima foliar,
respectivamente. O primeiro relato
dessa doenga nas condigdes brasileiras
foi feito recentemente em condig¢des de
campo aberto no Distrito Federal (Petry
et al.,, 2017a).

Salsa

Podridao de Phytophthora nicotianae
— A podridao ocorre principalmente nas
raizes e colo, levando a planta a murcha
e morte (Figuras 7a e b), sintoma que
pode ser confundido com o de outros
patégenos de solo. Se o patdégeno
infectar plantas jovens, pode causar
tombamento de mudas.

Fotos: Ailton Reis

Figura 6. Podriddo em feijao-
vagem, causada por Phytophthora
capsici.
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podridao de raiz.

Pesquisas realizadas na Embrapa Hortalicas

Com a finalidade de elucidar a etiologia das doengas observadas por esse
género de oomiceto, frequentemente encontradas em lavouras e na clinica
fitopatoldgica da Embrapa Hortaligcas, foi estabelecida uma colegéo de isolados
representativa de espécies de Phytophthora que foram coletados em campos
comerciais de diferentes hortalicas, principalmente no Distrito Federal e em
Goias (Tabela 1). Esses isolados, mantidos na colegéo de fungos e oomicetos
fitopatogénicos da Embrapa Hortaligas, foram identificados quanto a espécie,
grupo de compatibilidade sexual e testes de patogenicidade.

Identificacdo dos isolado

Teste de compatibilidade sexual — Isolados apresentando colbnias e
estruturas assexuais tipicas do género Phytophthora foram avaliados
quanto ao grupo de compatibilidade sexual com isolados padrées A1 e A2
das espécies P. capsici € P. nicotianae. A analise mais ampla incluiu estas
duas espécies porque sdo as mais comuns em hortalicas no Brasil (Mendes;
Urben, 2019). Os isolados foram pareados com os padrdes em placas de
Petri contendo suco V8 clarificado. Tiras de micélio (8mm de largura por 3cm
de comprimento) dos isolados padrdes foram depositadas sobre 0 meio de
cultura a 7cm uma da outra. Em seguida, uma outra tira de micélio do isolado
a ser testad foi colocada no centro da placa, equidistantemente dos isolados
paddes. As placas foram mantidas em incubadora BOD a 25°C no escuro.
Apoés dez dias de incubagao as placas foram observadas sob microscépio
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Tabela 1. Subgrupos de isolados de Phytophthora obtidos de amostras de hortalicas
e caracterizados na Embrapa Hortalicas, mais isolados referéncias descritos no
GenBank (mantenedor).

PCa-40 P. capsici Abdbora Uberaba—MG 2006
PCp-109 P. capsici Pimenta Morrinhos—GO 2006
Pmo-06 P. capsici Morango Brazlandia—DF 2009
Pmo-07 P. capsici Morango Brazlandia—-DF 2009
PCva-01 P. capsici Feijao-vagem Brazlandia-DF 2006
PCva-02 P. capsici Feijao-vagem Brazlandia—-DF 2006
Pmo-04 P. nicotianae Morango Brazlandia-DF 2009
Pmo-05 P. nicotianae Morango Brazlandia—DF 2009
PPt-38™ P. nicotianae Tomate Gama-DF 2002
PPbe-19™ P. nicotianae Berinjela Gama-DF 2004
PPji-24 P. nicotianae Jilo Abadiania—GO 2004
PPsal-04 P. nicotianae Salsa Quirinépolis—GO 2004
CBS128.23 P. capsici Capsicum Estados Unidos (EUA) NA

WPC3605 P. capsici Capsicum EUA (isolado tipo) NA

WPC6303 P. nicotianae Orquidea Indonésia 1989
WPC15938 P. infestans Batata Reino Unido 2006
WPC10116 P. nicotianae Metrosideros excelsa EUA 2002

*Numero de acesso no “Phytophthora database”
**|solados de P. nicotianae testadores de grupo de compatibilidade sexual.

esterioscopico procurando-se observer a presence de oosporos na regiao
de encontro dos isolado teste com os padrbes. Isolados que produzirem
oosporos no encontro com o padrdao A1, e ndo produziram odsporos no
encontro com o A2, sao classificados como sendo do grupo A2. Isolados que
produziram odsporos no encontro com o padréo A2 e nao o fizeram com o
padrédo A1, foram considerados do grupo A1.

Identificagao morfolédgica—Foram observadas as caracteristicas morfoldgicas
e morfométricas dos isolados de acordo com os trabalhos de Erwin e Ribeiro
(1996) e Waterhouse (1963). Para a caracterizagdo morfologica foram medidos
o comprimento e a largura de 30 esporangios de cada isolado, com o uso
de microscopio estereoscépico. Em adicao, foi também medido, da mesma
maneira, o didmetro de 30 oogbnios de cada isolado.
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Identificagdo molecular e analise filogenética — A identificacdo morfolégica
dos isolados foi complementada com o sequenciamento da regidao ITS
(Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossémico (rDNA) 18S5-26S nuclear de
acordo com Bowers et al. (2007). O DNA foi extraido usando uma modificaca

do método CTAB (Boiteux et al., 1999), a partir de micélio obtido de colbnias
cultivadas em meio V8 mais agar por sete dias. Para o sequenciamento, o
DNA genbmico dos isolados foi amplificado, via PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando os iniciadores universais ITS-1 (5-TCC-GTA-GGT-GAA-
CCT-GCG-G-3) e ITS-4 (5-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3’), conforme
descrito em White et al. (1990). Com as sequéncias obtidas foi realizada uma
analise filogenética de alguns isolados, comparando as sequéncias obtidas
com as sequéncias de isolados referéncia, depositados na base de dados de
Phytophthora (http://phytophthora.ucr.edu) e no GenBank (http://www.ncbi.nim.
nih.gov/). Sequéncias de outros isolados, pelo menos dois de cada hospedeira,
foram apenas comparadas quanto a similaridade com sequéncias de isolados
do GenBank e da base de dados de Phytophthora através da ferramenta “Blast”.

Testes de patogenicidade — Os testes de patogenicidade foram feitos
em etapas, pois a colegdo de isolados foi montada aos poucos. Testes de
patogenicidade de alguns isolados de tomate, berinjela e jilé foram conduzidos
em frutos das proprias hospedeiras. O teste de patogenicidade dos isolados
de feijao vagem foi feito pela inoculagdo dos isolados em vagens de feijao-
vagem e de caupi, bem como em frutos de tomate (cv. Santa Clara),
pimentdo (cv. Yolo Wonder) e pepino (cv. Caipira). A patogenicidade dos
isolados de morango foi avaliada em frutos de morango (cv. Oso Grande),
tomate (cv. Dominador) e pimentao (cv. Yolo Wonder). Os isolados de salsa
foram inoculados apenas em mudas de salsa (cv. Portuguesa).

Resultados obtidos

Identificagdo morfolégica — Todos os isolados analisados apresentaram
micélio branco com crescimento rasteiro (tipico de isolados de P. capsici)
ou aéreo (tipico de isolados de P. nicotianae) em meio V8 agar. Exames
microscopicos mostraram que todos os isolados possuiam hifas cenociticas
(= desprovidas de septos). Os isolados assim identificados como P. capsici
apresentaram esporangios papilados, piriformes com pedicelos longos
(Figura 8A) e clamiddsporos nao foram encontrados. As medidas de
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esporangios e oogobnios dos isolados identificados como P. capsici estao
apresentadas na Tabela 2 e estdo dentro dos intervalos descritos para essa
espécie (Waterhouse, 1963; Erwin; Ribeiro, 1996). Os isolados identificados
como P, nicotianae apresentaram esperangios papilados ovoides a esféricos
com pedicelos curtos (Figura 8C) e clamidésporos esféricos terminais
e intercalares. As medidas dos esporangios, oogbnios e clamidésporos
também se encontraram dentro dos intervalos descritos para esta espécie
(Erwing; Ribeiro, 1996). Os oodsporos de isolados de ambas as espécies
eram pleréticos e os anteridios anfigenos (Figuras 8B e D), conforme descrito
nas chaves taxonémicas para estas espécies. Foram encontrados isolados
dos grupos de compatibilidade A1 e A2 para as duas espécies, s6 que

Figure 8. Estrutura reprodutiva assexul (esporangio = es) e sexuais (anteridio = ant
e oogonio = 0o) de Phytophthora capsici (isolado PCVa-01 obtido de feijao-vagem =
a—b) e P nicotianae (isolado PMo-04 obtido de fruto de morango = c—d).
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Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas de isolados de Phytophthora caracterizados
na Embrapa Hortalicas, em comparagdo com as caracteristicas morfoloégicas de

isolados referéncias de P. capsici e P. nicotianae descritos em Erwin & Ribeiro (1996).

Isolado Esporangio Oogonio Clamidospo-
(um) (um) ros (um)

PCa-40 P. capsici 49.0 x 30.7 28.7

PCp-109 P. capsici A2 54.8 x 33.5 30.2 -
Pmo-06 P. capsici A1 52.7 x 32.6 31.1 -
Pmo-07 P. capsici A1 499 x 30.4 30.8 -
PCva-01 P. capsici A1 46.8 x 29.2 37.6 -
PCva-02 P. capsici A1 489 x 31.4 37.2 -
Pmo-04 P. nicotianae A2 48.3 x 30.4 30.4 31.1
Pmo-05 P. nicotianae A2 38.6 x 29.2 29.8 29.6
PPt-38" P. nicotianae A1 44,4 x 31,2 32,1 28,8
PPbe-19° P. nicotianae A2 43,3 x 30,6 31,8 29,2
PPji-24 P. nicotianae A2 44,6 x 31,1 33,2 32,0
PPsal-04 P. nicotianae A2 40,7 x 30,2 SilFS 30,7
Erwin & Ribeiro P, capsici _ 35_(15(())5:;;)_56 25('21;35'6 )
Erwin & Ribeiro P, nicotianae _ 40.18 x 28.53 15-64 (26.8) 13-60 (28)

*Isolados de Phytophthora nicotianae testadores de grupo de compatibilidade (= mating type
testers).

nunca provenientes da mesma lavoura, indicando que ndo esta ocorrendo
reproducao sexuada destes oomicetos em lavouras de hortalicas no Brasil.

Identificagdo molecular e analise filogenética — Os isolados identificados
morfologicamente como P. capsici apresentaram alta similaridade de
sequéncias daregiaoITS (98 a 100%) com isolados desta espécie depositados
no GenBank. Os isolados de P. capsici incluidos na analise filogenética
agruparam-se com isolados de referéncia dessa espécie com alto suporte
de “bootstrap”. Do mesmo modo, os isolados identificado morfologicamente
como P. nicotianae apresentaram alta similaridade de sequéncias e
agruparam-se com isolados de referéncia dessa espécie, com alto suporte
de “bootstrap” (Figura 9). Assim foi observada uma alta concordancia entre
os dados morfoldgicos e moleculares, reforgando a identificagdo de ambas as
espécies como agentes de doengas em hortaligas na regiao central do Brasil.
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P. capsici WPC3605

PCmo-06

PCva-02

100 —— PCva-01
——  PCa-40

————— PCmo-07
100 ——— PCp-109

P. capsici CBS 128.23
— Pmo-05

100 P. nicotianae WPC10116
P. infestans WPC6303
Pmo-04

P. infestans WPC 15938

0.

Figura 9. Andlise filogenética (Maximum Likelihood-Based Phylogenetic Analysis)
ilustrando as relagdes genéticas entre isolados de espécies de Phytophthora de
acordo com os niveis de identidade dos nucleotideos para um segmento da regido
ITS (Internal Iranscribed Sequence) do rRNA nuclear. Os nimeros nas proximidades
dos nos dos ramos da arvore representam os valores de suporte de bootstrap. Os
isolados incluidos nessa analise foram: PCa-40 (P. capsici de abébora / Uberaba—MG);
PCp-109 (P. capsici de pimenta / Brazlandia—DF); Pmo-06 (P. capsici de morango /
Brazlandia—DF); Pmo-07 (P. capsici de morango / Brazlandia—DF); PCva-01 (P. capsici
de feijao vagem / Brazlandia—DF); PCva-02 (P. capsici de feijao vagem/ Brazlandia—
DF); Pmo-04 (P. nicotianae de morango / Brazlandia—DF); Pmo-05 (P. nicotianae de
morango / Brazlandia—DF); PPt-38 (P. nicotianae de tomate /| Gama—-DF); PPbe-19
(P. nicotianae de berinjela / Gama-DF); CBS128.23 (P. capsici de Capsicum annuun,
EUA); WPC3605 [P. capsici de Capsicum annuun | EUA (= espécie tipo)]; WPC6303
(P. nicotianae de orquidea / Indonésia); WPC10116 (P. nicotianae de Metrosideros
excelsa (Myrtaceae) /| EUA) and WPC15938 (P. infestans de batata / Reino Unido,
usado como out-group).

Testes de patogenicidade — Os dois isolados de P. capsici obtidos de feijao-
vagem causaram podriddo de vagens em feijao vagem bem como nos frutos
inoculados de tomate (cv. Santa Clara), pimentao (cv. Yolo Wonder) e pepino
(cv. Caipira). Os outros isolados de P. capsici ou P. nicotianae também foram
capazes de infectar e causar podridées de frutos, quando inoculados em
suas hospedeiras originais. Todos os isolados de Phytophthora spp. foram
reisolados dos frutos ou das plantas inoculadas, confirmando serem os
agentes causais das doengas em estudo.
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Estratégias de manejo e controle

A prevencao das doengas causadas por P. capsici e P. nicotianae tem sido
a medida de controle mais importante, evitando-se o plantio sucessivo
de espécies suscetiveis na mesma area. A reducédo da populagdo desses
patégenos do solo pode ser obtida por meio da solarizagdo, indicada
principalmente para cultivos protegidos e pequenas areas. A rotagdo de
culturas, evitando-se o cultivo de plantas suscetiveis por mais de dois anos
na mesma area, também pode reduzir consideravelmente a incidéncia desses
oomicetos. Como medidas genéricas de controle, deve-se evitar o excesso
de adubagdo nitrogenada; evitar o encharcamento do solo, favorecendo
a drenagem do terreno antes da semeadura e a redugdo ao minimo das
irrigacdes, que devem ser feitas no periodo da manha, para que o excedente
de agua possa infiltrar no solo ou evaporar durante as horas mais quentes do
dia. Outras estratégias incluem evitar plantios em épocas em que a colheita
coincida com periodo chuvoso e utilizar cultivares de porte mais ereto, que
permitam melhor ventilagdo do solo. Gendtipos com resisténcia a P. capsici
foram identificados em tomateiro (Reis et al., 2018b) e em pimentao
(Reifschneider et al., 1992), tendo potencial para emprego como porta-
enxertos ou como fontes de genes para incorporagdo em cultivares
comerciais dessas duas hortalicas.
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