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RESUMO
Lopes, H.V,; Santos, A.F.; Luz, E.D.M.N.; Tessmann, D.J. Phytophthora palmivora: agente causal da podriddo da base do estipe da pupunheira

no Brasil. Summa Phytopathologica, v.45,n.2, p.164-171, 2019.

A area plantada com pupunheira (Bactris gasipaes) para a producdo de
palmito tem aumentado nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Tocantins, S0 Paulo, Parana e Santa Catarina. Nestas regides os plantios
sdo atacados pela podriddo da base do estipe (PBE), associada ao oomiceto
Phytophthora palmivora. Ha poucos trabalhos sobre a etiologia desta doenga,
pairando e, as vezes, ficam duvidas sobre a espécie de Phytophthora envolvida.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar morfologica,
fisiologica e molecularmente, os isolados de Phytophthora sp. oriundos de trés
polos de plantios de pupunheira, visando elucidar a sua etiologia. Os 31 isolados
de Phytophthora utilizados vieram de plantios de pupunheira dos estados de
Séo Paulo (Eldorado, Cajati e Registro), Parana (Paranagua e Morretes) e Santa
Catarina (Massaranduba, Garuva e Joinville). Avaliou-se o crescimento micelial
dos isolados de Phytophthora sp. em oito temperaturas (8, 12, 16, 20, 24, 28,
32 ¢ 36 °C), o aspecto das colonias, a produgio de esporangios, clamiddosporos
e oosporos. Foram medidas 50 estruturas de cada isolado e a analise molecular
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com base nas regides ITS1 e ITS2 e Cox1 e Cox2. Os trés padrdes de colonia
encontrados foram: ligeiramente estrelado, estrelado e cotonoso, sendo o
primeiro o mais frequente. Os isolados ndo cresceram as temperaturas de 8
°C e 36 °C, e a temperatura 6tima foi 23,7 °C. Os esporangios formados em
ontogenia simpodial apresentaram-se papilados, elipsoides em sua maioria,
com 21,1 - 84,8 um de comprimento e 17,4 —41,7 um de largura, caducos, com
pedicelos curtos 0,4 - 6,6 um, e relagdo comprimento/largura (C/L) variando de
1,3 - 1,9. As papilas mediram entre 0,9 - 11,2 pm de profundidade ¢ 0,5 - 11,4
um de largura. Clamidésporos globosos, terminais e intercalares, com 20,0 -
53,6 um de didmetro e 0,3 - 4,4 um de espessura de parede. Todos os isolados
foram heterotalicos e do tipo compativel Al. Odsporos globosos, aplerdticos
e sem ornamentac¢des nas paredes medindo 26,0 - 63,6 um, com anteridios
anfigenos. Com base nas caracteristicas morfofisiologicas e moleculares, os
isolados de pupunheira foram enquadrados na espécie Phytophthora palmivora
(Butler) Butler.

ABSTRACT

Lopes, H.V.; Santos, A.F.; Luz, E.D.M.N.; Tessmann, D.J. Phytophthora palmivora: causal agent of peach palm stem base rot in Brazil. Summa
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The area planted with peach palm (Bactris gasipaes) for the production of
palm heart has increased in the Brazilian states of Bahia, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Tocantins, Sdo Paulo, Parana and Santa Catarina. In these regions,
the crops are attacked by stipe basal rot (SBR), a disease associated with the
oomycete Phytophthora palmivora. There are few studies on this disease, and
some doubts about the species Phytophthora palmivora remain. Thus, the
objective of this study was to identify and morphologically, physiologically
and molecularly characterize Phytophthora sp. isolates obtained from
three peach palm plantation sites in order to elucidate its etiology. The
31 Phytophthora isolates were obtained from peach palm crops in the
states of S@o Paulo (Eldorado, Cajati and Registro), Parana (Paranagua
and Morretes) and Santa Catarina (Massaranduba, Garuva and Joinville).
Mycelial growth of isolates was evaluated at eight temperatures (8, 12,
16, 20, 24, 28, 32 and 36 °C), as well as the aspect of the colony and the
production of sporangia, chlamydospores and oospores. Fifty structures
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of each isolate were measured, as well as molecular analysis based on the
regions ITS1 and ITS2 and Cox1 and Cox2. Three colony patterns were
found: slightly starry, starry and cottony, and the first pattern was most
frequent. There was no growth at 8 °C and 36 °C and the optimal growth
temperature was 23.7 °C. The sporangia formed on sympodial ontogeny
were papillate, predominantly ellipsoid, showing 21.1 — 84.8 um length
and 17.4 — 41.7 um width, caducous, with a short pedicel of 0.4 - 6.6 pm
and a length-to-width ratio varying from 1.3 to 1.9. The papillae measured
between 0.9 — 11.2 um length and 0.5 — 11.4 um width. Chlamydospores
were globose, terminal and interpolate, showing 20.0 — 53.6 um diameter
and 0.3 — 4.4 um wall thickness. All isolates were heterothalic of the
compatible mating type Al. Oospores were globose and aplerotic with
no ornamented walls, measuring 26.0 — 63.6 um, and showing amphigynous
antheridia. Based on these morphological and molecular characteristics, the
peach palm isolates were identified as Phytophthora palmivora (Butler) Butler.

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth. var. gasipaes Henderson)
¢ uma espécie florestal nativa da Amazonia brasileira que tem sido
plantada para produgao de palmito em varias regides brasileiras, como
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nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e, mais
recentemente no Sul, nos estados do Parana e Santa Catarina (14),
atingindo 20.000 ha em 2014 e uma produgédo aproximada de 116 mil
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toneladas (15). A pupunheira ¢ uma boa opgao para os produtores rurais,
pois permite cortes sucessivos de palmito por varios anos, perfilha, tem
ciclo precoce e o palmito ndo oxida ap6s o corte, 0 que permite a sua
comercializagdo in natura (19). Além disso, a pupunheira tem grande
importancia ecoldgica, por diminuir a pressdo de consumo do palmito
jucara (Euterpe edulis Martius), planta que ¢ explorada de forma
extrativista na Mata Atlantica, com riscos de extingao pela redugéo de
suas populagdes naturais (19).

Com a expansao da area plantada com pupunheira incentivaram-se
os problemas fitossanitarios em viveiros e plantios (19) destacando-se a
doenga podridao da base do estipe (PBE). As plantas com sintomas da
PBE caracterizam-se pela murcha e amarelecimento da folha bandeira
(folha ndo aberta), seguido do amarelecimento e seca das demais folhas,
podendo provocar a morte da planta-mae e, as vezes, dos perfilhos e
de toda a touceira (2, 18). O que chama a atengdo na fase inicial desta
doenca é o amarelecimento da folha bandeira, a qual pode ser arrancada
facilmente do caule. Em plantios comerciais de Goids constatou-se a
incidéncia de até 50% de individuos atacados (27) e, em viveiro da
Bahia, Santos & Luz (24) relataram perdas de até 70% de plantas com a
PBE. No estado do Para, Benchimol et al. (2) registraram perdas de 30%
em mudas enviveiradas e 10% em plantas adultas. Em outras regides,
como Séo Paulo, Santa Catarina e Parana, tem-se verificado o aumento
nos ultimos anos da ocorréncia desta doenga (8, 10). A PBE causa a
morte da touceira e, por poder ser a pupunheira explorada por mais de
15 anos, permitindo cortes periddicos de seus perfilhos para obtengio
do palmito, o impacto da doenga na produgéo ¢ grande, pois reduz a
longevidade dos plantios. Apesar de sua importancia socioeconomica
em varias regides brasileiras, a pupunheira tem recebido pouca atengdo
fitopatologica.

A PBE ¢ causada pelo oomiceto Phytophthora palmivora (Butler)
Butler (18) e, no Brasil, este patogeno ja foi relatado em Sado Paulo
(16), Parana (18), Para (2), Pernambuco (26), Goias (27), Bahia (24),
Parana (18) e Santa Catarina (23). No entanto, por ser uma doenga
de ocorréncia recente no Brasil, ha poucas informagdes sobre a sua
etiologia, e os poucos registros, em sua maioria, sao pontuais e sem
descricdo e identificacdo consistentes do agente causal. Além disso,
ndo se sabe ainda se ha envolvimento de mais de uma espécie de
Phytophthora como ¢ comum em outros hospedeiros cultivados no
Brasil, tais como: o cacaueiro que ¢é atacado por P. palmivora, P, capsici,
P. citrophthora e P. heveae (11) e a seringueira por P. palmivora, P.
citrophthora ¢ P. palmivora (21, 22).

Com a expansdo dos cultivos a PBE pode tornar-se um fator
limitante a cultura da pupunheira. Ha, portanto, necessidade de
pesquisas para melhor compreender a sua etiologia. Assim, este trabalho
objetivou caracterizar morfofisologica e molecularmente isolados de
Phytophthora sp. oriundos de trés regides brasileiras de cultivo da
pupunheira visando a sua identificagdo especifica.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados

Os isolados de Phytophthora sp. foram obtidos de amostras de
plantas de pupunheira com sintomas de PBE coletadas em trés regides
produtoras de pupunheira dos estados do Parand, Santa Catarina e
Sao Paulo. Os isolamentos foram feitos a partir de fragmentos da
porgdo interna do estipe, os quais foram submetidos a desinfestacéo
superficial em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio 0,5%
por 30 segundos, lavagem em agua ultrapurificada e esterilizada e
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remocdo do excesso de agua em papel esterilizado. Os fragmentos
foram depositados em placas de Petri contendo agar-dgua a 2%
suplementado com benomil (40 ppm), PCNB (100 ppm), ampicilina
(80 ppm) e cloranfenicol (40 ppm). As placas de Petri foram incubadas
a 24°C, por seis dias, no escuro. Apds este periodo, foram obtidas
culturas com hifas cenociticas, tipicas de Phytophthora. As colonias
de Phytophthora foram repicadas para placas de Petri contendo meio
V8-agar (200 mL de suco V8, 4 g de CaCO3, 18 g de agar e 800 mL de
agua ultrapurificada). Foram obtidos 31 isolados de Phytophthora sp.
mantidos em 6leo mineral Nujol e Castellani na colegdo da Embrapa
Florestas, Colombo-PR, conforme segue: Sdo Paulo — Cajati (SA15,
SA16,SA17, SA18), Eldorado (SA8, SA13, SA14) e Registro (SA34,
SA34-A, SA35, SA35-A, SA35-B); Parana — Morretes (SP1, SAS) e
Paranagua (SA2, SA3, SA9, SA12, SA30, SA30-A, SA31, SA31-A,
SA32, SA32-A); Santa Catarina — Garuva (SA33, SA33-A, Matatias),
Joinville (SA11, SA19, SA20) e Massaranduba (SA10) .

Caracterizacido morfoldgica dos isolados de Phytophthora sp.

Para avaliagdo das caracteristicas culturais os isolados foram
cultivados em meio V8-agar a 24 °C, por sete dias, no escuro. A
avaliacdo da descri¢do do aspecto morfoldgico de cada colonia foi
realizada conforme Erwin & Ribeiro (7).

Para a avaliagdo da esporulagdo os isolados de Phytophthora
sp. foram cultivados em placas de Petri com meio V8-agar, sob luz
continua, em condi¢des de laboratdrio, por sete dias. Apods esse periodo
foram retirados discos (5 mm) de meio de cultura com massa micelial
esporulante e tocados em gotas de azul de metileno e lactoglicerol
sobre laminas de vidro, para o deslocamento e a coleta de esporangios.
Posteriormente, sob microscopio de luz, observou-se a forma dos
esporangios; determinou-se a largura e o comprimento do esporangio,
a largura e a profundidade da papila e o comprimento do pedicelo.
Para os clamidosporos determinou-se o didmetro, a largura da parede
da estrutura e sua disposi¢do, terminal ou intercalar. De cada estrutura
foram medidas 50 unidades para cada isolado de Phytophthora sp.

Para avaliar a ontogenia dos espordngios, discos (5 mm de
diametro) de micélio dos isolados de Phytophthora sp. crescidos em
V8-agar por sete dias, foram transferidos para placas de Petri contendo
extrato de solo ndo-autoclavado (50 g de solo colocado em 1 L de agua
ultrapurificada e esterilizada). As placas foram mantidas no ambiente
de laboratorio, sob luz continua, por 48 horas. Apds esse periodo as
placas foram observadas ao microscopio (objetiva 10X) quanto a
ontogenia dos esporangios.

Para avaliagdo das estruturas sexuadas procedeu-se ao pareamento
dos isolados de Phytophthora sp. com isolados padrdes de Phytophthora
frigida, grupos de compatibilidade A1 ¢ A2, obtidos da colegdo da
Embrapa Florestas, Colombo-PR. Para isso um disco (5 mm de
diametro) de meio V8-agar com micélio em crescimento ativo de
cada isolado de Phytophthora sp. foi retirado e colocado em uma
placa de Petri com meio V8-agar. Do lado oposto, outro disco do
mesmo didmetro contendo micélio do isolado padrao foi colocado a
uma distancia de aproximadamente 3 cm entre eles. As placas de Petri
foram envoltas em papel aluminio e acondicionadas em cdmaras do
tipo BOD a 24 °C, por seis dias, em escuro continuo. A compatibilidade
dos isolados foi avaliada pela presenca ou ndo de o6sporos e medidas
50 unidades por isolado.

Foi avaliado o crescimento micelial nas temperaturas 8, 12, 16, 20,
24,28, 32 ¢ 36°C. Para isso, discos (5 mm de didmetro) de cultura em
V8-agar com sete dias foram transferidos para o centro de placas de
Petri contendo meio de cultura V8-agar, as quais foram incubadas nas
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respectivas temperaturas, no escuro, por sete dias. Foram utilizados trés
repeticdes para cada isolado, em cada temperatura. As avaliagdes foram
feitas no terceiro, quinto e sétimo dia ap6s a instalagao do experimento.
As medi¢des ocorreram em dois sentidos diametralmente opostos com
o auxilio de um paquimetro digital. O didmetro da colénia foi expresso
pela média aritmética das duas medidas. Para determinar a temperatura
otima de crescimento dos isolados foi realizada a regressao polinomial
com os dados no Excel” e depois calculada a derivada da primeira da
regressao.

Caracterizaciao molecular dos isolados de Phytophthora sp.

O processo de extragdo de DNA foi realizado seguindo protocolo
para extragdo de DNA de plantas do kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, EUA), seguindo as recomendagodes do
fabricante. A analise do produto da extragdo do DNA foi realizada em
gel de agarose 0,8% (0,40 g de agarose para 50 mL de tampao SB 0,5x).

Foram amplificadas duas regides ITS1 e ITS2 do DNA ribossomal
(rDNA) e CoxI e Cox2 do DNA mitocondrial (mtDNA). Para a
amplificacdo das regides ITS1 e ITS2, foram empregados os pares
de primers 1TS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS6
(5’-GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG-3’) (10). A reagdo de PCR
foi executada com volume total de 15 pL, contendo 2 uL. do DNA
gendmico, 6,7 pL de agua ultrapurificada, 0,45 pL de MgC12 (50mM),
1,5 pL de tampao de PCR (10x), 1,2 uL de dNTP’s (2,5 mM), 1,5 uL
de cada primer ¢ 0,15 pL da Taq DNA polimerase, ¢ volume final de
15 pL. As amplificacdes foram efetuadas em termociclador Applied
Biosystems, programada para 35 ciclos, cada um constituido pela
seguinte sequéncia: 94 °C por 3 min, 94°C por 1 min, 55 °C por 1
min, foi feita uma etapa de extensdo final de 72 °C por 1 min e, por
ultimo, a temperatura foi reduzida para 4°C.

Para amplificacdo das regides CoxI e Cox2 a reagdo de PCR
foi executada com volume total de 15 pL, contendo 2 uL. do DNA
gendmico, 5,65 pL de agua ultrapurificada, 0,9 pL de MgClI2 (3 mM),
1,5 uL de tampao de PCR (10x), 1,2 uL de ANTP’s (2,5 mM), 1,5 pL
de cada primer ¢ 0,75 pL da Taq DNA polimerase, ¢ volume final de
15 pL. As amplificacdes foram efetuadas em termociclador Applied
Biosystems, programada para 40 ciclos: 95°C por 3 min, 95 °C por
I min, 65,5 °C por 1 min e 72°C por 1 min de extensdo final, ¢ a
temperatura reduzida para 4°C.

Apbs a amplificagdo as amostras foram aplicadas em gel de agarose
(2%v/v), com 3 pL de produto da PCR amplificado juntamente a 3 uLL de
tampdo de corrida (loading buffer) procedendo-se a corridaa 100 V. Os
fragmentos amplificados foram visualizados em um transluminador.
As reagoes de sequenciamento consistiram de 3 pL do produto de PCR
purificado, 0,5 pL de Buffer; 0,5 pL de cada iniciador (primer); 0,5
uL do Big-Dye, completando-se para um volume final de 10 pLL. com
agua ultra pura. As condigdes de amplificagao utilizadas foram: 96
°C por 1 min, e por 35 ciclos a 96 °C por 10s, 50°C por 5 s e 60 °C
por 4min. As amostras foram sequenciadas em sequenciador Applied
Biosystems.

As sequéncias de tDNA ¢ mtDNA dos isolados foram
comparados com sequéncias de Phytophthora disponiveis no
Phytophthora-1D (http://phytophthora-id.org/). Os resultados
foram interpretados encontrando semelhangas entre as sequéncias
em andlise ¢ as disponiveis no banco de dados para Phytophthora.

Teste de patogenicidade dos isolados de Phytophthora
sp. - Para a obtencdo da suspensdo de zodsporos as culturas de
Phytophthora sp. foram crescidas em meio V8-4gar e incubadas
sob luz continua durante sete dias. Ao final deste periodo 10 mL
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de agua ultrapurificada e esterilizada foi adicionado a cada placa
de Petri, sendo estas colocadas em geladeira por trinta minutos.
Em seguida as culturas de Phytophthora sp. foram deixadas sobre
a bancada em condi¢des de ambiente de laboratdrio por mais trinta
minutos para que houvesse a liberagdo dos zodsporos. A suspensdo
obtida em cada placa foi vertida em um copo de Béquer, separando
uma aliquota para a determinagdo da concentragdo de zodsporos
em camara de Neubauer.

A inoculagdo consistiu na injecdo de uma aliquota de 0,1 mL
da suspensdo de 2,2x10° zodsporos.mL-1 de Phytophthora sp., com
seringa descartavel, em uma incisdo feita, previamente, na base do
estipe das mudas de pupunheira (8). A testemunha consistiu em
injetar uma aliquota de 0,1 mL de agua ultrapurificada e esterilizada.
A avaliagdo foi realizada observando os sintomas da doenca.

RESULTADOS

Os 31 isolados de Phytophthora sp. apresentaram trés padrdes de
colonia em V8-4gar, conforme segue: estrelado (3,3%), ligeiramente
estrelado (93,5%) e cotonoso (3,2%) (Figura 1E). O micélio
apresentou-se hialino com hifas cenociticas. Os isolados produziram
abundantemente esporangios em meio de V8-agar. Os esporangios
eram caducos e papilados, predominantemente elipsoides,
apresentando outras formas como ovoides, globosos, limoniformes,
obturbinados e formas distorcidas (Figura 1). As dimensdes dos
esporangios variaram de 21,1 - 84,8 um no comprimento (C) e de
17,4 - 41,7 ym na largura (L), com média de 41,0 x 26,1 pm. A relagao
C/L variou de 1,3 a 1,9. As medidas da papila, profundidade (P) e
largura (L), variaram de 11,4 x 11,2 pm até 0,5 x 0,9 pm com média
de 4,2 x 5,1 um (Tabela 1).

O tamanho do pedicelo variou de 0,4 a 6,6 pm com média de 1,5
um. Todos os isolados de Phytophthora sp. formaram clamiddsporos,
apresentando-se como globosos, terminais ou intercalares com didmetro
variando de 20,0 - 53,6 um com uma média de 23,3 um ¢ espessura de
parede variando de 0,3 - 4,4 um com uma média de 1,59 um (Figura
1). Em extrato de solo, a produg@o de esporangios foi abundante e
observou-se a presenca de esporangios papilados, que apresentaram
um arranjo simpodial (Figura 1A).

Os isolados de Phytophthora sp. ndo cresceram nas temperaturas
de 8°C e 36°C ¢ a temperatura 6tima variou de 23,6°C a 23,9°C.

Os fragmentos das regides ITS1 e ITS2 do rDNA e os das regides
Cox1 e Cox2 do mtDNA amplificados dos isolados de Phytophthora
sp. de pupunheira apresentaram 862 a 941e 450 a 500 pares de bases,
respectivamente. A comparagao das sequéncias das regides ITS e COX
dos isolados com o banco de dados disponivel no Phytophthora-1D
revelou maior similaridade dos isolados com a espécie P. palmivora
(Tabela 2), sendo que a similaridade dos isolados para a regiao ITS foi
de 93 a 100% e para a regido Cox foi de 92 a 100%.

No sétimo dia apds a inoculagao (7DAI), observou-se, nas plantas
inoculadas, que 96% das mudas apresentavam sintomas caracterizados
pelo amarelecimento da primeira folha aberta. Aos 14DAI, as mudas
apresentaram sintomas de murcha e amarelecimento na folha
bandeira (folha ndo aberta) e nas demais folhas e, aos 21DAI, 67%
das mudas inoculadas com P. palmivora estavam mortas. As plantas
do tratamento testemunha ndo apresentaram sintomas. O patdogeno
foi reisolado a partir das amostras das plantas doentes, completando
os postulados de Koch. Os 31 isolados de Phytophthora sp. foram
patogénicos a pupunheira.
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Tabela 1. Dimensdes das estruturas assexuadas e sexuadas dos isolados de Phytophthora sp. de pupunheira.

Esporangio (nm)

Diametro de

Didmetro de

Diametro de

Isolado Comprimento (C) Largura (L) C/L Pedicelo (pm) clamidésporo (um) Odsporo (um) Oogonio (pm)
SP1 40,8*-84,8"° 27,1-41,7 1,7 1,6 -5,7 27,1 -53,6 32,3-54,0 43,2-64,9
A2 24,8 - 55,9 18,7 -30,2 1,7 0,9-4,7 24,3 -34,8 32,3-59,3 40,6 - 65,0
SA3 29,7-59,5 19,1 -253 1,9 0,9-5,7 24,9-352 31,3-58,8 39,2- 64,8
SA5 24,1 -69,5 20,8 -33,3 1,8 1,5-57 25,3 -40,5 31,4- 56,7 42,0- 65,4
SA8 22,8 -46,5 18,9 - 29,4 1,3 1,2-5,1 25,1-32,1 31,4-539 42,0 - 63,0
SA9 25,9-472 20,7 - 36,7 1,4 0,9-5,0 24,1 -30,4 35,4- 53,9 42,1 - 63,6
SA10 27,5-54,8 21,0 - 32,6 1,5 1,2-48 23,2-28,0 34,0 - 56,6 40,6 - 69,6
SA1l 30,1-56,3 21,3-344 1,6 1,2-55 22,5-304 32,0 -56,5 39,5- 66,2
SAI12 24,2-559 18,5 - 34,0 1,6 0,6-55 20,2 - 30,5 29,6 - 50,1 40,8 - 57,6
SA13 23,1-55,6 17,4-31,8 1,5 1,1-57 20,4 -273 26,0 -52,3 36,4 - 63,0
SA14 30,2 -52,8 21,2-31,6 1,5 09-5,1 20,4 -373 26,9 - 54,7 32,2-66,5
SA15 30,9 -53,3 21,5 -30,1 1,6 0,6-5,9 21,3-30,2 28,2 - 60,0 37,7-69,7
SA16 30,2 - 56,4 20,6 - 30,6 1,5 0,7-4,6 22,2-27,6 31,4-547 39,4 - 64,4
SA17 32,5-58,7 22,9-339 1,6 1,3-52 21,7-333 38,0 - 54,0 38,5 - 66,1
SA18 27,9 -51,6 19,7 - 30,3 1,6 0,6-5,1 20,7 - 30,1 33,6-52,1 39,0-61,8
SA19 28,5-53,0 18,5 -30,7 1,6 1,3-6,4 20,7 - 29,7 32,1-54,6 40,5 - 64,5
SA20 29,6 -73,3 22,7-35,1 1,7 09-54 20,5 - 34,6 36,3 - 60,5 40,8 - 67,1
SA30 26,6 - 51,8 19,5 - 28,8 1,6 0,8-6,1 20,4 -27,6 33,1-552 41,4 - 64,6
SA30-A 28,6 - 59,0 18,8 - 30,1 1,7 0,6-5,9 20,1-31,3 34,4 -545 39,3-66,1
SA31 25,5-60,2 20,5-31,2 1,6 1,0-54 20,2 -29,1 34,0-54,5 34,8 - 66,1
SA31-A 25,6 -52,5 20,1 -32,8 1,5 09-54 20,1-283 37,1-57,7 42,7-67,0
SA32 29,2 -479 20,8 -31,0 1,4 0,4-4,7 20,1 - 28,4 38,1-59,3 41,0 - 66,5
SA32-A 27,7 - 50,1 19,5 - 30,6 1,5 09-43 20,1 - 28,3 31,4 -60,5 38,1-71,5
SA33 21,1-45,6 19,5-29,5 1,5 1,2-47 20,4 - 28,9 33,6-55,7 39,1 - 64,7
SA33-A 28,8 - 80,9 19,9 - 30,6 1,6 0,9-4,2 20,2 - 29,5 35,2-59,1 39,1-68,1
SA34 26,6 - 51,7 19,8 - 30,7 1,5 0,6 -4,7 20,4 - 29,1 35,2-54,0 34,8 -654
SA34-A 27,2-51,0 20,1 - 30,2 1,5 0,6 -4,8 20,6 - 28,3 35,4 - 58,1 41,0 - 65,3
SA35 30,5 - 58,2 21,1-33,0 1,6 0,8-4,9 20,4 -31,2 29,6 - 56,6 37,4 -65,1
SA35-A 27,7-172,7 18,6 - 34,7 1,6 0,9-4,8 20,4 - 28,9 32,9-61,7 41,4-679
SA35-B 31,2-553 22,3-335 1,6 1,7-49 21,5-28,8 33.8-61,7 39,5-72,4
Matatias 30,5 -52,2 20,7-29,2 1,6 2,9-6,6 20,0 - 29,2 34,0 - 63,6 39,6 - 70,7
“Limite inferior; "Limite superior
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Figura 1. Morfologia de Phytophthora palmivora. Esporangios elipsoide (A1), ovoide (A2), globoso (A3), obturbinado (A4) e presenga de um
clamiddsporo, limoniforme (AS5), bipapilado (A6) e formas distorcidas (A7, A8 e A9); Clamidosporos terminal (B1) e intercalar (B2); Disposigao
simpodial dos esporangios nos esporangi6foros (C); Oodsporos com anteridio anfigeno (D) (setas); e Morfologia das culturas em meio V8-agar,
a 24°C, aos sete dias de cultivo: estrelada (E1), ligeiramente estrelada (E2) e cotonosa (E3).
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Tabela 2. Similaridade de isolados de Phytophthora palmivora de pupunheira, mediante comparagdo de sequéncias de DNA dos genes ITS e

Cox do banco de dados Phytophthora-1D.

ITS

Identidade em relacio

Referéncia no

Cox

Identidade em relacio Referéncia no

Isolado Espécie
(%) a referéncia Phytophthora-1D (%) a referéncia Phytophthora-1D
SA2 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA3 P. palmivora 99 AF266780 100 P10769
SAS P. palmivora 99 AF266780 97 P10769
SA8 P. palmivora 96 AF266780 99 P10769
SA9 P. palmivora 93 AF266780 100 P10769
SA10 P. palmivora 94 AF266780 99 P10769
SAll P. palmivora 92 AF266780 98 P10769
SA12 P. palmivora 99 AF266780 95 P10769
SA13 P. palmivora 98 AF266780 94 P10769
SA14 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA15 P. palmivora 99 AF266780 92 P10769
SA17 P. palmivora 99 AF266780 100 P10769
SA18 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA20 P. palmivora 99 AF266780 95 P10769
SA30 P. palmivora 99 AF266780 97 P10769
SA30-A P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA31-A P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA32 P. palmivora 100 AF266780 98 P10769
SA32-A P. palmivora 99 AF266780 96 P10769
SA33 P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA33-A P. palmivora 99 AF266780 95 P10769
SA34 P. palmivora 98 AF266780 99 P10769
SA34-A P. palmivora 99 AF266780 99 P10769
SA35 P. palmivora 99 AF266780 100 P10769
SA35-B P. palmivora 100 AF266780 93 P10769
Matatias P. palmivora 99 AF266780 98 P10769
DISCUSSAO usadas para identificar as espécies de Phytophthora (7, 9, 25). No

Neste estudo foram caracterizados 31 isolados de Phytophthora
sp. oriundos de plantas com sintomas da PBE de trés regides
brasileiras produtoras de pupunheira no Brasil. Phytophthora sp. foi
consistentemente isolado das amostras de plantas sintomaticas de
pupunheira jovens e adultas e todos os isolados foram patogénicos a
pupunheira. Os isolados de Phytophthora sp. produziram em meio V8-
agar esporangios caducos, com pedicelos curtos, papilados, presenga
de clamiddsporos, culturas heterotalicas e anteridios anfigenos. As
carateristicas morfologicas dos isolados assemelham-se a Phytophthora
palmivora (Butler) Butler (7, 9, 25). A identificag¢@o foi confirmada
através da analise dos fragmentos das regides ITS1 e ITS2 do rDNA
¢ Cox1 e Cox2 de mtDNA. Phytophthora palmivora encontra-se no
grupo 11 (29) e clado 4 (4).

As caracteristicas morfoldgicas assexuadas (esporangio e
clamiddsporo) e sexuadas (oogdnio, anteridio e odsporo) tém sido

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 45, n. 2, p. 164-171, 2019

presente estudo os isolados de P. palmivora produziram esporangios
caducos e papilados, relagdo C/L variando de 1,3 a 1,9, com pedicelo
pequeno (<6,6 um), em acordo com o que outros autores ja reportaram
para esta espécie em pupunheira (16, 18) e em outros hospedeiros,
como figo (Ficus carica L.) (20), mamoeiro (Carica papaya L.) (5),
cacaueiro (Theobroma cacao) (6) e seringueira (Hevea brasiliensis)
(21). Santos et al. (18) verificaram em isolados de P. palmivora de
pupunheira dimensdes parecidas para os esporangios (30,7 x 46,4 pm),
além de outras caracteristicas como papilas proeminentes (6,4 x 7,9
um) e ontogenia simpodial. Em outros hospedeiros, como damasco
(Prunus armeniaca L.), Tirkdlmez et al. (28) também reportaram
que os isolados de P. palmivora apresentaram ontogenia simpodial e
dimensoes de esporangios (36,0 x 42,5 um) e pedicelo (<3 um) que se
assemelham as deste trabalho. Resultados parecidos para caracteristicas
esporangiais de P. palmivora também foram observadas por Carnatiba
et al. (6) em mamoeiro ¢ Machado et al. (12) em abacateiro.
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Os clamidodsporos sdo produzidos por mais de 32 espécies de
Phytophthora (7), sendo que algumas espécies produzem clamidosporos
com maior frequéncia que outras. No presente estudo todos os isolados
de P. palmivora produziram clamiddsporos. Clamiddsporos com
dimensdes similares as deste trabalho também foram relatadas por
outros autores para trabalhos com P. palmivora em pupunheira (18) e
em damasco (28). De acordo com Stamps et al. (25), as caracteristicas
morfoldgicas dos clamidésporos podem ser usadas como carater
taxondmico para diferenciar algumas espécies de Phytophthora,
enquanto que Erwin & Ribeiro (7) afirmam que a morfologia dos
clamiddésporos nao varia muito entre as espécies de Phytophthora,
sendo a importancia desse carater na taxonomia, na maioria das vezes,
limitada a sua presenga ou auséncia.

Outro aspecto importante para classificagdo taxondomica de
Phytophthora é em relagdo a sua natureza homotalica ou heterotalica,
bem como a posi¢ao do anteridio. No presente estudo todos os isolados
de P. palmivora foram heterotalicos do tipo A1, produzindo odsporos
globosos e apleroticos e anteridios anfigenos. Santos et al. (18) também
observaram a presenca de anteridios anfigenos em culturas de P,
palmivora de pupunheira.

Erwin & Ribeiro (7) relatam que a temperatura ¢ um fator
importante na caracterizagdo de Phytophthora, uma vez que cada
espécie possui uma temperatura maxima de crescimento. Dessa
forma, esta caracteristica pode auxiliar na separacdo de espécies
morfologicamente semelhantes. Em estudos realizados por Santos et al.
(18) e Pizzinatto et al. (16) os isolados de P. palmivora de pupunheira
ndo apresentaram nenhum crescimento a 35 °C. Neste estudo P,
palmivora também nao cresceu 35°C .

Os 31 isolados de P. palmivora foram patogénicos a pupunheira. A
patogenicidade de P. palmivora a pupunheira também foi demonstrada
por Pizzinatto et al. (16), Alves et al. (1) e Santos et al. (18). Como
demonstrado neste trabalho, até o momento apenas P. palmivora foi
encontrada atacando a pupunheira. Phytophthora palmivora ¢ uma
espécie com ampla distribuigdo no mundo e com elevada gama de
hospedeiros (7) e, no Brasil, P. palmivora ¢é patogénica a 13 espécies
botanicas pertencentes a 10 familias (17). Na familia Arecaceae P.
palmivora ataca a pupunheira (16) e o coqueiro (Cocos nucifera) (3).

A caracterizagdo molecular dos isolados de pupunheira com base
no sequenciamento das regides ITS1 e ITS2, do DNA ribossomal e
CoxlI e Cox2, do DNA mitocondrial, demonstrou similaridade com
sequencias de isolados da espécie P. palmivora depositados no banco
de dados Phytophthora-ID. As regides, ITS do DNA ribossomal e Cox
do DNA mitocondrial, t€m sido usadas para identificar P. palmivora e
separa-la de espécies estreitamente relacionadas (9, 13, 20, 28).

Este trabalho confirma o envolvimento de P. palmivora como agente
causal da PBE da pupunheira no Brasil, corroborando com relatos
anteriores feitos por Benchimol et al. (2), Pizzinatto et al. (16), Santos
et al. (18) e Santos et al. (23).
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