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EXTRATO

CERQUEIRA, Ademilde de Oliveira, M. Sc. Universidade Estadual de Santa Cruz,
[lhéus, julho de 2005. Analise de diversidade e taxonomia de isolados de
Phytophthora capsici obtidos de hospedeiros tropicais e temperados.
Orientadora: Edna Dora Martins Newman Luz. Co-orientador: Leandro Lopes

Loguercio. Colaborador: Jorge Teodoro de Souza

A espécie Phytophthora capsici é patogénica a varios hospedeiros
economicamente importantes incluindo além de espécies das familias solanaceae
e cucurbitaceae, outros cultivos tropicais entre os quais o cacaueiro, a seringueira
e a pimenteira-do-reino. A inclusdo taxonémica dos hospedeiros tropicais nesta
espeécie, no entanto, tem sido controvertida, suscitando novas pesquisas
cientificas incluindo a descricao de um taxon, P. tropicalis, baseada em caracteres
morfofisiolégicos e na patogenicidade ao pimentdo. Visando verificar qual o status
taxondmico dos isolados de Phytophthora provenientes de hospedeiros da regido
cacaueira da Bahia, classificados como P. capsici, 85 isolados de regides
tropicais e temperadas foram submetidos a estudos de diversidade e taxonomia
utilizando marcadores RAPD, sequenciamento de fragmentos da regido ITS do
rDNA e dos genes nucleares B-tubulina e fator de elongagéo 1-a; caracteristicas
morfofisiolégicas e patogenicidade a quatro hospedeiros: pimentdo, berinjela,
cacaueiro e seringueira. Os isolados testados pertencem a colegao do Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC) incluindo isolados de regides temperadas e de

outros hospedeiros, cedidos por pesquisadores, entre eles o holdtipo da espécie



P. tropicalis, obtido de macadamia. Para aumentar o numero de isolados da
regido cacaueira, coletas foram realizadas em 2004, em diversas espécies
tropicais cultivadas principalmente na chamada ‘Costa do Dendé’. Em fruta-péo,
Artocarpus altilis (Parks) Fosberg, encontraram-se lesbes em folhas e podridao-
mole em frutos, a partir das quais obteve-se, em meio seletivo PARPH, culturas
petaléides com micélio aéreo esparso, formando esporangios caducos, elipsoides,
estreitos e com base afilada medindo, em média 37 x 23,8 ym, com papilas
proeminentes (4,6 x 6,4 uym) e pedicelos longos com média de 61,1 ym de
comprimento. O sequenciamento da regido ITS do rDNA, B-tubulina e fator de
elongacao 1-a; os estudos morfobiométricos; e os testes de patogenicidade, nos
quais o isolado de fruta-pdo foi capaz de infectar frutos de fruta-p&o, berinjela,
cacaueiro e seringueira, permitiram identificar o isolado como P. capsici, sendo
este o primeiro relato desta espécie neste hospedeiro. Com base nos dados
obtidos dos 85 isolados submetidos aos estudos com marcadores RAPD e o
sequenciamento dos trés genes nucleares, houve alta diversidade genética, n&o
sendo possivel separacao de isolados tropicais e temperados e, nem tampouco,
por hospedeiro, em grupos especificos. Os dados morfofisiolégicos e de
patogenicidade usados originalmente para diferenciar as espécies P. tropicalis e
P. capsici: crescimento a 35 °C, patogenicidade a Capsicum annuum L. e
tamanho dos pedicelos, foram bastante variaveis entre os isolados testados e
inconsistentes para validar a espécie P. tropicalis. Analises “in silico” com
sequéncias da regiao ITS obtidas de bancos de dados publicos para as espécies
P. capsici e P. tropicalis, e sequéncias de alguns isolados utilizados neste estudo,
agruparam juntos isolados de hospedeiros tropicais e temperados. Evidenciou-se
a invalidade do bindmio P. tropicalis que passa a ser sinbnimo de P. capsici,
espécie a qual pertencem os isolados dos hospedeiros da regido cacaueira da
Bahia.
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ABSTRACT

CERQUEIRA, Ademilde de Oliveira, M. Sc. Universidade Estadual de Santa Cruz,
llhéus, July 2005. Genetic diversity and taxonomy of Phytophthora capsici
isolated from tropical and temperate hosts. Supervisor. Edna Dora Martins
Newman Luz. Co-supervisor: Leandro Lopes Loguercio. Collaborator: Jorge

Teodoro de Souza

The species Phytophthora capsici is pathogenic to several economically
important hosts, including not only plant species from the families solanaceae and
cucurbitaceae but also other crops such as cacao, rubber tree, and black pepper.
The placement of isolates from tropical hosts in this species was always
controversial and culminated with the description of a new taxon, P. tropicalis on
the basis of morphophisiological characteristics and pathogenicity to Capsicum
annuum L. With the objective of verifying the taxonomic status of the isolates
identified as P. capsici obtained in the cocoa-growing region of Bahia State, 85
isolates from tropical and temperate hosts were subjected to diversity studies by
using RAPD markers and sequencing of three nuclear genes: ITS region of the
rDNA, B-tubulin and elongation factor 1a, morphophisiological characteristics, and
pathogenicity to four hosts: bell pepper, eggplant, cacao, and rubber tree. The
isolates used in this study were from CEPEC culture collection and contained also
isolates provided by several scientists including the holotype of P. fropicalis.

Samplings war carried out in 2004 to obtain isolates from diverse tropical hosts

Xii



cultivated in the cacao-growing region of Bahia. Leaves and fruits of breadfruit
(Artocarpus altilis (Parks) Fosberg) were found with symptoms characteristic of
Phytophthora. The isolate obtained from the lesioned leaves on PARPH
medium had a petaloid aspect with sparse aerial mycelium forming caducous
sporangia, elipsoid, 37 x 23.8 ym in average, pedicels 61.1 ym long, and
prominent papillae 4.6 ym x 6.4 um in average. In pathogenicity tests the isolate
from breadfruit was able to infect breadfruit, eggplant, rubber tree fruits, and
cacao pods. Sequencing of the ITS region of the rDNA, elongation factor 1-a
and B-tubulin combined with the morphological and the pathogenicity tests
allowed the identification of the pathogen as P. capsici. This is the first report of
P. capsici as a pathogen on breadfruit. The analyses of the 85 isolates by
RAPD markers and sequencing showed high level of genetic diversity in the
species P. capsici. It was also shown that isolates from tropical and temperate
hosts as well as isolates from different geographical regions could not be
consistently distinguished. Data from morphophisiological studies and
pathogenicity tests originally used to describe P. tropicalis such as growth at 35
°C, pathogenicity to C. annuum and pedicel length were variable among the
isolates studied, thus not allowing the maintenance of the species P. tropicalis.
“In silico” analyses with sequences from the ITS region of the rDNA obtained
from public databases and sequences from some of the isolates included in this
study also showed that isolates from tropical and temperate hosts clustered in
the same group. The species P. tropicalis is not valid and should be considered
as a synonym of P. capsici, species to which belong the isolates from the

cacao-growing region of Bahia.
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1. INTRODUGAO

Phytophthora capsici Leonian € uma das espécies do género Phytophthora
que ocorre na Bahia causando doencas em culturas de importancia econémica
como seringueira, na qual causa a requeima das folhas e o cancro do painel;
cacaueiro na qual € uma das espécies que causam a podridao-parda dos frutos e
a queima de brotos e chupdes; pimenta-do-reino, na qual provoca a podridao-do-
pé; e também mamoeiro sendo responsavel pela podriddo dos frutos (Gasparotto,
et al. 1997; Santos et al, 2001; Campélo e Luz, 1981; Luz e Mitchell, 1989; Luz e
Silva, 2001; Albuquerque, 1966; Nambiar e Sarma, 1977; Duarte et al., 2001;
Aragaki e Uchida, 1978; Liberato et al., 1993; Silva, 2001)

Durante mais de uma década, esta espécie foi considerada o principal
patégeno do complexo podriddo-parda do cacaueiro, sendo isolada de 95% das
amostras de frutos examinadas durante um levantamento populacional realizado
entre 1978-1980 (Campélo e Luz, 1981). Entretanto, como a maioria dos isolados
desta espécie, obtidos de cacaueiro ndo formam clamidésporos e como também
esta espécie nao foi recuperada de solo, de serrapilheira ao redor das plantas ou
das raizes do cacaueiro, como as outras espécies envolvidas no complexo — P.
palmivora, P. citrophthora Leonian e P. heveae Thompson (Luz, 1989; Luz e
Mitchell, 1994), era previsto que sua populagédo deveria decrescer, caso qualquer
alteragao ocorresse no sistema ecoldgico do cacaueiro (Luz e Campélo, 1983,
1985). Os levantamentos parciais realizados posteriormente confirmaram essa
previséo (Luz et al., 2003b).

Com relagdo a seringueira, cultura na qual Phytophthora spp. constituem-
se um dos principais problemas fitossanitarios dos pdlos heveicolas do mundo

(Wastie, 1975), P. capsici também despontou como a espécie predominante na



Bahia na década de 1980 (Pereira et al., 1989; Santos, 1991; Santos et al., 2001).
Como P. capsici continua sendo regularmente isolada de seringueira na clinica
fitopatoldgica do CEPEC, sua importéncia para esta cultura ainda é grande.

A taxonomia de P. capsici necessita melhor definicdo em funcdo dos
isolados de cacaueiro, pimenta-do-reino e seringueira, entre outros. A principio P.
palmivora fora considerada como Unica espécie responsavel por todas estas
doengas, embora diferengcas morfolégicas houvessem sido observadas dentre
isolados de cada hospedeiro (Medeiros e Melo, 1967). Com a descoberta do
complexo de espécies envolvido na etiologia da podriddo-parda do cacaueiro
(Griffin, 1977; Brasier e Griffin, 1979), foram colocados, a priori, no grupo
morfologico MF4 de P. palmivora, os isolados cujos esporangios apresentavam
longos pedicelos, uma das caracteristicas da espécie P. capsici. Foi proposto por
Zentmyer et al. (1981) que os isolados MF4 fossem classificados como
pertencentes a P. capsici 0 que foi prontamente aceito por outros pesquisadores
(Alizadeh, 1983; Campélo e Luz, 1981; Tsao e Alizadeh, 1988; Luz et al., 19809;
Mchau e Coffey, 1995).

Estudos posteriores levaram a duas redescricdes desta espécie,
respectivamente em 1988 e em 1995, para abranger toda a variagado morfolégica
e isoenzimatica entdo observada entre os isolados originais da espécie,
provenientes de pimentao e tomate e os dos novos hospedeiros atribuidos a esta
espécie (Alizadeh, 1983, Oudemans e Coffey, 1991 a, b, c; Oudemans et al, 1994;
Mchau e Coffey, 1995).

A proposicéo e posterior descricdo de um novo taxon — P. tropicalis — para
isolados de origem tropical por Uchida e Aragaki (1989) e Aragaki e Uchida (2001)
que estaria separado de P. capsici por critérios morfolégicos relacionados aos
esporangios, crescimento a 35 °C e patogenicidade ao pimentdo, parecia ser a
solucdo para acomodar as duas sub-populagdes encontradas nos estudos
isoenzimaticos de Mchau e Coffey (1995). Faltava confirmar se os isolados de
Phytophthora encontrados em cacau e outros hospedeiros na Bahia poderiam ser
classificados como P. tropicalis.

Para ampliar o numero de isolados da colecdo de Phytophthora mantida
pelo CEPEC, coletas foram realizadas, nas quais encontraram-se entre outros

materiais coletados, folhas de fruta-pao (Artocarpus altilis (Parks) Fosberg) e



outros materiais com lesdes similares as provocadas por Phytophthora spp. em
outros hospedeiros. Os isolados assim obtidos juntamente com aqueles
disponiveis na colegcdo de Phytophthora do CEPEC foram utilizados nesta
pesquisa que teve como objetivos: (i) esclarecer a etiologia da podriddo-mole e da
queima das folhas de fruta-pdo e determinar a patogenicidade do isolado obtido
de fruta-pao a outros hospedeiros; (ii) determinar, por meio do uso de marcadores
RAPD, sequenciamento de trés genes nucleares incluindo a regido ITS (Internal
Transcribed Spacers) do DNA ribossomal, fator de elongacéo 1-a e B-tubulina,
caracteristicas morfofisiolégicas e patogénicas, o status taxondmico dos isolados
de hospedeiros tropicais da regido cacaueira da Bahia, classificados como P.

capsici.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Phytophthora e as dificuldades taxondmicas

O género Phytophthora descrito por Anton de Bary (1876), pertence ao
reino Stramenopila, filo Oomycota, classe dos Oomycetes e inclui espécies
fitopatogénicas responsaveis por doengas importantes na economia mundial. A
taxonomia classica envolvendo caracteres morfofisiologicos é dificil de ser usada
rotineiramente para a identificacdo de espécies, pois estes caracteres sao
influenciados pelo ambiente e dependentes dos meios de cultura utilizados para
sua observacdo. As variacbes nestes fatores podem levar a sobreposicdo das
espécies predominando como regra geral, entre as espécies deste género, alta
variabilidade intra e interespecifica, e a tarefa de classificagao de isolados em um
ou outro taxon é laboriosa e nem sempre precisa (Luz e Matsuoka, 1996; Gallegly,
1983a e b; Waterhouse et al, 1983).

Varios critérios tém sido adotados na sistematica do género, predominando
os caracteres morfologicos e fisioldégicos estabelecidos pelas chaves de
Waterhouse (1956, 1963 e 1970 a), Newhook et al. (1978), Ribeiro (1978) e
Stamps et al. (1990) utilizados como base para identificacdo das espécies. Com
estes critérios € possivel detectar similaridades, diversidades inter e intra-
especificas baseadas nos seguintes aspectos: comprimento e largura dos
esporangios, comprimento do pedicelo, profundidade e largura da papila, didmetro
dos clamiddsporos e dos odsporos, quando presentes, aspecto e crescimento da
col6nia, temperaturas para crescimento, esporulacdo em cultura, especificidade a
hospedeiros e alguns caracteres fisiologicos e/ou patolégicos (Waterhouse, 1956,
1963 e 1970 a, b; Newhook et al., 1978; Ribeiro, 1978; Stamps et al., 1990;



Cerqueira et al., 1999).

Em 1996, Luz e Matsuoka fizeram uma revisdao dos critérios e problemas
relativos a taxonomia e sistematica do género, abordando as propostas sobre o
sistema natural de classificagcdo de Gallegly (1983a) e o sistema biologico de
Brasier (1991 e 1992) que se baseiam num enfoque populacional para a
sistematica de Phytophthora. Diversos estudos foram realizados utilizando esses
critérios de classificagdo evidenciando que existem grandes variagdes
interespecificas e intraespecificas nos caracteres morfolégicos de ambas as fases
sexuais e assexuais deste grupo de fitopatégenos (Ristaino et al.,1998).

Cerqueira et al. (1999) desenvolveram pesquisas envolvendo a taxonomia
classica em 60 isolados da micoteca de Phytophthora do Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC/CEPLAC) utilizando os critérios morfolégicos classicos da
taxonomia de Phytophthora para estabelecer um perfil populacional das espécies
patogénicas ao cacaueiro, que ocorrem no Brasil, e identificar os isolados através
de uma chave analitica. Neste estudo, os critérios de avaliagdo foram o diametro
e forma das colénias, comprimento e largura dos esporangios, comprimento do
pedicelo, largura e profundidade da papila e didmetro dos clamidésporos e dos
o6sporos quando presentes. Com base nos dados biométricos obtidos para os
diferentes isolados, seguindo as chaves de Waterhouse (1956,1963 e 1970 a, b) e
Stamps et al. (1990) e de acordo com os critérios estabelecidos por Al Hedaithy e
Tsao (1979 a, b) e Zentmyer et al. (1977), foi possivel estabelecer o perfil de 13
isolados de P. palmivora, 21 de P. capsici, 25 de P. citrophthora e 1 de P. heveae
e com base nas caracteristicas de 130 isolados, elaborou-se uma chave

dicotdbmica das quatro espécies de Phytophthora estudadas em cacau na Bahia.

2.2. As espécies Phytophthora capsici e P. tropicalis

A espécie P. capsici foi descrita no ano de 1922, por Leonian (1922), como
patdgeno causador da requeima ou mela de pimentdo (Capsicum annuum L) no
Novo México (USA). Como nao havia registros dessa espécie em outras culturas,
ela foi considerada uma espécie hospedeiro-especifica segundo a chave de

Tucker (1931). Atualmente, a especificidade ndo pode ser considerada critério de



distincdo para esta espécie, pois ja sdo conhecidos cerca de 50 géneros de
plantas que sao hospedeiras desta espécie (Erwin e Ribeiro, 1996) e que estao
distribuidos em varias regides do mundo. Por esse motivo P. capsici &€ agora
considerada uma espécie polifaga e cosmopolita.

Por meio de critérios morfologicos, Waterhouse (1956, 1963, 1970) e
Stamps et al. (1990) classificaram a espécie P. capsici como pertencente ao
grupo . As culturas de P. capsici podem ser petaldides, estreladas ou rosaceas,
com micélio aéreo denso e, na presenga de luz, desenvolvem-se esporangios
papilados, embora possam ser semipapilados ou bipapilados, formas que variam
de esférico, sub-esférico ovodide, obovodide, elipsdide, fusiforme, piriforme e
algumas distorcidas. As dimensdes dos esporangios, comprimento x largura dos
esporangios variam de 33,2-59,5 um x 23,1-42,6 um. Eles sdo geralmente
afilados na base e caducos com pedicelos longos que variam de 35 a 138 um. A
razao comprimento/largura € menor ou igual a 1,8 (Tucker,1931; Tsao e Alizadeh
1988; Tsao, 1991; Mchau e Coffey, 1995). Phytophthora capsici tem reprodugéo
sexuada heterotdlica formando anteridios anfigenos, oogbnios esféricos ou
subesféricos que apresentam coloragcao hialina ou amarelada. Os odsporos que
sdo geralmente pleurdticos e com ambos os tipos compativeis A1 ou A2
presentes nas populagdes deste patégeno.

A queima de Phytophthora, causada por P. capsici € um das maiores
ameacgas a culturas de relevante importancia econédmica mundial. Dentre essas
culturas estdo presentes cucurbitaceas (pepino, meldo, melancia, abdbora),
solanaceas (berinjela, pimentdo, tomate), pimenta-do-reino, algodao, nogueira-
pecan, macadamia, fumo, figo, macga, abacate, péssego, caqui, baunilha, cebola,
cenoura, couve-flor, espinafre, ervilha, rabanete, fava, alfafa, craveiro, anturio,
aveld, seringueira, cacau e outros hospedeiros (Kreutzer et al., 1940; Frezzi,
1950; Katsura e Tokura, 1955; Kunimoto et al., 1976; Polach e Webster, 1972;
Zentmyer et al., 1977; Garber et al., 1986; Ristaino, 1990; Tsao, 1991; Erwin e
Ribeiro, 1996; Jones et al., 1991; Luz e Silva, 2001). Esta espécie juntamente
com P. palmivora constitui o principal patégeno agente da podriddo de
Phytophthora em frutos de cacaueiro nas Américas do Sul e Central e em alguns
paises caribenhos (Lass, 1985). Cerca de 19 hospedeiros economicamente

importantes sdo conhecidos para P. capsici no Brasil (Luz e Matsuoka, 2001),



tendo esta espécie sido relatada pela primeira vez no pais em 1952 infectando
plantas de pimentdo (Amaral, 1952). Atualmente, o patdégeno ocorre em todos os
estados onde o pimentdo é cultivado e provoca perdas que podem chegar até
100% da produgéo (Matsuoka e Ansani, 1984a). Em culturas de cucurbitaceas as
perdas variam de 35 a 50% (Matsuoka e Ansani, 1984b).

Na Bahia, P. capsici € uma das espécies que causam a podriddo-parda do
cacaueiro e em levantamentos efetuados na década de 1980, era a espécie
prevalente dentre as espécies que formam o chamado complexo podridao-parda:
P. capsici, P. palmivora, P. citrophthora e P. heveae (Campélo e Luz, 1981; Luz et
al.,, 1989). Nesse mesmo periodo, varios estudos foram realizados sobre a
viruléncia das espécies, distribuicdo populacional e fatores relevantes para a
predominancia da espécie na regido, determinando-se ser P. capsici a menos
virulenta das espécies causadoras da podridao-parda, sendo, entretanto, a mais
prevalente devido principalmente ao seu bom crescimento, alta producédo de
esporangios e liberagido de zodsporos na faixa de temperatura entre 15 e 18 °C
comum, nas épocas de maior ocorréncia da doenga na Bahia (Lawrence et al.,
1982; Campélo et al., 1982; Campélo e Luz, 1981; Luz e Campélo, 1983)

Phytophthora capsici pode infectar as plantas hospedeiras em diferentes
estadios do desenvolvimento podendo causar danos as raizes, caules, folhas e
frutos. Dentre as principais doencas causadas por esta espécie podemos citar a
queima foliar, podriddo de frutos e podridées de raizes e caule. Em viveiro,
provoca a murcha e tombamento de mudas e no campo pode causar murcha,
podriddo ou necrose na planta, a depender do 6rgao que tenha sido afetado (Biles
et al., 1995; Urben, 1980, Lucas et al, 1991). De modo geral, o patégeno infecta
as plantas hospedeiras durante periodos prolongados de chuva intensa, alta
umidade e/ou irrigagao excessiva, o que torna o ambiente favoravel a infecgao
permitindo a disseminagcdo dos zodsporos, os principais propagulos infectivos do
patdgeno na propria planta ou para plantas vizinhas (Shannon, 1989).

Biles et al. (1995) conduziram experimentos visando determinar quais as
condigcdes ambientais que poderiam afetar a infecgdo de frutos de pimentao por
zoosporos de P. capsici, simulando as condi¢gdes possivelmente encontradas no
campo, técnicas de inoculacao artificial em frutos de pimentdo verde em fase de

amadurecimento. Maior intensidade da doenga ocorreu quando os frutos de



pimentao estavam em contato com um grande volume de indculo, demonstrando
que dependendo da forma de irrigacdo ou da regularidade das chuvas, a doenca
se dissemina na plantagdo pelas plantas vizinhas, podendo atingir 100% das
mesmas (Matsuoka e Vanetti, 2001).

A sintomatologia de P. capsici em plantas de pimentdo constitui-se de:
lesdes escuras no caule; lesdes aquosas circulares de cor marrom-acinzentada
nas folhas; podriddo-mole em frutos com lesdes cobertas por massa micelial
esbranquigadas caracteristica do patdégeno e podriddes das raizes e da coroa da
planta. Em pepino e abdbora ocorrem as podriddes das raizes e do caule
(Ristaino e Johnston, 1999). Quando plantas destes trés hospedeiros, infectadas
por P. capsici, sao retiradas do solo, normalmente estdo com as raizes
descoloridas, com lesbes amarronzadas, tendo praticamente apenas a raiz
principal e a parte aérea murcha. Neste estagio, ja ocorreu a necrose do coleto no
sentido ascendente da planta (Matsuoka e Vanetti, 2001).

Durante mais de 50 anos P. capsici foi reconhecida como um taxon do
género Phytophthora apropriado para isolados de pimentédo, tomate, berinjela e
algumas cucurbitaceas (Leonian, 1922; Tucker, 1931; Frezzi, 1950) sendo a
espécie, de inicio, considerada hospedeiro-especifica para o pimentdo. Satour e
Butler (1968) e Polach e Webster (1972) demonstraram certa preocupag¢ao sob a
relacdo patodgeno-hospedeiro implicita nesta espécie, mas os problemas na
identificacao de isolados neste taxon até entdo eram poucos. Esses problemas so6
acentuaram-se a partir do final dos anos 70.

Kunimoto et al. (1976), reconheceram que em vez de P. nicotianae B. de
Haan, ser o agente causal de infec¢cdes no racemo de macadamia (Macadamia
integrifolia Maide & Betche), o patégeno em questédo era P. capsici com base em
caracteres morfolégicos como esporangios caducos, papilados e com pedicelos
muito longos.

A seguir, um grupo de isolados de Phytophthora obtidos de cacau
(Theobroma cacao L.) inicialmente, e de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.)
posteriormente, haviam sido originalmente designados como P. palmivora tipo
morfolégico 4 (MF4) e foram subsequentemente nomeados P. capsici por se
distinguirem de outros isolados de P. palmivora pelos pedicelos longos (Griffin,

1977). Assim, ampliou-se o0 conceito da espécie levando a sua primeira



redescricdo para incorporar estes isolados de novos hospedeiros (Alizadeh e
Tsao, 1985; Tsao e Alizadeh, 1988; Tsao, 1991). Porém, diferencas morfoldgicas
entre esses dois grupos foram observadas por Uchida e Aragaki (1989) que
discordaram desta redescri¢cdo, sugerindo que os isolados de outros hospedeiros,
incluindo mamoeiro e macadamia, por eles encontrados no Havai, distinguiam-se
morfologicamente de P. capsici no formato e tamanho dos esporangios, produgao
de clamiddsporos e, portanto, deveriam ser classificados como uma nova espécie
chamada P. tropicalis que seria composta pelos isolados de hospedeiros tropicais.

Uchida e Aragaki (1989) observaram que os isolados de macadamia nao
eram patogénicos a pimentdo e que isolados de pimenta-do-reino e de algumas
cucurbitaceas eram menos virulentos ao pimentdo que os isolados do proprio
pimentdo (Ristaino, 1990). Assim, as divergéncias taxondémicas acentuavam-se
dentro da espécie P. capsici levando a questionar a permanéncia ou ndo dos
chamados hospedeiros tropicais como macadamia, pimenta-do-reino, cacaueiro,
seringueira e mamoeiro neste taxon. Com o advento das técnicas moleculares,
este foi um dos primeiros taxa do género Phytophthora a ser estudado utilizando
eletroforese de isoenzimas (Oudemans e Coffey, 1991a; Mchau e Coffey, 1995;
Faleiro et al. 2003; Luz et al.,2003a).

Analises isoenzimaticas de 84 isolados de P. capsici obtidos de diferentes
hospedeiros incluindo dois do Havai demonstraram a existéncia de trés
subgrupos dentro desta espécie, CAP1, CAP2 e CAP3. Os isolados descritos por
Uchida & Aragaki (1989) como P. tropicalis ficaram ambos dentro do grupo CAP2.
O grupo CAP3 foi formado exclusivamente pelos isolados de cacaueiro do Brasil
(Oudemans e Coffey, 1991a e b). Mchau e Coffey (1995), complementaram a
descrigcdo de Tsao e Alizadeh (1988) com dados moleculares, baseando-se nos
trabalhos de Oudemans e Coffey (1991a e b), Forster et al. (1990), e Oudemans
et al. (1994) e nos seus proprios dados. Distinguiram duas populagdes dentre os
113 isolados estudados de diferentes procedéncias, incluindo alguns que haviam
sido classificados como P. tropicalis por Uchida e Aragaki (1989).

Ortiz-Garcia (1996) trabalhando com padrdes de isoenzimas em 8 loci
encontraram estreita relagdo genética entre P. capsici e P. citrophthora,
principalmente entre os isolados de P. citrophthora obtidos de cacaueiro. Este

autor separou os isolados das duas espécies em quatro grupos, trés dos quais



eram geneticamente mais relacionados. O primeiro grupo foi formado por isolados
de P. citrophthora obtidos de Citrus e seringueira. O segundo por isolados de P.
capsici e de P. citrophthora de cacaueiro sendo este grupo subdividido em trés
subgrupos compostos da seguinte forma: o primeiro subgrupo, que foi
denominado grupo A tipico, era formado por isolados de P. capsici obtidos de
plantas olericolas, de pimenta-do-reino e cacau; o segundo subgrupo denominado
grupo B tipico, foi formado apenas por isolados de cacau e o terceiro grupo
denominado P. capsici atipico, com isolados de pimenta-do-reino e cacau. Esses
resultados mostraram que existe uma ligagdo entre o grupo B tipico e o grupo
atipico de P. capsici como ja havia sido demonstrado por Goodwin et al. (1990) e
por Mchau e Coffey (1994a).

Em 2001, no entanto, foi feita a descricdo de P. fropicalis incluindo os
isolados de hospedeiros tropicais que nao fossem patogénicos ao pimentao,
conforme os critérios morfologicos de dimensdes dos esporangios, relagcédo
comprimento e largura e comprimento do pedicelo dos esporangios (Aragaki e
Uchida, 2001).

Neste mesmo ano, P. tropicalis foi identificada na Alemanha e também na
Holanda infectando ciclamen (Gerlach e Schubert, 2001). Essa identificagao foi
realizada com base em caracteres morfologicos e do sequenciamento da regido
ITS do DNA ribossomal do isolado de ciclamen e do holétipo de P. tropicalis. Os
isolados apresentaram quase 100% de identidade de sequéncias de nucleotideos
diferindo por apenas dois pares de bases. Segundo Zhang et al. (2004), os
resultados obtidos com estudos de analises de sequéncias da regido ITS do rDNA
de quatro isolados de Phytophthora spp. obtidas nos bancos de dados publicos,
permitiram distinguir P. capsici de P. tropicalis. Estes foram os unicos relatos
encontrados na literatura sobre P. tropicalis.

Pesquisas envolvendo isolados de P. capsici, P. palmivora e P. citrophthora
da colegao de Phytophthora do CEPEC, utilizando marcadores RAPD (random
amplified polymorphic DNA), mostraram maior diversidade intra-especifica em
isolados de P. capsici (Faleiro et al. 2004). Variagdes morfoldgicas e fisioldgicas ja
haviam sido notadas entre esses isolados (Campélo e Luz, comunicagao
pessoal). Estudos mais detalhados foram desenvolvidos por Luz et al. (2003a) em

22 isolados oriundos de cacau, seringueira, pimentao, abébora, tomate e pimenta-
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do-reino utilizando marcadores RAPD, marcadores morfologicos e testes de
patogenicidade que permitiram observar, por meio da avaliacdo das distancias
genéticas e analises de agrupamento, a diferenciacdo de trés grupos: o primeiro
formado por isolados de cacaueiro; o segundo, por sete dos oito isolados de
seringueira; e, o terceiro, por dois isolados de pimentdo. Os isolados de tomate,
pimenta-do-reino, abdbora, os demais de pimentdo e um dos de seringueira
diferiram geneticamente dos demais, constatando-se uma alta diversidade entre
os isolados de P. capsici que também ja havia sido notada por outros autores
(Mchau e Coffey, 1995; Oudemans e Coffey, 1991a,b e c; Oudemans et al., 1994,
Forster, et al, 1990; Forster e Coffey, 1991, Ortiz-Garcia, 1996).

Ha grande variabilidade morfologica, fisiologica e patogénica dentro do
complexo P. capsici x P. tropicalis necessitando de elucidagdo. Com relagao aos
hospedeiros tropicais encontrados na Bahia € essencial que se conhega o0 seu
verdadeiro estado taxondmico, pois, conforme os estudos de Aragaki e Uchida
(2001) eles deveriam pertencer a espécie P. tropicalis. No entanto, os resultados
obtidos por Oudemans e Coffey (1991a), Mchau e Coffey (1995) e Ortiz-Garcia
(1996), que trabalharam com alguns isolados da cole¢gdo do CEPEC, mostraram
sempre estes isolados em grupos distintos dos demais isolados provenientes de

cacaueiro de outras regioes.

2.3. Estudos Moleculares

O uso de técnicas moleculares no estudo da taxonomia de Phytophthora
tem se mostrado uma ferramenta eficaz para auxiliar os métodos classicos de
identificacdo deste género. Desde 1980 estudos de genética de populagdes
utilizando métodos moleculares demonstraram o potencial destes para identificar
patdgenos bem como verificar a variagao dentro das espécies de Phytophthora.

Os marcadores isoenzimaticos apresentam um grande potencial para
identificacdo de certos grupos de patogenos. Estudos isoenzimaticos realizados
com 45 isolados de Phytophthora spp. da micoteca do Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC) demonstraram, nos padrbes de bandas obtidos, polimorfismo

intra e interespecifico (Cerqueira et al, 1998). A anadlise de isoenzimas constitui

11



uma ferramenta que permite certificar a identidade de culturas fungicas e
esclarecer duvidas taxondmicas de espécies proximas (Alfenas et al., 1991). Com
base neste critério Mchau e Coffey (1995) utilizando 15 sistemas isoenzimaticos
para analise de 113 isolados de Phytophtora sp. observaram a existéncia de dois
subgrupos na populagdo em estudo.

Em decorréncia da variagdo no numero de cromossomos e na quantidade
de DNA entre as espécies de Phytophthora o estudo do genoma destas espécies
€ de suma importancia nao so para identificacdo das mesmas como também para
discriminagao do taxon ao qual pertencem.

Analises filogenéticas de padrdes isoenzimaticos e RFLP (restriction
fragment length polymorphism) de DNA nuclear e mitocondrial também tem sido
utilizados para agrupar isolados das diferentes espécies de Phytophthora (Mill et
al., 1991; Hansen et al, 1986; Forster et al., 1990; Oudemans e Coffey, 1991 a e
b).

Pesquisas envolvendo isolados de varias espécies de Phytophthora da
colecdo do CEPEC, utilizando marcadores RAPD, mostraram uma diversidade
intra-especifica principalmente para os isolados de P. capsici observando-se que
as espécies que formam o complexo causal da podriddo-parda do cacaueiro
apresentavam padrdes diferenciados (Faleiro et al. 2003; Faleiro et al., 2004).

Analises de sequéncia de DNA de genes de RNA ribossomal sdo muito
usadas em estudos de filogenia de varios niveis taxonbmicos em muitos
organismos, incluindo o género Phytophthora (Cooke e Duncan, 1997; Crawford
et al., 1996; Lee e Taylor, 1992). Especificamente na regido ITS deste patdogeno
sdo encontradas variagdes entre espécies, mas também, sequéncias
relativamente conservadas para determinados taxa (Cooke et al., 1996; Forster et
al., 2000; Lee e Taylor, 1992). Cooke et al., (2000) construiram a filogenia de
Phytophthora relacionando-o a outros Oomycetes com base nas sequéncias ITS
de TrDNA genbmico. Entre as técnicas complementares usadas no
desenvolvimento de marcadores genéticos para identificagdo rapida de espécies
de Phytophthora, a conformacao de polimorfismo de fita simples (SSCP), provou
ser uma ferramenta poderosa para deteccdo de mutacdes e analise de variagciao
de espécies (Scott et al., 1998; Kong et al. 2003).

Chowdappa et al. (2003) objetivando caracterizar isolados de P. palmivora
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de cacau e cdco e P. capsici de pimenta-do-reino, cacau e pimentao, utilizaram a
analise da regido ITS de rDNA e marcadores AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) para identificar molecularmente estes isolados. Variagdes inter e
intra-especificas foram detectadas. Os isolados de P. palmivora de cacau e céco
foram similares, mas distintos dos de P. capsici entre os quais quatro grupos
foram formados. Os autores concluem que os fragmentos de genes da regiao ITS
podem ser usados na taxonomia das espécies de Phytophthora associadas com a
podriddo-parda do cacaueiro e que a técnica de AFLP representa uma ferramenta
para acessar variagdes intraespecificas em populacoes.

A dificuldade para uma identificacdo precisa das espécies de Phytophthora
responsaveis pela podriddo-parda do cacaueiro utilizando apenas dados
morfologicos foi notada por Appiah et al. (2003) apdés uma reavaliagdo dos
caracteres morfolégicos para analise morfométrica detalhada de 161 isolados de
Phytophthora spp. associados com a podriddo-parda do cacaueiro que
apresentavam variacdes inter e intra-especificas. O comprimento do pedicelo foi
considerado como a mais consistente das caracteristicas esporangiais usadas na
identificacao de espécies. Posteriormente, Appiah et al. (2004) realizaram estudos
moleculares utilizando RFLP e regides ITS e obtiveram resultados que lhes
permitiram confirmar a intima relagdo entre P. capsici e P. citrophthora de
cacaueiro.

Kroon et al., (2004) com o objetivo principal de examinar detalhadamente
as relacoes filogenéticas dentro do género Phytophthora realizaram a analise
filogenética molecular entre 113 isolados de 48 espécies deste género usando
regides de DNA mitocondrial e sequéncias de genes nucleares (fator de
elongacédo 1-a e [ - tubulina). Os resultados demostraram a caracteristica
monofilética deste género e que o0 agrupamento taxondmico classico descrito por
Waterhouse (1963), ndo reflete verdadeiramente as relagbes filogenéticas das
espécies. Embora, estes autores ndo tenham utilizado fragmentos de genes da
regido ITS em seu estudo, observaram que os resultados obtidos por Cooke et al.
(2000) e Martin e Tooley (2003) concordam com aqueles por eles obtidos.
Portanto, o uso de sequéncias ITS & também por eles indicado para estudos
filogenéticos com Phytophthora além dos demais genes nucleares, fator de

transcricdo e elongacao 1-a e 3 — tubulina.
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2.4. Identificagao de novos hospedeiros

E comum no género Phytophthora as espécies apresentarem varios
hospedeiros e estarem envolvidas duas ou mais espécies na etiologia de uma
doenca, principalmente se o hospedeiro € uma planta arbérea ou um cultivo
perene (Luz e Matsuoka, 2001). No caso de varias espécies estarem associadas
a mesma doenca, normalmente os sintomas sao similares, s6 sendo possivel
identifcar os patégenos por exame direto dos tecidos infectados ou das culturas
apods o isolamento. No caso de culturas associadas, ou em consorcio, as espécies
de Phytophthora podem desenvolver mecanismos para infectar as duas ou trés
espécies vegetais envolvidas. No sudeste da Bahia, principalmente nos
municipios que compdem a chamada ‘Costa do Dendé’, sdo comuns cultivos
consorciados entre cacaueiro e seringueira, dendé, céco e outras arvores
frutiferas (Virgens Filho et al., 1988). E importante para os estudos
epidemioldgicos que o maior numero possivel de outros hospedeiros de um
determinado patégeno sejam conhecidos (Agrios, 1997). De igual forma para os
estudos de diversidade genética de uma espécie quanto maior o numero de
isolados de diferentes hospedeiros e localidades utilizados mais preciso sera o
estudo (Mchau e Coffey, 1994 a,b; Ortiz-Garcia, 1996).
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3. CAPITULO 1

OCORRENCIA E IDENTIFICAGAO DE Phytophthora capsici COMO
PATOGENO DE Artocarpus altilis (Parks) Fosberg. NA BAHIA, BRASIL.

ADEMILDE DE OLIVEIRA CERQUEIRA®, EDNA DORA MARTINS NEWMAN
LUZ? e JORGE TEODORO DE SOUZA®

3SEFIT; PSEGEN/Master Foods, USA., Centro de Pesquisas do Cacau CP 07,
CEP 45600-970, Itabuna, Bahia, Brasil. Email: ademilde@cepec.gov.br

(Artigo submetido em inglés a Plant Pathology e aceito para publicagédo em
15/08/2005)

RESUMO

Uma espécie de Phytophthora foi obtida de lesbes amarronzadas e
manchas cloréticas em folhas de fruta-pdo (Artocarpus altilis (Parks) Fosberg)
coletadas em Itubera, BA. Em frutos, sintomas de podriddo-mole foram
observados. Objetivou-se neste estudo identificar e caracterizar o patdégeno por
métodos morfométricos, moleculares e testes de patogenicidade. Os resultados
das analises morfobiométricas mostraram que a cultura era petaldide, com micélio
aéreo esparso, esporangios caducos, uniformes, elipséides, estreitos e com base
afilada, medindo em média 37 x 23,8 um, com pedicelos longos apresentando em

meédia 61,1 um de comprimento e papilas proeminentes com média de 4,6 um X
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6,4 pym. A analise de compatibilidade demonstrou que o isolado € do tipo
compativel A1. O sequenciamento de fragmentos da regido ITS do DNA
ribossdmico (rDNA), fator de elongagdo 1-a e B-tubulina, combinados com os
dados morfobiométricos permitiram a identificacdo do isolado como P. capsici.
Nos testes de patogenicidade, o isolado obtido, além de causar lesbes em frutos
de fruta-pao, foi patogénico a berinjela, seringueira e cacau e pimentdo. O
patdgeno foi re-isolado dos frutos infectados. Este € o primeiro relato de P. capsici

como patdgeno de fruta-péo.
Palavras-chave: fruta-pao, P. tropicalis, etiologia, sintomatologia.

ABSTRACT

Phytophthora sp. was isolated from leaves of breadfruit (Artocarpus altilis)
showing brown and clorotic lesions collected in ltubera, Bahia State, Brazil. On
fruits the pathogen induced soft rot symptoms. Our objectives in this work were to
identify and characterize the pathogen through morphological and molecular
methods. Cultures of the pathogen from breadfruit had a petaloid aspect with
aerial and sparse mycelium; sporangia were caducous, uniform, elipsoid, narrow,
measuring on average 37 x 23.8 um; the pedicels were long measuring with
average length of 61.1 ym and papillae were 4.6 ym x 6.4 um. The compatibility
analyses demonstrated that the isolate belonged to A1 mating type. Partial
sequencing of three genes, including the ITS region of the rDNA, translation and
elongation factor 1-a and B-tubulin combined with the morphological data allowed
the identification of the pathogen as Phytophthora capsici. In pathogenicity tests
the isolate from breadfruit was able to infect breadfruit, eggplant, rubber tree fruits,
and cacao pods, but it was non-pathogenic to pepper. The pathogen was easily
recovered from the lesioned fruits. This is the first report of P. capsici as a

pathogen on breadfruit.
Keywords: breadfruit, P. tropicalis, etiology, symptomatology

3.1. INTRODUGAO

A espécie vegetal ‘fruta-pao’ - Artocarpus altilis - é originaria da Malasia e
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serve como alimento para os povos que habitam as ilhas da Polinésia.
Comercialmente, € de importancia relevante entre as mais de 50 espécies
descritas deste género (Coenen e Barrau, 1961; Barrau, 1976). Desenvolve-se
bem em clima tropical umido, preferencialmente em regides baixas e chuvosas,
produzindo centenas de frutos por ano, o que a torna uma espécie frutifera de
interesse alimentar (Ferrdo, 1999). Durante muito tempo foi a principal cultura e
importante componente primario de sistemas agroflorestais tradicionais na
Oceania onde crescem numerosas variedades desta espécie (Ragone, 2004). No
Brasil, ndo se sabe conclusivamente quando a espécie foi introduzida, porém
acredita-se que tenha ocorrido no fim do século XVIII, principio do século XIX,
pelos portugueses, que a trouxeram de Caiena na Guiana Francés (Reis, 1969;
Ferrdo, 1999). Hoje é cultivada desde Sao Paulo até o Para, sendo muito
encontrada em pomares e quintais do litoral dos estados da Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (SEAGRI, 2004). Pode ser utilizada na
alimentacdo em todas as fases de maturidade, pois sua polpa é rica em
carboidratos, agua, vitaminas B1, B2 e C, calcio, fosforo, ferro e tem baixo teor de
gorduras; suas sementes podem ser consumidas assadas ou torradas; serve de
alimento para o gado que consome suas folhas e muitas vezes a casca do tronco
de plantas jovens; o latex do fruto e do tronco é utilizado para fabricagé&o de colas,
além de ter uso medicinal. A maior parte da sua producdo tem propositos de
subsisténcia e, em quantidades pequenas, estdo a venda nos mercados como
fruta fresca (Morton, 1987; Ragone, 2004; Adebowale et al., 2005; Roberts-
Nkrumah e Badrie, 2005; SEAGRI-BA, 2004).

A produgdo mundial de fruta-pdo tem sofrido alguns prejuizos devido a
ocorréncia de doengas que, de modo geral, sdo localizadas. Os principais
problemas fitossanitarios relatados no mundo sao: as podriddes da fruta causadas
por diversos patdgenos entre os quais Phytophthora, Colletotrichum, e Rhizopus;
podriddes de raizes causadas por Phellinus noxius nas ilhas do Pacifico (Ragone,
2004), Rosellinia sp., em plantas jovens em Trinidad e Pythium sp. nas ilhas do
Pacifico. Nessas ilhas, a morte de plantulas é atribuida a Fusarium sp. Na ilha
Truk, na Micronésia, Phytophthora palmivora, é o principal agente de podriddo
nos frutos; Phomopsis, Dothiorella e Phylospora causam podriddo do colo da
planta (Truijillo, 1970; Morton, 1987).
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Em viagem de inspecéo fitossanitaria ao municipio de ltubera, Bahia foram
encontradas e coletadas em arvores de fruta-pao, folhas apresentando lesdes
amarronzadas, outras apresentando manchas clordticas e alguns frutos com
podriddo-mole similares a sintomatologia causada por espécies de Phytophthora
em outras culturas. O objetivo deste estudo foi isolar, identificar e caracterizar o
patdogeno encontrado infectando as folhas e frutos de fruta-pdo por meio de

estudos morfobiométricos e moleculares.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Coleta e isolamento

Folhas e frutos de fruta-pdo coletados em ltubera, BA foram trazidos a
Secao de Fitopatologia do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), da
Comisséo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC). Fragmentos de
folhas e frutos das bordas das lesbes foram retirados passando por assepsia em
alcool 70%, hipoclorito e dgua destilada esterilizada, e semeados em placas de
petri contendo meio seletivo PARPH (Kannwischer e Mitchell, 1978). As placas
foram mantidas no escuro a 22 + 1 °C por quatro a cinco dias e posteriormente,
discos das bordas das colénias em meio seletivo foram transferidos para placas
de Petri contendo meio de cenoura-agar (CA) onde foram cultivados para a

realizacao dos testes posteriores.

3.2.2. Caracterizagao morfolégica

O isolado foi cultivado em CA e meio de cenoura liquido, sob luz continua,
e incubado a 25 °C para, apds 5 a 7 dias, observar morfologia da col6nia, tipo de
micélio formado, presenga ou auséncia de clamiddsporos, esporangios,
oosporos, forma dos esporangios e caducidade. Foram realizadas medi¢cdes de
50 esporangios, usando-se uma escala ocular (Carl Zeiss Inc., Germany), para
comprimento e largura dos esporangios, profundidade e largura da papila e

comprimento do pedicelo.

18



3.2.3. Determinacgao do tipo de compatibilidade

Para determinar o tipo de compatibilidade do isolado de fruta-pao, este foi
pareado consigo mesmo e com isolados A1 (229) e A, (156) de P. capsici e A4
(232) de P. palmivora. Os cruzamentos foram realizados com técnica de
sanduiche descrita por Luz e Silva (2001). As placas contendo os sanduiches dos
diferentes cruzamentos foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente (24-25
°C). Os discos de CA colocados entre os discos de cultura dos isolados testados
foram examinados ao microscopio para observar a formagao de odsporos, cinco

dias apos o pareamento.

3.2.4. Extracao de DNA

O isolado de frut-pao foi cultivado em meio liquido de cenoura durante
cinco dias; em seguida, o liquido foi removido e as massas miceliais de cada
isolado colocadas em tubos de 2,0 mL e estocadas em freezer —20 °C para
posterior liofilizagdo. A extragcdo do DNA das culturas foi realizada utilizando-se o
método do SDS modificado por Faleiro et al. (2003, 2004) e otimizado para este
estudo. O micélio de cada isolado foi macerado com N liquido em almofariz de
porcelana; em seguida, o macerado foi colocado em um tubo plastico de 2,0 mL,
ao qual foi adicionado 800 uL de tampao de lise constituido por agua Milli-Q, Tris-
HCI 200 mM e EDTA 25 mM, com pH 8,0, duodecil sulfato de sédio (SDS)1%,
NaCl 250 mM e B-mercaptoetanol 1% e misturado com o auxilio do Vortex. Os
tubos foram mantidos em banho-maria (70 °C) por 30 min, sendo agitados a cada
10 min. Em seguida, foi realizada a desproteinizagao, adicionando-se 700 uL de
cloroférmio-alcool isoamilico, na proporgcdo de 24:1. As amostras foram agitadas
por suaves inversées por 10 min e centrifugadas a 4 °C, a 14000 rpm, durante 10
min. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos de 1,5 mL. Para
a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao sobrenadante NaCl a 100 mM e
isopropanol absoluto gelado. Os tubos foram mantidos a =80 °C por 30 min e, a
seguir, centrifugados. O sobrenadante de cada tubo foi vertido e o pellet foi lavado
duas vezes com etanol 70% e seco em capela por 30 min. Os pellets foram

ressuspendidos em 100 uL de solugdo contendo agua Milli-Q e RNAse, na
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concentragéo de 40 pg/mL, e colocados em banho-maria a 37 °C por 30 min. para
dissolver. As amostras foram quantificadas em gel 0,8% de agarose onde foram
visualizadas bandas de DNA gendémico total, separadas por eletroforese, como
indicadoras da integridade do DNA extraido. Apds esse processo, uma aliquota

das amostras de DNA de cada isolado foi diluida para o volume final de 50 pL.

3.2.5. Sequenciamento da regiao ITS, dos genes B-tubulina e fator de

transcricao e elongacao 1-a

A identificagcdo molecular do isolado obtido de fruta-pdo foi realizada
utilizando os primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), para a amplificagcdo de um
fragmento de aproximadamente 700-pb do DNA ribossomal (rDNA) incluindo o
gene 5.8S e as regides intergénicas ITS1 e 2 (internal transcribed spacer). Os
pares de primers ELONGF1 e ELONGR1 foram usados para amplificar um
fragmento de aproximadamente 972-pb do gene que codifica para a proteina
‘fator de elongacao 1-a’, enquanto que TUBUF2 e TUBUR1 foram utilizados para
amplificar um fragmento de aproximadamente 989-pb do gene da B-tubulina
(Kroon et al., 2004). As amplifica¢des foram realizadas em um volume total de 50
ML contendo 50 mM de KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 mM de cada dNTP (Promega,
Madison, WI, USA), 20 pmol de cada primer, 6 uL de DNA gendmico (10ng.uL™),
e 2.0 U de Tag DNA polimerase (Promega). Todas as reac¢des foram feitas em
termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, MA). As amplificacbes
consistiram de desnaturacgao inicial a 94°C por 2 min, 10 ciclos de desnaturagao a
94°C por 1 min, anelamento de primers a 62°C por 1 min, diminuindo 1°C a cada
ciclo sucessivo, alongamento a 72°C por 2 min, seguido por 30 ciclos de
desnaturagado a 94°C por 1 min, anelamento a 52°C por 1 min, alongamento a
72°C por 2 min e uma extensao final a 72°C por 5 min. Os produtos amplificados
foram separados em gel de agarose de baixo ponto de fusdo (NuSieve) a 1,5%.
Em seguida, as bandas foram cortadas do gel, congeladas a —80°C por 1 h e
centrifugadas por 15 min a 1400 rpm. O sobrenadante foi usado diretamente para
0 sequenciamento com os primers anteriormente utilizados para a amplificagao.

O sequenciamento foi feito com o BigDye Deoxy terminator sequencing kit

(Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante, em um
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volume total de 5 pL, contendo 0,5 pL de BigDye, 1 uL de tampao de
sequenciamento (5X), 2 pmol de primer e 30 ng de DNA. As reagdes de
sequenciamento foram feitas em termociclador PTC-100 e consistiram de 40
ciclos com desnaturacgao inicial a 94°C por 1 min, anelamento a 60°C por 1 min e
extensao a 60°C por 4 min. Apds a reacdao de sequenciamento, as amostras
foram precipitadas com 20 uL de isopropanol 65% e a seguir permaneceram no
escuro em temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente foram centrifugadas
por 40 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre
papel toalha. Acrescentaram-se 100 pL de etanol 60% e centrifugou-se a mesma
velocidade por 8 min. O etanol foi descartado e a placa foi centrifugada sobre o
papel toalha a 700 rpm por 10 segundos para remover o excesso de etanol. Apds
seca, a temperatura ambiente por 15 min, foi adicionado 10 yL de formamida a
cada amostra e a placa colocada no termociclador para a desnaturagao a 94°C
por 3 min. Apds essa etapa, a placa foi levada ao Sequenciador Automatico de
DNA, modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer. Para a analise das sequéncias
provenientes dos dois primers (forward e reverse), foi utilizado o programa BioEdit
versao 5.0.9 (Hall, 1999) para unir as sequéncias. Os alinhamentos foram feitos
com o programa Clustalw versédo 1.8 (Thompson et al., 1997).

O programa BLAST (Altschul et al., 1997) foi usado para identificar e
comparar a sequéncia do isolado de fruta-pao com aquelas encontradas nos

bancos de dados publicos.

3.2.6. Testes de patogenicidade

Além do isolado de fruta-pdo, trés outros isolados foram usados neste
estudo, sendo um de macadamia (454) classificado como P. tropicalis (Aragaki e
Uchida, 2001), um de cacau (232) identificado como P. palmivora e um de
pimentéo (435) identificado como P. capsici.

Os testes de patogenicidade foram realizados através de inoculagdes
cruzadas em trés frutos de cada um dos seguintes hospedeiros: berinjela
(Solanum melongena L.), pimentédo (Capsicum annuum L.), fruta-p&o, seringueira
(Hevea brasiliensis Wild. ex. Juss) e cacau (Theobroma cacao L.). Discos de

micélio dos isolados cultivados em CA foram inoculados, em dois pontos
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lateralmente opostos de frutos verdoengos, sem ferimento, e nos trés lébulos dos
frutos de seringueira. Nos frutos de fruta-pao, foram colocados em cinco pontos
de inoculagéo. Sobre o indculo foi colocada uma mecha de algodao embebido em
agua para manter a umidade. Os frutos de cacau, berinjela e fruta-pdo foram
mantidos em sacos de polietileno, a temperatura ambiente, e os de seringueira e
pimentao foram colocados em caixas de PVC contendo espumas esterilizadas em
autoclave e umidificadas com agua destilada esterilizada. Foram utilizados como
controles igual numero de frutos dos mesmos hospedeiros que receberam
tratamento idéntico, porém apenas com discos de CA sem o indculo. Trés e cinco
dias ap6s a inoculagao foram feitas as avaliagdes, medindo-se o comprimento e a

largura das lesdes para calculo do diametro médio das mesmas.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Caracterizagao morfolégica

As culturas obtidas eram petaldides, com micélio aéreo esparso,
esporangios caducos, uniformes, elipsoides, estreitos e com base afilada medindo
em média 37 x 23,8 ym de diametro (29,8-50,8 x 17,5-29,8 um); os pedicelos
eram longos apresentando em média 61 um de comprimento (26,3-126 ym) e as
papilas proeminentes com profundidade média de 4,6 um e 6,4 ym de largura

(3,5-7,0 x 5,3-10,5 um); também observou-se a presenga de clamiddsporos.

3.3.2. Testes de compatibilidade

O isolado de fruta-pdo formou oogénios, anteridios e odsporos quando
pareado com o isolado 156, de P. capsici, do tipo compativel A,. Essas estruturas
nao foram observadas no auto-pareamento do isolado e nem nos pareamentos
com os isolados do tipo compativel A;. Assim, o isolado obtido de fruta-pao foi

classificado como heterotalico do tipo compativel A;.
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3.3.3. Sequenciamento da regido ITS, dos genes pB-tubulina e fator de

elongacao

As sequéncias da regiao ITS do isolado de fruta-p&o (546) e as sequéncias
sob 0s numeros de acesso AJ299733 e AJ299734 de P. capsici, apresentaram,
respectivamente, 99,6% e 99,8% de identidade, quando 658-pb de nucleotideos
alinhados foram comparadas. No entanto, ndo foram encontradas no banco de
dados publicos sequéncias de P. capsici para os genes fator de elongacao 1-a e
B-tubulina. As unicas sequéncias presentes nestes bancos para tais genes, e
utilizadas para comparagao com as sequiéncias do isolado de fruta-pao, foram
isoladas de P. tropicalis patogénica a Rosa sp. na Holanda (Kroon, 2004), sob
numeros de acesso: AY564103 do fator de elongacgéo 1-a apresentando 99,4% de
identidade em um total de 882-pb de nucleotideos alinhados e a sequéncia de [3-
tubulina sob o numero AY564046 com 99,8% de identidade em 714-pb de
nucleotideos alinhados.

A anadlise das sequéncias obtidas para a regido ITS do DNA ribossémico
(rDNA), fator de elongacdo 1-a e B-tubulina confirmaram a identificagcdo do
patdogeno de fruta-pdo como P. capsici. As sequéncias foram depositadas no
GenBank sob os numeros AM040496 (regiao ITS), AM040497 (fator de elongagao
1-a) € AM040498 (B-tubulina).

3.3.4. Testes de patogenicidade

O isolado 546 de fruta-pao foi patogénico a berinjela, seringueira, cacau,
fruta-pdo e pimentdo (Figuras 1). Os primeiros sintomas nos frutos de fruta-pao
apareceram cinco dias apds a inoculacdo na forma de lesbes com coloracio
marrom-clara na superficie dos frutos (Figura 1a). Estas lesdes evoluiram ao
longo do tempo e com cerca de 10 dias, os frutos estavam completamente
apodrecidos e cobertos com micélio esbranquicado. Em preparagoes
microscopicas desta massa micelial havia inumeros esporangios. O patégeno foi
re-isolado de frutos inoculados. Além do isolado de fruta-pao, so6 foi patogénico a
este hospedeiro o isolado de macadamia (Tabela 1 e Figura 2). Este isolado de

macadamia foi também patogénico a berinjela, seringueira e cacau (Figura 2).
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Figura 1. Frutos inoculados com o isolado 546 obtido de fruta-pao em fruta-pao
apos 8 dias de inoculagao (a) e em frutos de berinjela (b) pimentao (c) cacau (d)

seringueira (e) 5 dias ap6s a inoculagéo.

Tabela 1. Patogenicidade de Phytophthora a frutos de fruta-pao.

Espécie Isolado Hospe_deiro de Diametro médio
origem da lesdo - 5 dias*

P. capsici 546 Fruta-pao 3,25

P. tropicalis 454 Macadéamia 2,96

P. palmivora 232 Cacaueiro -

P. capsici 435 Pimentéao -

e Meédia de 15 pontos de inoculagao
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Figura 2. Frutos inoculados com o isolado 454 de macadamia em fruta-pao apés
8 dias de inoculagéo (a) e em frutos de berinjela (b) seringueira (c) e cacau (d)

apos 5 dias de inoculagao

3.4. DISCUSSAO

A andlise dos dados morfofisiolégicos, morfobiométricos e a formagao de
clamidésporos em meio de cultura combinados com analises moleculares do
isolado 546 de fruta-pao permitiram identificar o patégeno como P. capsici.

Trujillo (1970) identificou na ilha Truk, na Micronésia, P. palmivora como
sendo o principal agente de podriddo nos frutos da fruta-pdo, sendo esta espécie
posteriormente encontrada na Africa e na india (Erwin e Ribeiro, 1996). No
cacaueiro, durante muito tempo, P. palmivora foi considerada a unica espécie
causando podridao-parda, em todos os paises onde esta cultura estava presente;
no entanto, foi comprovado posteriormente (Griffin, 1977; Brasier e Griffin, 1979)
que um grupo de isolados de Phytophthora obtidos de cacau (Theobroma cacao
L.) e pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), originalmente designados como P.

palmivora tipo morfolégico 4 (MF4), foram reclassificados como P. capsici
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(Zentmyer et al., 1977; Kaosiri e Zentmyer,1980). Estes isolados apresentavam
esporangios com pedicelos longos, distinguindo-se assim de P. palmivora. Para
incorporar os isolados de novos hospedeiros, incluindo o grupo MF4 do cacaueiro,
a espécie P. capsici foi redescrita duas vezes (Alizadeh e Tsao, 1985; Tsao e
Alizadeh, 1988; Mchau e Coffey, 1995).

Uchida e Aragaki (1989) observaram diferengas entre os isolados do antigo
grupo MF4 de cacau e P. capsici e afirmaram que, esses dois grupos né&o
poderiam pertencer a mesma espécie. Estudos posteriores levaram estes autores
a descrever uma nova espécie, chamada P. tropicalis (Aragaki e Uchida, 2001)
para englobar isolados classificados como P. capsici (antigo MF4) de origem
tropical, ndo patogénicos a pimentdo, e que ndo eram provenientes das familias
solanaceae e cucurbitaceae. Todas as variaveis estudadas no presente trabalho
levariam a identificar P. tropicalis como o patégeno da fruta-pdo. A analise
molecular do presente estudo utilizou sequéncias presentes nos bancos de dados
publicos, classificadas como P. Tropicalis (Kroon, 2004), que demonstraram um
alto nivel de identidade com as sequéncias dos fragmentos de genes do isolado
de fruta-pao. No entanto, apds a concluséo dos estudos realizados para compor o
segundo capitulo desta dissertacao, classificar-se-a o isolado da fruta-pdo como
P. capsici (Ver capitulo 2).

O isolado de P. palmivora utilizado no presente estudo ndo infectou frutos
de fruta-pao, sendo necessario, no entanto, inocular um maior nimero de isolados
dessa espécie, em fruta-pao para obter-se conclusdes mais seguras, sobre a sua
nao patogenicidade a fruta-pdo. Sugere-se, entretanto, que pelas evidéncias de
que se dispdem no momento, e pelo fato de que na ocasido da identificacdo
realizada por Trujillo (1970), ainda ndo havia sido feito o estudo na espécie P.
palmivora para separar as duas outras espécies P. megarkarya e P. capsici
(MF4), é possivel que o patégeno por ele descrito como P. palmivora fosse na
realidade um isolado do tipo MF4, que mais tarde foi reclassificado como P.
capsici.

ltubera e os municipios vizinhos fazem parte da regidao conhecida como a
‘Costa do Dendé’, onde foi coletado o material infectado de fruta-pao. Esta regido
constitui-se em um grande polo de diversificagado de culturas no estado da Bahia,

0 que é favorecido pelas condi¢cbes climaticas e a expansao da agroindustria
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especializada na produgcdo de derivados para a exportacdo. As culturas da
seringueira, da pimenta-do-reino e do cacau estdo entre as mais relevantes na
regido. Todas elas sado hospedeiras de Phytophthora spp., podendo servir de
fontes de inéculo para as culturas adjacentes. As arvores de fruta-pao localizadas
em pomares proximos a essas culturas podem facilmente ter sido infectadas por
esporos de Phytophthora provenientes das mesmas. Por outro lado, apds os
resultados deste trabalho, pode-se afirmar que a fruta-pdo é potencialmente uma
fonte de inéculo de P. capsici para as demais espécies botanicas plantadas na
regido. Verifica-se a necessidade de novas prospecgdes na Costa do Dendé para
identificacdo de outros possiveis hospedeiros de Phytophthora spp., dentre os
cultivos diversificados daquela regido e as demais espécies botanicas plantadas
em pomares e quintais. E importante conhecer a existéncia de outros hospedeiros
deste género para direcionar os estudos epidemiolégicos e de controle das
principais culturas atacadas pelo patdgeno.

Além do assinalamento de P. palmivora por Trujillo (1970) na Micronésia,
nao foram encontrados na literatura relatos de outros assinalamentos de espécies
de Phytophthora causando doengas em fruta-pao. Assim sendo, este constitui o

primeiro relato de P. capsici como patégeno de fruta-pao.
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EVIDENCIAS DA INVALIDADE DA ESPECIE Phytophthora tropicalis
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(Artigo a ser submetido)

RESUMO

Este estudo abrange uma analise extensiva da taxonomia e da diversidade
genética de isolados de Phytophthora capsici obtidos de varios hospedeiros e de
regides geograficas diversas. Oitenta e cinco isolados foram estudados com base
em marcadores RAPD, observacdes e morfometria, tipo de compatibilidade,
crescimento a 35 °C e testes de patogenicidade, além do sequenciamento de
fragmentos de trés genes nucleares, incluindo a regido ITS do rDNA, B-tubulina,
fator de transcricdo e elongacdo 1-a e da analise de sequéncias do banco de
dados publicos. As analises de RAPD e de sequéncias mostraram que P. capsici

uma espécie com alta diversidade genética, sem, entretanto, oferecer suporte
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para a separacao de outra espécie. Recentemente, a espécie P. tropicalis foi
descrita para acomodar isolados de P. capsici oriundos de hospedeiros tropicais.
Os caracteres usados para separar P. tropicalis como um novo taxon, incluindo
crescimento a 35 °C, patogenidade a Capsicum e comprimento do pedicelo dos
esporangios nao foram consistentes para distingui-la de P. capsici. As analises
filogenéticas dos trés genes e também as sequéncias da regido ITS obtidas em
banco de dados publicos agruparam juntos os isolados de hospedeiros tropicais e
temperados, impossibilitando a distincdo entre P. tropicalis e P. capsici. Ficou
demonstrada ainda a existéncia de hibridos interespecificos de P. capsici e P.
palmivora entre os isolados testados. A ocorréncia desses hibridos ilustra a
necessidade do uso de grande numero de isolados e sequéncias de mais de um
gene para inferéncias filogenéticas dentro do género Phytophthora. Confirmou-se
a alta diversidade genética de P. capsici e a formagao de grupos inconsistentes
com respeito as caracteristicas usadas para separar as espécies P. tfropicalis e P.

capsici. Em concluséo, P. tropicalis deve ser considerada sinbnimo de P. capsici.

Palavras-chave: diversidade genética, taxonomia, Phytophthora capsici,

sequenciamento e filogenia.

ABSTRACT

In this study an extensive analysis on the taxonomy and diversity of the
species Phytophthora capsici from a wide range of hosts and geographic locations
is reported. Eighty five isolates were studied on the basis of RAPD markers,
morphological and physiological observations and measurements, mating type
and pathogenicity tests, sequencing of fragments from three nuclear genes,
including the ITS region of the rDNA, B-tubulin, and transcription and elongation
factor 1 a, and analyses of sequences from the public databases. RAPD and
sequence analyses showed that P. capsici is a species with high level of genetic
diversity. These results did not support the validity of P. tropicalis, a species
recently described and composed mostly by isolates of P. capsici from tropical

hosts. None of the characters used for the description of P. tropicalis, including
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growth at 35 °C, pathogenicity to Capsicum, and length of the pedicels of the
sporangia were able to consistently validate this species. Phylogenetic analyses
employing three genes and sequences from the ITS region obtained from the
public databases resulted in clusters comprised of isolates from both tropical and
temperate hosts. These clusters contained isolates unrelated with respect to all
characteristics previously considered as able to distinguish P. tropicalis from P.
capsici. Furthermore, we demonstrated that interespecific hybrids, probably
between P. capsici and P. palmivora were found among the isolates studied. The
occurrence of these hybrids illustrate the need of using a high number of isolates
and sequences from more than one gene in phylogenetic inferences within the
genus Phytophthora. These studies confirmed the high genetic diversity of P.
capsici and the formation of inconsistent groups with respect to the characteristics
used to separate the species P. ftropicalis and P. capsici. In conclusion, P.

tropicalis should be considered a synonym of P. capsici.

Keywords: genetic diversity, taxonomy, Phytophthora capsici, sequencing,

phylogeny.
4.1. INTRODUGAO

Phytophthora capsici Leonian € espécie conhecida por sua viruléncia a
culturas de importancia econdmica, causando doengas caracterizadas por
queimas foliares, podridao de frutos e podriddes de raizes e caules. Inicialmente
foi considerada uma espécie hospedeiro-especifica de pimentdo (Leonian, 1922),
mas foi redescrita posteriormente como uma espécie polifaga e cosmopolita.
Dentre as culturas hospedeiras, destacam-se as solanaceas, cucurbitaceas
pimenta-do-reino, algod&o, nogueira pecan, macadamia, fumo, figo, maca,
abacate, péssego, caqui, baunilha, cebola, cenoura, couve-flor, espinafre, ervilha,
rabanete, fava, alfafa, craveiro, anturio, avela, seringueira, cacau e varias outras
(Leonian, 1922; Kreutzer et al., 1940; Frezzi, 1950; Katsura e Tokura, 1955;
Kunimoto et al., 1976; Polach e Webster, 1972; Zentmyer et al., 1977; Garber et
al., 1986; Ristaino, 1990; Tsao, 1991; Jones et al., 1991; Luz e Silva, 2001).

Uma das principais caracteristicas de P. capsici quando da sua descrigao
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foi a sua especificidade patogénica ao pimentdo. Porém, subseqlientemente,
novas culturas como o tomate, a berinjela e algumas cucurbitaceas foram
incluidas como hospedeiras deste patégeno (Leonian 1922, Tucker 1931, Frezzi
1950). Posteriormente, isolados de Phytophthora obtidos de cacaueiro e pimenta-
do-reino classificados como P. palmivora tipo morfolégico MF4 foram classificados
como P.capsici por serem distintos de P. palmivora e possuirem pedicelos longos
(Griffin, 1977). A redescrigdo de P. capsici para incorporar isolados de novos
hospedeiros, incluiu os isolados do grupo MF4 que causam podriddo-parda do
cacaueiro e murcha de pimenta-do-reino (Alizadeh e Tsao, 1985; Tsao e Alizadeh,
1988; Tsao, 1991; Mchau e Coffey, 1995).

Uchida e Aragaki (1989) ndo concordaram com essa redescricdo, pois
julgaram observar diferengas morfolégicas importantes entre esses isolados e
sugeriram que aqueles provenientes de mamoeiro, macadamia, cacau, e outros
hospedeiros de regides tropicais, distinguiam-se morfologicamente de P. capsici
no formato e tamanho dos esporangios, comprimento do pedicelo dos
esporangios, producao de clamidosporos e, sugeriram a descrigdo de uma nova
espécie denominada P. tropicalis.

Estudos isoenzimaticos iniciados por Oudemans e Coffey (1991) e
completados por Mchau e Coffey (1995) mostraram a existéncia de grupos ou
subpopulagdes dentro da espécie P. capsici, com alguns isolados tropicais e
temperados no mesmo grupo, € para incorpora-los a espécie P. capsici ela foi
redescrita pela segunda vez (Mchau e Coffey, 1995; Erwin e Ribeiro, 1996).

Entretanto, em 2001, utilizando critérios morfolégicos e patogénicos, foi
feita a descricdo de P. fropicalis incluindo todos os isolados ndo provenientes de
pimentéo, tomate e abdbora, e ndo patogénicos ao pimentdo e que anteriormente
faziam parte do grupo MF4 de P. palmivora (Aragaki & Uchida, 2001).

Com o objetivo de determinar o estado taxonémico dos isolados de
hospedeiros tropicais da regido cacaueira da Bahia, classificados como P. capsici,
85 isolados provenientes de regides tropicais e temperadas foram submetidos a
estudos de diversidade e taxonomia, com marcadores RAPD, sequenciamento de
trés genes nucleares incluindo a regido ITS (Internal Transcribed Spacers) do
DNA ribossomal, fator de transcricdo e elongagdo 1-o e p-tubulina, e

caracteristicas morfofisiologicas e de patogenicidade.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Isolados

Utilizaram-se 85 isolados de Phytophthora capsici sendo 35 provenientes
da micoteca de Phytophthora do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), 34
enviados por Dr. John Bowers (USA), trés doados por Dr. Carlos Lopes
(EMBRAPA/Hortaligas), dois da colegado do Instituto Biolégico (SP) enviados por
Dr. Eduardo Feichtenberger e 11 de coletas realizadas na regido cacaueira e em
fazendas no municipio de ltubera, integrantes da regido da ‘Costa do Dendé’. Os
isolados analisados sédo de diferentes hospedeiros dentre eles cacau (14),
seringueira (30), pimentao (22), tomate (3), berinjela (3), feijao-lima (3), pimenta-
do-reino (3), cebola (3), abdbora (1), arecanut (1), macadamia (1) e fruta-pao (1)
(Tabela 1).

A micoteca de Phytophthora do CEPEC possui um acervo de isolados nao
sO da regido cacaueira da Bahia, mas também dos estados do Para, Minas
Gerais, Sao Paulo, Distrito Federal e Honduras. Os isolados sdo conservados em
tubos contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA) sob éleo mineral e também
em tubos contendo agua destilada e esterilizada. Todos os isolados foram
cultivados em meio seletivo PARPH (Kannwischer e Mitchell, 1978) e
posteriormente repicados para o meio cenoura-agar (CA) a 25°C, sob luz

continua, para a realizagdo da caracterizagao morfologica.

4.2.2. Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA os isolados foram cultivados em meio cenoura
liquido por cinco dias sob luz continua a 25°C. A massa micelial de cada um dos
isolados foi coletada e liofilizada por aproximadamente 18 h. O micélio foi
macerado em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido. Em seguida o
macerado foi colocado em tubo eppendorf de 2,0 mL, ao qual foi adicionado 800
uL de tampao constituido por: Tris-HCI 200mM, pH 8,0, EDTA 0,5M, pH 8,0, NaCl
5M, SDS 10% e B- mercaptoetanol 1%. O macerado foi misturado ao tampao e os
tubos mantidos em banho-maria (70°C) por 1 h, sendo agitados a cada 20 min.

Apo6s a incubacgéao, foi realizada a desproteinizagdo, adicionando-se 700 pl de
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TABELA 1 — Origem e numero dos Isolados de Phytophthora capsici utilizados neste

estudo.
Hospedeiro Isolado ()rgéo Local e ano
Cacau 23 Fruto  CEPEC, lIhéus, BA/1977
Cacau 59 Fruto Faz. Mucuri, Canavieiras - BA/1980
Cacau 61 Folha  Faz. Mucuri, Canavieiras - BA/1980
Cacau 94 Fruto  Bujaru - PA/1981
Cacau 134 Fruto  Faz. Conjunto Guanabara, Guaratinga/1981
Cacau 135 Fruto Faz. Formosa, Gongogi - BA/1981
Cacau 138 Fruto  Faz.Boa Sorte, Una - BA/1981
Cacau 201 Fruto ESMAI, Una - BA
Cacau 227 Cacau Republica de Honduras, América Central/1990
Cacau 436 Fruto Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Cacau 446 Fruto Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Cacau 451 Fruto Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Cacau 452 Fruto Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Cacau 497 Fruto Faz. Bom Jardim, Ubaitaba - BA/2003
Seringueira 147 Ramo  Faz. Bolandeira, Una - BA/1983
Seringueira 148 Ramo  Faz. Bolandeira, Una - BA/1983
Seringueira 156 Painel  Faz.Firestone - BA/1983
Seringueira 181 Plantula ltubera, BA/1984
Seringueira 182 Peciolo Fazenda Firestone - BA/1984
Seringueira 183 Peciolo Valenga - BA/1984
Seringueira 185 Ramo  Faz.Firestone - BA/1984
Seringueira 187 Peciolo ltubera - BA/1984
Seringueira 195 Peciolo Itubera — BA
Seringueira 197 Peciolo ltubera — BA
Seringueira 447 Peciolo Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Seringueira 449 Peciolo Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Seringueira 450 Ramo  Brasil/ Incorporada a CBP em 2003
Seringueira 480 Raiz ESMAI, Una — BA/2003
Seringueira 486 Folha  ESMAI, Una - BA/2003
Seringueira 490 Folha  ESMAI, Una - BA, 2003
Seringueira 491 Folha  ESMAI, Una - BA/2003
Seringueira 492 Raiz ESMAI, Una - BA/2003
Seringueira 493 Folha  ESMAI, Una - BA/2003
Seringueira 494 Raiz ESMAI, Una - BA/2003
Seringueira 533 Folha  Faz. Ondulada, ltubera - BA/2004
Seringueira 534 Folha  Faz.Morro Alto, ltubera - BA/2004
Seringueira 535 Folha  Faz.Morro Alto, ltubera - BA/2004
Seringueira 536 Folha  Faz.Morro Alto, Itubera - BA/2004
Seringueira 537 Folha Faz.Morro Alto, ltubera - BA/2004
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Tabela 1 - Continuacao

Hospedeiro Isolado Orgéo Local e ano
Seringueira 538 Folha  Faz.Morro Alto, ltubera - BA/2004
Seringueira 549 Tronco Fazenda Morro Alto, Itubera - BA/2004
Seringueira 551 Tronco Faz. Michelin, Itubera - BA/2004
Seringueira 555 Tronco Faz. Morro Alto, ltubera - BA/2004
Seringueira 556 Folha  Faz. Ondulada, ltubera - BA/2004
Pimentao 316 Fruto  Tocantins, MG. Colecao UFV, Vicosa-MG/1978
Pimentao 317 Caule  Tocantins, MG. Colegédo UFV, Vigosa-MG/1979
Pimentao 318 Caule Igarapé, MG. Coleg¢ao UFV, Vigosa-MG/1978
Pimentao 320 Fruto  (Quitanda), Vicosa, MG/1999
Pimentao 419 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 421 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 423 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 424 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 425 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 426 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 427 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 429 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 430 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 433 - New Jersey, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 434 - Carolina do Norte, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 435 - Carolina do Norte, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 438 - Florida, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 439 - Florida, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 440 - Florida, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 441 - Florida, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimentao 575 Fruto Itapetininga — SP, (Instituto Biol6gico)/1995
Pimentao 578 Fruto EMBRAPA/CNPH, Brasilia - DF/2002
Tomate 319 Fruto  (Quitanda), Vigosa, MG/1999
Tomate 422 - New Jersey, USA/ Incorporada a CBP em 2003
Tomate 431 - New Jersey, USA/ Incorporada a CBP em 2003
Berinjela 420 - New Jersey, USA/ Incorporada a CBP em 2003
Berinjela 428 - New Jersey, USA/ Incorporada a CBP em 2003
Berinjela 432 - New Jersey, USA/ Incorporada a CBP em 2003
Feijao lima 442 - Delaware, USA/ Incorporada a CBP em 2003
Feijao lima 443 - Maryland, USA/Incorporada aCBP em 2003
Feijao lima 444 - Maryland, USA/Incorporada a CBP em 2003
Pimenta-do-reino 229 Raiz Para
Pimenta-do-reino 43 Raiz EMBRAPA/CPATU, Belém - PA/1978
Pimenta-do-reino 437 Raiz Puerto Rico/Incorporada a CBP em 2003

Continua
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Tabela 1 - Continuacao

Hospedeiro Isolado Orgéo Local e ano
Cebola 498 - EMBRAPA/CNPH, Brasilia - DF/2003
Cebola 499 - EMBRAPA CNPH, Brasilia - DF/2003
Cebola 500 - EMBRAPA CNPH, Brasilia - DF/2003
Abdbora 321 Fruto  Campo, Vigosa, MG/2001
Arecanut 445 - India/Incorporada a CBP em 2003
Macadamia 454 - Hawai - USA/ Incorporada a CBP em 2003
Fruta pao 546 Folha Fazenda Miyamoto, ltubera - BA/2004

- sem informagéao

cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Em seguida as amostras foram agitadas,
por suaves inversdes, por 10 min e centrifugados a 14000 rpm por 10 min. O
sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL.
Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao sobrenadante 14 ul de NaCl 5M e
500 ul de isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos a -80°C por 30 min e, a
seguir, centrifugados novamente por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado duas vezes com etanol 70% gelado e seco a temperatura
ambiente em camara asséptica por 30 min.

Posteriormente, os acidos nucléicos totais foram ressuspendidos em 100 pl
de agua contendo RNAse na concentragdo de 40ug/mL e colocados em banho—
maria por 30 min a 37°C para a completa ressuspensdao. Bandas de DNA
gendmico total, separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%, foram

usadas para a quantificacdo e como indicadoras da integridade do DNA extraido.

4.2.3. Analise de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas pela técnica PCR-
RAPD. As reagdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 25 pl,
contendo Tris-HCI 10mM, (pH 8,3), MgCl, 2mM, 200mM de cada dNTP (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP) [Promega, Madison, WI, USA], 40 pmol de primer (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), 1 U da Taq polimerase, e 30 ng de DNA.
Os primers decameros: OPA-13, OPH-13, OPH-20 e OPI-12 foram selecionados
e utilizados neste trabalho para obtengdo dos marcadores RAPD. As
amplificagbes foram efetuadas em termociclador, programado com a seguinte

sequéncia: 94°C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de 94°C por 30s, anelamento de
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primers a 35°C e 90s de extensao a 72°C. Apods os 40 ciclos, foi feita uma etapa
de extenséo final de 7 min a 72°C e finalmente, a temperatura foi reduzida para
4°C. Apos a amplificacdo, foram adicionados a cada amostra, 3 ul de uma
misturade azul de bromofenol 0,25% e glicerol 60% em agua. Essas amostras
foram aplicadas em gel de agarose (1,5%) contendo brometo de etidio, submerso
em tampao TBE (Tris-Borato 90mM, EDTA 1mM). A separacao eletroforética foi
de 3 h a 100 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta. Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de
dados binarios, a partir da qual foram calculadas distancias genéticas baseadas
no coeficiente de Jaccard com o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with the Arithmetic Mean Algorithm) utilizando-se o programa FreeTree (Hampl et

al., 2001). A analise de bootstrap foi feita com 1000 repeti¢des.

4.2.4. Caracterizagao morfobiométrica

Para este estudo foram selecionados aleatoriamente, buscando
representar todas as espécies hospedeiras, 21 isolados sendo 10 de cacau,
quatro de seringueira, dois de pimenta-do-reino, e um de cada dos seguintes
hospedeiros: pimentdo, berinjela, feijdo-lima, macadamia e fruta-pdo. Todos os
isolados selecionados para esta analise foram cultivados em placas de Petri
contendo meio CA e posteriormente repicados para meio de cenoura liquido,
colocados sob luz continua e incubados a 25 °C. Apds cinco a sete dias
observou-se macroscopicamente a forma das colbnias, o tipo de micélio formado
e microscopicamente a presenga ou auséncia de clamidésporos, esporangios e
oosporos. Foram realizadas as medidas de 50 esporangios usando um
micrébmetro ocular (Carl Zeiss Inc., Germany) para comprimento e largura dos
esporangios; profundidade e largura da papila; comprimento do pedicelo.

Também foi verificada a caducidade dos esporéngios.

4.2.5. Determinacgao do tipo de compatibilidade

Para determinacdo da compatibilidade sexual selecionaram-se 13 dos

isolados em estudo sendo sete de cacau, dois de pimenta-do-reino e um de cada
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dos seguintes hospedeiros: macadamia, seringueira, berinjela e fruta-pao.
Realizou-se o0 pareamento destes com eles mesmos e com isolados do tipo
compativel A (23, 156) e Az (229) de P. capsici e Az (26, 232) de P. palmivora.
Os cruzamentos foram realizados com a técnica de sanduiche descrita por Luz e
Silva (2001). As placas contendo os sanduiches dos diferentes cruzamentos
foram incubadas no escuro a temperatura ambiente (24-25 °C). Os discos de CA
inseridos entre os discos de cultura dos isolados testados foram examinados ao
microscopio para observar a formacdo de odsporos, cinco dias apdés o

pareamento.

4.2.6. Crescimento micelial a 35 °C

Para avaliar o crescimento das culturas a 35 °C todos os 85 isolados foram
cultivados em placas de Petri contendo CA, sob condi¢gdes de auséncia de luz e
incubados a esta temperatura para avaliagao de crescimento apds quatro dias de
repicados. Foram feitas quatro repeticbes de cada isolado. Na avaliagao,
considerou-se que cresceram a esta temperatura aqueles isolados que, apos
quatro dias de incubagao, apresentaram coldnias cujo diametro médio foi superior
a 1,4 cm, medida que corresponde ao dobro do tamanho do didmetro do disco da

cultura inoculado nas placas.

4.2.7. Testes de patogenicidade

Os isolados foram submetidos a testes de patogenicidade com inoculagbes
cruzadas em trés frutos de cada um dos seguintes hospedeiros: berinjela
(Solanum melongena L.), pimentao (Capsicum annuum L.), seringueira (Hevea
brasiliensis Wild. ex. Juss) e cacau (Theobroma cacao L.). Discos de micélio dos
isolados cultivados em CA foram inoculados, em dois pontos lateralmente opostos
de frutos verdoengos, sem ferimento, e nos trés Iébulos dos frutos de seringueira.
Nos frutos de fruta-pao foram feitos cinco pontos de inoculagéo. Sobre o in6culo
foi colocada uma mecha de algodao embebido em agua para manter a umidade.
Os frutos de cacau e berinjela foram incubados em sacos de polietileno
umedecidos, a temperatura ambiente, e os de seringueira e pimentdo foram

colocados em caixas de PVC contendo espumas esterilizadas em autoclave e
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umidificadas com agua destilada esterilizada. Foi utilizado como controle igual
numero de frutos dos mesmos hospedeiros que receberam tratamento idéntico,
porém sem o inéculo, apenas com discos de CA. Cinco dias apds a inoculagao
foram feitas as avaliagdes, medindo-se o comprimento e a largura das lesdes

para calculo do didametro médio das mesmas.
4.2.8. Sequenciamento e analise filogenética

Para a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 700-pb do DNA
ribossomal (rDNA) incluindo o gene 5.8S e as regides intergénicas ITS1 e 2
(Internal Transcribed Spacers) foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White et
al., 1990). Os pares de primers ELONGF1/ELONGR1 e TUBUF2/TUBUR1, foram
usados para amplificar um fragmento de aproximadamente 860-pb do gene que
codifica uma proteina chamada fator de elongagdo 1-a e um fragmento de
aproximadamente 900-pb do gene B-tubulina, respectivamente (Kroon et al.,
2004). As amplificagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 50 uL
contendo 50mM de KCI, 1,5mM MgCl,, 200mM de cada dNTP (Promega), 20
pmol de cada primer, 6 uyL de DNA gendmico (10ng. pL'1), e 2 U de Taqg DNA
polimerase (Promega). Todas as amplificagdes foram realizadas em termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, MA). As amplificagées consistiram de
desnaturagao inicial a 94°C por 2 min, 10 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1
min, anelamento de primer a 62°C por 1 min, diminuindo 1°C a cada ciclo
sucessivo, alongamento a 72°C por 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturagéo
a 94°C por 1 min, anelamento a 52°C por 1 min, alongamento a 72°C por 2 min e
uma extensao final de 72°C por 5 min. Os produtos amplificados foram separados
em gel de agarose de baixo ponto de fusdo (NuSieve) a 1,5%, cortados do gel,
congelados a —80°C por 1h e centrifugados por 15 min a 1400 rpm em uma
microcentrifuga. O sobrenadante foi usado diretamente para o sequenciamento
com os primers anteriormente utilizados para a amplificagcdo. O sequenciamento
foi feito com o BigDye Deoxy terminator sequencing kit (Applied Biosystems) de
acordo com as recomendagdes do fabricante, em um volume total de 5 pL,
contendo 0,5 pL de BigDye, 1 uL de tampéo de sequenciamento (5X), 2 pmol de

primer e 30 ng de DNA. As reagdes de sequenciamento foram feitas em
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termociclador PTC-100 e consistiram de 40 ciclos de desnaturagao inicial a 94°C
por 1 min, anelamento a 60°C por 1min e extensao a 60°C por 4 min. Apds a
reacdo de sequenciamento, o DNA foi precipitado com 20 pyL de isopropanol
65%), a seguir permaneceu no escuro em temperatura ambiente durante 15 min.
Posteriormente foi centrifugada por 40 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e a placa invertida sobre papel toalha. Acrescentaram-se 100 pL de
etanol 60% e centrifugou-se a 4000 rpm por 8 min. O etanol foi descartado e a
placa foi centrifugada sobre o papel toalha a 700 rpm por 10s para remover o
excesso de etanol. Apos seca, a temperatura ambiente por 15 min, foram
adicionados 10 pyL de formamida a cada amostra e a placa encaminhada para o
termociclador para a desnaturagcédo a 94°C por 3 min. Apds essa etapa, a placa foi
encaminhada para o sequenciador automatico de DNA, modelo ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer. Para a andlise do sequenciamento proveniente dos dois
primers (“forward e reverse”), foi utilizado o programa BioEdit versao 5.0.9 (Hall,
1999) para unir as sequéncias. Os alinhamentos foram feitos com o programa
ClustalW versao 1.8 (Thompson et al., 1997). O programa BLAST (Altschul et al.,
1997) foi usado para comparar as sequéncias de cada isolado com as presentes
nos bancos de dados publicos.

As analises filogenéticas foram feitas com o programa Mega 2 (Kumar et
al., 2001) com o método “Neighbour-Joining” com os parametros de Jukes-Cantor

e analise de “bootstrap” com 1000 repetigdes.
4.3. RESULTADOS

Entre os frutos de cacaueiro coletados em Una, Uruguca e ltubera nao
foram obtidos isolados de P. capsici. Por essa razdo, todos os isolados de
cacaueiro utilizados neste estudo pertenciam a colecdo de Phytophthora do
CEPEC. Por outro lado, do material coletado de seringueira, 100%
corresponderam a isolamentos de P. capsici demonstrando a importancia deste

patdgeno para esta cultura.
4.3.1. RAPD

A amplificagcdo do DNA gendmico dos 85 isolados pela técnica de PCR-
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RAPD utilizando os primers decameros A13, H13, 110, [12 gerou um total de 105
bandas. Observou-se ampla variabilidade entre os isolados estudados com a
formagdo de 60 grupos. Destes apenas trés continham mais de um isolado,
portanto ndo houve agrupamento por hospedeiro e nem por local de origem dos
isolados. Entre os trés grupos formados, com mais de um isolado, o maior
constituiu-se de 25 isolados, divididos em dois subgrupos (Figura 1). No subgrupo
1 ficaram 22 isolados de seringueira e 1 isolado de cacaueiro e o no subgrupo 2,
dois isolados de seringueira. Os dois outros agrupamentos foram compostos por
dois isolados cada, o primeiro formado por um isolado de tomate e outro de
pimentdo, o segundo por dois dos isolados obtidos de cebola. A similaridade
entre os 85 isolados de P. capsici variou de 0 a 100%. O isolado de P. nicotianae
(501) utilizado como controle ficou distante geneticamente de todos os isolados
de P. capsici testados com similaridade variando de 0 a 47,6% (dados né&o
apresentados).

Para diminuir o numero de isolados a serem sequenciados foram

eliminados 13 dos isolados de seringueira do grupo maior.
4.3.2. Teste de Patogenicidade

Os 85 isolados foram testados em quatro hospedeiros e os didmetros
meédios das lesdes apos cinco dias da inoculagcdo mostraram que os isolados de
berinjela, tomate, abdbora, fruta-pdo, macadamia e feijao-lima causaram lesdes
em todos os hospedeiros (Tabela 2, Figura 2 e 3). Entre os isolados de pimentéo,
a maioria foi patogénica aos quatro hospedeiros testados (Figura 4), porém os
isolados 434, 435 e 575 nao infectaram berinjela; o isolado 439 n&o infectou
berinjela e cacau; e o isolado 578 ndo causou lesdes nos frutos de pimentao
inoculados sendo, no entanto, patogénico aos frutos de berinjela, cacaueiro e
seringueira (Tabela 2).

Quanto aos isolados de cacaueiro e de seringueira em sua maioria n&o
foram patogénicos a pimentdo e berinjela. No entanto, alguns isolados de
cacaueiro infectaram pimentdo (23, 135 e 436) ou berinjela (94, 227 e 497)
(Figuras 5). A excecdo entre os isolados de seringueira foram os isolados 480,

493, 535, 555, 556 que infectaram berinjela, destacando-se o isolado 493 que
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Figura 1 - Dendograma de isolados de P. capsici baseado em marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). Os coeficientes de similaridade de Jaccard foram agrupados através do método UPGMA.
Os grupos foram definidos com base em 100% de similaridade. Os numeros entre colchetes representam o
numero adicional de isolados em cada grupo e sédo descritos pelas letras subscritas a seguir: #429; B500;
€147, 148, 156, 182, 183, 185, 187, 197, 449, 450, 486, 490, 491, 492, 533, 534, 536, 537, 551, 555, 556.
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Tabela 2 — Didametro médio das lesdes provocadas pelos isolados de Phytophthora capsici cinco dias apds a
inoculagdo em diferentes hospedeiros e didmetro médio das colénias apés 4 dias de crescimento a 35 °C.

Diametro médio das les6es (cm)/ hospedeiro Diametro médio (cm)
Hospedeiro Isolado Pimentao Berinjela Cacau Seringueira das coldnias 35 °C**
Cacau 23 2,2 0,0 1,4 7,0 3,7
Cacau 59 0,0 0,0 5,8 8,3 -
Cacau 61 0,0 0,0 3,8 8,4 -
Cacau 94 * 8,8 8,5 7,8 -
Cacau 134 0,0 0,0 3,5 8,2 -
Cacau 135 1,8 0,0 8,2 8,0 -
Cacau 138 0,0 0,0 3,6 8,0 -
Cacau 201 0,0 0,0 2,3 1,8 -
Cacau 227 0,0 3,6 4,5 8,2 -
Cacau 436 2,6 0,0 7,0 8,0 -
Cacau 446 0,0 0,0 3,2 8,0 -
Cacau 451 0,0 0,0 4,0 8,0 -
Cacau 452 * 0,0 47 7,5 -
Cacau 497 0,0 9,5 6,5 8,0 -
Seringueira 181 0,0 0,0 3,3 8,3 -
Seringueira 183 0,0 0,0 2,7 7.2 -
Seringueira 185 0,0 0,0 3,7 8,5 -
Seringueira 195 0,0 0,0 2,3 6,8 -
Seringueira 447 0,0 0,0 5,4 57 -
Seringueira 449 0,0 0,0 1,5 8,0 -
Seringueira 450 0,0 0,0 2,9 7,5 3,0
Seringueira 480 0,0 3,5 5,5 9,0 2,0
Seringueira 533 0,0 0,0 4.8 7,3 1,5
Seringueira 535 0,0 15,3 3,9 7,7 -
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Continua
Tabela 2 — Continuacéao

Diametro médio das lesées (cm)/ hospedeiro Diametro médio (cm)
Hospedeiro Isolado Pimentao Berinjela Cacau Seringueira das coldnias 35 °C**
Seringueira 538 * 0,0 4,8 8,0 -
Seringueira 549 0,0 0,0 8,6 8,0 -
Seringueira 551 0,0 0,0 5,8 6,9 -
Seringueira 555 0,0 2,2 7,5 6,3 -
Seringueira 556 * 2,3 6,5 59 -
Seringueira 493 0,0 17,5 4,6 74 -
Seringueira 494 0,0 0,0 1,3 8,0 -
Pimentao 316 7,0 9,0 3,7 9,0 1,7
Piment&o 318 4,0 0,0 4.3 6,8 5,7
Pimentao 317 55 5,5 3,5 8,0 -
Pimentao 320 10,2 9,4 6,4 6,5 4,4
Pimentéo 419 1,3 9,7 3,2 8,9 3,5
Pimentao 421 7.8 6,3 3.4 7.7 4,7
Pimentao 423 6,2 8,0 6,1 6,5 -
Pimentao 424 10,2 16,3 3,7 7,0 -
Pimentao 425 3,9 3,3 4.8 8,0 4,0
Pimentao 426 3,0 16,3 2,1 8,5 4,0
Pimentao 427 3,3 5,4 1,9 8,7 1,7
Pimentéo 429 11,5 3,2 4,0 8,0 5,2
Piment&o 430 9,1 8,9 34 8,5 1,9
Pimentao 433 7,1 11,2 2,2 8,0 2,9
Pimentéao 434 4.0 0,0 3,1 8,0 -
Piment&o 435 2,8 0,0 3,5 8,5 -
Pimentao 438 7.4 6,0 1,3 6,9 3,6
Pimentao 439 9,0 0,0 0,0 7,7 5,4
Continua
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Tabela 2 - Continuagao

Diametro médio das les6es (cm)/ hospedeiro

Diametro médio (cm)

Hospedeiro Isolado Pimentao Berinjela Cacau Seringueira das coldnias 35 °C**
Piment&o 440 6,7 7,6 * 8,0 5,7
Pimentao 441 9,2 14,1 5,0 8,0 2,5
Pimentao 575 5,0 0,0 4,2 6,3 1,7
Pimentao 578 0,0 7,9 5,2 6,9 1,9

Tomate 319 1,5 8,3 6,0 8,0 4,7
Tomate 422 4.4 10,5 2,7 8,0 2,8
Tomate 431 57 6,5 3,2 8,0 -
Berinjela 420 75 10,5 2,0 7,5 -
Berinjela 428 11,0 21,8 4,0 8,7 -
Berinjela 432 8,3 11,5 4,8 8,5 3,6
Feijao lima 442 8,8 22,3 2,5 9,0 3,5
Feijao lima 443 4,5 23,3 2,9 8,2 3,7
Feijao lima 444 6,0 7.8 3,6 8,5 1,5
Pimenta-do-reino 43 3,4 0,0 4.4 4.8 -
Pimenta-do-reino 229 0,0 0,0 2,4 7,0 -
Pimenta-do-reino 437 1,7 3,2 23 8,0 34
Cebola 498 0,0 9,6 5,9 8,0 4,2
Cebola 499 0,0 19,7 6,2 7,7 -
Cebola 500 0,0 17,8 7,0 8,0 1,8
Abdbora 321 9,3 10,5 5,9 8,5 1,9
Arecanut 445 0,0 9,6 5,6 8,0 3,8
Macadamia 454 4,5 13,5 5,8 8,0 1,6
Fruta-p&o 546 2,9 8,9 6,8 8,0 -

* Houve penetracao do fungo, mas as lesdes nao progrediram.

** Tragos indicam que o isolado n&o apresentou crescimento a 35 °C.



Figura 2 - LesGes causadas por um isolado de Phytophthra capsici obtido de
berinjela 5 dias apds a inoculagdo em frutos de (a) pimentédo, (b) berinjela, (c)
cacau (d) seringueira

Figura 3 - Lesbes causadas por um isolado de Phytophthra capsici obtido de
abobora 5 dias apds a inoculagédo em frutos de (a) pimentdo, (b) berinjela, (c)
cacau (d) seringueira

Figura 4 - Lesbes causadas por um isolado de Phytophthra capsici obtido de
pimentdo 5 dias apds a inoculagdo em frutos de (a) pimentdo, (b) berinjela, (c)
cacau (d) seringueira
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Figura 5 — Lesbes causadas por um isolado de Phytophthra capsici obtido de
cacaueiro 5 dias ap6s a inoculagao em frutos de (a) pimentao, (b) berinjela, e por
isolado de P. capsici obtido de seingueira em berinjela (c)

causou lesdes muito grandes neste hospedeiro. Todos os isolados de cacaueiro e
seringueira infectaram frutos de cacaueiro e seringueira.

Dos trés isolados de pimenta-do-reino testados neste estudo, o isolado 437
foi patogénico a todos os quatro hospedeiros, enquanto o isolado 43 nao infectou
berinjela e o 229 nem o pimentdo nem berinjela. Os trés isolados obtidos de
cebola ndo foram patogénicos ao pimentdo embora tenham sido patogénicos a
berinjela e a frutos de cacaueiro e seringueira.

O isolado de Arecanut nao infectou o pimentdo, mas infectou todos os

demais hospedeiros.

4.3.3. Crescimento Micelial a 35 °C

De modo geral os isolados de cacaueiro e seringueira nao cresceram a 35
°C, exceto o isolado 23 de cacaueiro e os isolados 450, 480 e 533 de seringueira
(Tabela 2). Os isolados de feijao-lima, arecanut, macadamia e abdbora
apresentaram crescimento micelial a 35 °C. Dezessete dos 22 isolados de
pimentdo cresceram, tendo o didmetro das colénias variado de 1,7 a 5,7 cm.

Dentre os isolados de cebola, apenas o isolado 499 nZo cresceu a 35 °C.
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Situacao similar foi observada com os isolados de tomate, pois, dos trés testados,
0 431 nao apresentou crescimento micelial a esta temperatura. Dentre os isolados
obtidos de pimenta-do-reino, apenas o 437 cresceu a 35 °C. O isolado obtido de

fruta-pdo ndo apresentou crescimento a esta temperatura (Tabela 2).

4.3.4. Caracterizagao morfolégica

Os 21 isolados utilizados para as avaliagbes morfobiométricas
apresentaram, predominantemente, culturas com estrutura morfolégica petaldide,
com micélio aéreo variando de denso a esparso ou com formagao de glumulos,
esporangios caducos, predominantemente elipsoides, estreitos e com bases
afiladas ou arredondadas, cujos comprimentos variaram de 29,8 + 0,7 a 52,5 +
1,6 ym; as larguras de 18,2 + 0,4 a 30,9 + 0,8 um; e a razdo comprimento/largura
de 1,3 a 2,4. Quinze isolados (7 de cacaueiro, 4 de seringueira, 1 de pimentao, 1
de berinjela, 1 de feijao-lima e 1 de fruta-pdo) tiveram uma relagéo
comprimento/largura menor que 1,8 enquanto que 6 isolados (3 de cacaueiro, 2
de pimenta-do-reino e 1 de macadamia) apresentaram relagdo maior ou igual a
1,8 (Tabela 3). Todos os isolados apresentaram pedicelos longos cujo
comprimento variou de 25,3 + 1,5 a 100,5 + 7,9 um. Observou-se que apenas trés
isolados (feijao-lima, macadamia e fruta-pao) tiveram pedicelos com comprimento
maior que 50 pm. Os isolados de seringueira, cacaueiro e pimenta-do-reino
apresentaram pedicelos cujo comprimento variou de 25,3 + 1,5 a 49,1 + 2,0 uym.
As papilas foram proeminentes com profundidades de 2,5 ym a 6,4 um e abertura
do poro apical média de 4,9 + 0,2 um. Houve formacéo de clamidésporos em 11
dos 17 isolados avaliados, sendo 4 deles de cacaueiro; porém, em dois destes
(isolado 134 e 201) o numero de clamiddsporos foi pequeno foram vistos raros
desses esporos. Clamidésporos também foram formados em culturas em meio
CA de um isolado de cada dos seguintes hospedeiros: seringueira, pimenta-do-

reino, pimentdo, berinjela, feijdo-lima, macadamia e fruta-pao (Tabela 3).

4.3.5. Determinagao do tipo de compatibilidade

Testes de compatibilidade foram realizados com apenas 13 dos 21
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Tabela 3 — Anadlise morfobiométrica e teste de compatibilidade de isolados de Phytophthora capsici de diferentes

hospedeiros.

Esporangios (um) Relagao Papila (um)
Hospedeiro Isolado Comprimento Largura comp/larg Profundidade Abertura Pedicelo Presenca de Tipo de
do poro (um)  Clamidésporos Compatibilidade
Cacau 23 51,8+0,7% 21,3+0,3 2,4 3,1+0,1 5,9+0,1 34,1+1,8 B A1
Cacau 59 37,9+0,8 24,0+0,4 1,6 4,0+0,1 7,5+0,2 41,522 +© A1
Cacau 61 38,1+0,8 26,1+0,8 1,5 3,5+0,2 57+0,2 45,0+2,6 - A1
Cacau 94 46,1+0,7 21,9+0,4 21 3,7+0,1 6,4+0,2 49,1+2,0 - A2
Cacau 134 43,4+0,6 25,2+0,4 1,7 4,2+0,1 6,5+0,1 43,7+2,2 “4/-D A1
Cacau 135 52,5+1,6 25,9+0,5 2,0 3,7+0,1 6,7+0,3 42,6+2,9 - A1
Cacau 138 29,8+0,7 18,2+0,4 1,6 2,5+0,1 49+0,2 36,6+2,1 - A2
Cacau 201 42,7+0,9 25,140,8 1,7 3,7+0,1 5,8+0,1 34,7+2,3 /- *
Cacau 436 43,6+1,1 26,8+0,6 1,6 4,3+0,1 7,6+0,3 34,6+2,0 +E *
Cacau 451 42,5+0,7 25,1+0,4 1,7 4,0+0,1 7,3+0,2 49,0+2,8 + *
Seringueira 491 43,7412 27,8+0,5 1,6 4,6+0,2 7,2+0,2 441+27 * *
Seringueira 493 40,0+0,8 27,0+0,5 1,5 4,3+0,2 7,5+0,3 32,2+1,7 * *
Seringueira 494 42,0+1,1 29,74+0,6 1,4 5,1+0,2 7,5+0,2 36,6+1,9 * *
Seringueira 533 42,9+1,1 25,6+0,0 1,7 4,7+0,2 6,5+0,2 25,3+1,5 + A1
Pimenta-do-reino 43 43,2+0,9 23,5+0,7 1,8 3,3+0,2 5,7+0,2 33,3+2,0 + A2
Pimenta-do-reino 229 41,7+0,8 19,1+0,5 2,2 3,5+0,1 6,1+0,1  39,2+2,2 - A2
Pimentao 420 41,5+1,3 28,8+0,6 1,4 4,7+0,2 7,7+0,3 36,1+1,8 + ?
Berinjela 428 46,5+1,0 27,3+0,6 1,7 5,4+0,3 7,5+0,2 30,8+1,7 + A1
Feijao-lima 442 48,2+2,0 30,9+0,8 1,6 5,5+0,2 9,1+0,3 79,1481 + ?
Macadamia 454 43,1+1,0 21,0+0,4 2,0 5,2+0,2 6,945,2 100,5+7,9 + A2
Fruta-pao 546 36,4+0,7 23,4+0,4 1,6 4,5+0,1 6,3+0,2 60,4+3,1 + A1
" _ erro padrdo da média calculado com base em 50 esporangios P _ clamiddsporos escassos.
B _ auséncia de clamidésporos E _ nao determinado

c_ presenga clamidésporos
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isolados utilizados nas analises morfobiométricas. Todos os 13 isolados formaram
oogbnios, anteridios anfigenos e odsporos quando pareados com os tipos
compativeis conhecidos A1(23 e/ou 156) e A2 (26 e/ou 229). Dentre os isolados de
cacaueiro observou-se a existéncia tanto do tipo compativel A1 (5 isolados) como
também do tipo compativel A2 (2). Os isolados de pimenta-do-reino (2) e
macadamia foram do tipo compativel A2, enquanto que os isolados de seringueira,
berinjela e fruta-pado apresentaram tipo compativel A1. Ndo houve formagédo de
oogbnios, anteridios e odsporos no auto-pareamento dos isolados (Tabela 3).
Observou-se, portanto a predominancia do tipo de compatibilidade A1 entre os 13

isolados estudados.

4.3.6. Combinagcdo dos dados morfolégicos, fisioléogicos e de

patogenicidade

Para melhor visualizar os dados obtidos nos testes de patogenicidade,
crescimento micelial a 35 °C (Tabela 2) e caracterizagdo morfoldgica (Tabela 3)
dentro dos objetivos do trabalho, preparou-se uma tabela resumo com o numero
de isolados dentre aqueles testados que apresentaram crescimento a 35 °C,
comprimento médio do pedicelo maior que 50 um e que foram patogénicos a

piment&o, berinjela, cacau e seringueira (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de isolados, dentre o total de isolados testados, para cada
hospedeiro que apresentaram crescimento micelial a 35 °C, comprimento do pedicelo
maior que 50 um e que foram patogénicos a cada um dos quatro hospedeiros testados.

Crescimento Pedicelo Patogenicidade
Hospedeiros a35°C > 50um Pimentao  Berinjela Cacau Seringueira
Cacau 1(14) 0(9) 5(14) 3(14) 14 (14) 14 (14)
Seringueira 5(17) 0 (5) 2(17) 5(17) 7(17) 7(17)
Pimentao 21(22) - 20 (22) 17 (22) 1(22) 2 (22)
Tomate 2(3) - 3 (3) 3 (3) 3 (3) 3 (3)
Berinjela 1(3) 0(1) 3(3) 3(3) 3(3) 3(3)
Feijao lima 3(3) 1(1) 3(3) 3(3) 3 (3) 3(3)
Pimenta-do-reino 1(3) 0(1) 2(3) 2(3) 3 (3) 3 (3)
Cebola 2(3) - - 3(3) 3 (3) 3(3)
Abdbora 1(1) - 1(1) 1(1) 1(1) 1(1)
Arecanut 1(1) 1(1) - 1(1) 1(1) 1(1)
Macadamia 1(1) 1(1) 1(1) 1(1) 1(1) 1(1)
Fruta-pdo 0(1) 1(1) 1(1) 1(1) 1(1) 1(1)

- ndo foi determinado
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4.3.7. Anadlise de diversidade e filogenia com base no sequenciamento de

trés genes nucleares

Entre os 72 isolados analisados (Tabela 5) 24 sdo de regido de clima
temperado dos Estados Unidos e, os demais, sdo de regides tropicais. O grupo de
isolados de pimentdo compde-se de 16 isolados de regides temperadas e 6 de

regides tropicais.

4.3.8. Anadlise de seqiiéncias ITS do rDNA

As sequéncias da regido ITS do DNA ribossébmico dos 72 isolados
analisados foram baseados em 660-pb de nucleotideos alinhados. A identidade
das sequéncias dos isolados de P. capsici estudados variou de 98 a 100%. O
filograma gerado por essa analise resultou em quatro grupos (Figura 6). O grupo
1 (azul), o maior dos grupos formados, composto pelos isolados de berinjela (3)
feijdo-lima (3), pimentdo (21), seringueira (2), tomate (3) cacau (1) e abobora (1),
apresentou identidade de sequéncias variando de 99,5% a 100% entre si. O
grupo 2 (vermelho) foi formado por 11 isolados sendo 10 de cacaueiro e um de
seringueira, com identidade de sequéncias variando de 98,9 a 100%. O terceiro
grupo (verde) foi constituido por 14 isolados de seringueira, 1 isolado de
cacaueiro e 1 de pimenta-do-reino apresentando entre si 99,8 a 100 % de
identidade de sequéncias. O quarto e ultimo grupo (rosa) foi formado por 1 isolado
de cada um dos seguintes hospedeiros: pimentdo, macadamia, fruta—pao e
arecanut além de 3 isolados de cebola, 2 de cacaueiro e 2 de pimenta-do-reino,
apresentando 99,8 a 100% de identidade de sequéncias entre si.

Os isolados de Phythophthora palmivora separaram-se dos demais
isolados testados e apresentaram identidade de sequéncias que variaram de 90,7
a 91,8% quando comparados com os demais isolados.

N&o se observou agrupamento dos isolados analisados por especificidade
de hospedeiro, nem por local de origem, pois misturaram-se Nn0os mesmos grupos

os isolados obtidos em regides de clima temperado e regides de clima tropical.

4.3.9. Andlise de sequéncias do fator de transcri¢ao e elongagao 1-a

O filograma genético representando as relagcdes entre os 69 isolados
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Tabela 5 — Isolados selecionados para o sequenciamento e genes para 0s quais
eles foram sequenciados.

Hospedeiro Isolado ITS® EL1-0° B-TUBU®
Cacau 23 X@ X X
Cacau 59 X X X
Cacau 61 X -© X
Cacau 94 X X X
Cacau 134 X X X
Cacau 135 X X X
Cacau 138 X X X
Cacau 201 X X X
Cacau 227 X X X
Cacau 436 X X X
Cacau 446 X - X
Cacau 451 X X X
Cacau 452 X X X
Cacau 497 X X X

Seringueira 181 X X X

Seringueira 183 X - X

Seringueira 185 X X X

Seringueira 195 X X X

Seringueira 447 X - X

Seringueira 449 X X X

Seringueira 450 X X X

Seringueira 480 X - X

Seringueira 493 X X X

Seringueira 494 X X X

Seringueira 533 X X X

Seringueira 535 X X X

Seringueira 538 X X X

Seringueira 549 X X X

Seringueira 551 X X X

Seringueira 555 X X -

Seringueira 556 X X X

Pimentao 316 X X X
Pimentao 317 X X X
Pimentao 318 X X X
Pimentao 320 X X X
Pimentao 419 X X X
Pimentao 421 X X X
Pimentao 423 X X X
Pimentao 424 X - X
Pimentao 425 X X X
Pimentao 426 X X X
Pimentao 427 X X X
Pimentao 429 X X X
Pimentao 430 X X X
Pimentao 433 X X X
Continua
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Tabela 5 - continuacéo

Hospedeiro Isolado ITS?* EL1-0° pB-TUBU®
Pimentao 434 X X X
Pimentao 435 X X X
Pimentao 438 X X X
Pimentao 439 X X X
Pimentao 440 X X X
Pimentao 441 X X X
Pimentao 575 X X X
Pimentao 578 X X X

Tomate 319 X X X
Tomate 422 X X X
Tomate 431 X X X
Berinjela 420 X X X
Berinjela 428 X X X
Berinjela 432 X X X
Feijao lima 442 X X X
Feijo lima 443 X X X
Feijao lima 444 X X X
Pimenta-do-reino 229 X X X
Pimenta-do-reino 43 X X X
Pimenta-do-reino 437 X X X
Cebola 498 X X -
Cebola 499 X X
Cebola 500 X X -
Abobora 321 X X X
Arecanut 445 X X X

Macadamia 454 X X X

Fruta pdo 546 X X X

@ - regigo ITS do rDNA

® _ fator de transcrigdo e elongacdo 1-a
¢ - B- tubulina

4_ X gene seqiienciado

¢ - ndo seqiienciado
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428 [+1]" Berinjela
442 [+1]° Feijao-lima
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493 Seringueira
422 [+1]° Tomate
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429 Pimentao
444 Feijao-lima
494 Seringueira
319 Tomate
321 Abdbora
97 316 [+3]°
427 Pimentao
320[+1]
61 [+5]°/447 Cacau/Seringueira
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92 [—185 [+2] ) _
181 [+10] :l Seringueira
229 Pimenta-do-reino
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Figura 6: Filograma genético das relacbes entre as espécies de Phytophthora baseado
em 660-pb de nucleotideos alinhados da regido ITS do rDNA. O filograma foi construido
utilizando-se o método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-Cantor. Os
valores apresentados nas ramificagoes do filograma correspondem as percentagens da
analise de bootstrap, que foram calculados com base em 1000 repeticbes. A escala
indica o numero de substituicdes de nucleotideos por sitio. Os numeros entre colchetes
representam o numero adicional de isolados em cada grupo e s&o descritos pelas letras
subscritas a seguir: “432; B443; ©423, 425, 426, 429, 430, 433, 434, 435, 439, 440, 441;
P431; F317, 575, 578; "421; ©134, 138, 201, 436, 446; "94, 135, 497; '533, 556; '183, 195,
449, 450, 480, 535, 538, 549, 551, 555; “452; M437; "500. Andlise de boostrap foi feita
com base em 1000 repeti¢des.
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sequenciados para o fator de elongacao 1-a (Tabela 3) foi baseado em 891-pb de
nucleotideos alinhados (Figura 7). Para este gene, a identidade das sequéncias
entre os isolados de P. capsici variou de 89,2 a 100%. Entretanto, quando as
sequéncias dos isolados 134 e 43 (Figura 7) sdo desconsideradas, por serem
estas sequéncias muito distantes daquelas de P. capsici, as identidades de
sequéncias variaram de 97,4 a 100%. Quatro grupos foram formados, sendo o
primeiro grupo (azul) composto por isolados de pimentdo (1), berinjela (2), cacau
(3) e seringueira (14) cuja identidade de sequéncias entre eles foi de 99,5 a
100%. No segundo grupo (vermelho) estdo presentes isolados de cebola (3),
fruta-pao (1), pimenta-do-reino (1), macadamia (1), cacau (1) com identidade de
sequéncias de 98,3 a 100%. No terceiro grupo (verde) encontram-se isolados de
pimentdo (2), cacau (7), feijdo-lima (1) que tiveram 97,4 a 100% de identidade de
sequéncias entre si. O quarto grupo (rosa) incluiu isolados de cacau (2), arecanut
(1), pimentdao (17), abobora (1), tomate (3) feijao-lima (2) berinjela (1) com
identidade de sequéncias variando de 97,1 a 100%. Os isolados de P. palmivora
(226 e 351) apresentaram identidade de 95,5% quando comparadas com
sequéncias dos isolados de P. capsici. O isolado 134 de cacaueiro apresentou
identidade de sequéncias de 99,8% com os isolados de P. palmivora e, em
relacdo aos isolados de P. capsici esta identidade variou de 95,6 a 99,8%. O
isolado 43 de pimenta-do-reino formou um grupo distinto e as identidades de
sequéncias para este isolado, quando comparado aos demais isolados de P.
capsici, variaram de 89,2 a 90,1% enquanto para os isolados de P. palmivora foi
de 90,9%.

Ndo houve agrupamento dos isolados por hospedeiro ou por regido
geografica de origem. Similarmente ao que aconteceu com o sequenciamento da
regido ITS, misturaram-se nos grupos os isolados originarios de regides de clima

tropical e de clima temperado.
4.3.10. Analise de seqiiéncias de B - tubulina

Os estudos de diversidade e filogenia originados do sequenciamento do
fragmento deste gene em 68 isolados basearam-se em 714-pb de nucleotideos

alinhados (Figura 8). Sete grupos podem ser observados no filograma gerado
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Figura 7 : Filograma genético das relagdes entre as espécies de Phytophthora baseado em 891-
pb de nucleotideos alinhados da regido do fator de elongagdo 1-a. O filograma foi construido
utilizando-se o método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-Cantor. Os valores
apresentados nas ramificagbes do filograma correspondem as percentagens da analise de
bootstrap, que foram calculados com base em 1000 repeticbes. A escala indica o numero de
substituicdes de nucleotideos por sitio. Os numeros entre colchetes representam o] m]mero
adicional de isolados em cada grupo e s&o descritos pelas Ietras subscrltas a seqguir: 432 8551,
538 533 493 555, 185, 449, 450, 535, 556, 494, 549, 195, °500; P497, 135; £433, 434; 7435, 441;
©421; "439; '426. Analise de boostrap foi feita com base em 1000 repeticdes.
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Figura 8: Filograma genético das relagdes entre as espécies de Phytophthora baseado em 714-pb
de nucleotideos alinhados da regido de B-tubulina. O filograma foi construido utilizando-se o
método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-Cantor. Os valores apresentados nas
ramificagdes do filograma correspondem as percentagens da anadlise de bootstrap, que foram
calculados com base em 1000 repeticdes. A escala indica o numero de substituicdes de
nucleotideos por sitio. Os numeros entre colchetes representam o nimero adicional de isolados
em cada grupo e sdo descritos pelas letras subscritas a seguir: A433,439,434; 427, 424, 578, 575;
©423,430; P432; © 551, 195, 183, 480, 493, 538, 549, 536; 450, 436, 451; ®441, "134, 138, 452,
446, 201, 447; '497. Analise de boostrap foi feita com base em 1000 repeticdes.
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nesta analise. Novamente ndo se observaram agrupamentos especificos por
hospedeiro ou por regido de origem. A similaridade entre os isolados de P. capsici
variou de 92,2 a 100% e de 94,1 a 100% quando o isolado 440 foi
desconsiderado por apresentar sequéncias mais proximas a espécie P. palmivora.
O primeiro grupo (azul) com maior numero de isolados foi formado por isolados de
pimentao (15), cacaueiro (2), feijao-lima (2), seringueira (2), tomate (2), abébora
(1) e pimenta-do-reino (1) com 99,2 a 99,8% de identidade de sequéncias entre
eles. O segundo grupo (vermelho), com 99,8% a 100% de identidade de
sequéncias constituiu-se de dois isolados de berinjela e um de pimentdo. No
terceiro grupo (verde) ficaram trés isolados de pimentdo e um de cada dos
seguintes hospedeiros: cacaueiro, seringueira, fruta-pdo, pimenta-do-reino,
macadamia e arecanut, estes isolados tiveram entre eles 99,1 a 99,5% de
identidade de sequéncias. No quarto grupo (rosa) reuniram-se
predominantemente isolados de seringueira (9) e também de cacaueiro (4),
pimentdo (2), berinjela (1), tomate (1) e pimenta-do-reino (1) que apresentaram
100% de identidade de sequéncias. Seis isolados de cacaueiro e um de
seringueira, com 100% de identidade de sequéncias, formaram o quinto grupo
enquanto que no sexto, ficaram trés isolados de cacau e um de pimentado, cuja
identidade de sequéncias entre eles foi de 99,4 a 99,8%. O isolado 494 de
seringueira ndo se agrupou com nenhum outro dos isolados analisados,
apresentando 94,1 a 94,8% de identidade de sequéncias com os isolados de P.
capsici. No entanto, o isolado 440 apresentou 99,7% de identidade de sequéncias
com os isolados de P. palmivora agrupando-se, portanto com esses isolados, pois
as identidades de sequéncias com os isolados de P. capsici variaram de 92,2 a
93,1%.

4.3.11. Analise combinada de sequéncias da regiao ITS, fator de transcrigao

e elongagao 1-a e B-tubulina

Os trés genes foram combinados para a construgao do filograma genético
baseado em 2265-pb de nucleotideos alinhados (Figura 9). Nesta analise
conjunta foram considerados 63 isolados que foram sequenciados para os trés

genes além dos isolados 226 e 351 de P. palmivora usados para comparacao. A
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Figura 9- Filograma genético da combinacéo de trés genes (regido ITS, fator de elongagéo
1-a e B-tubulina) baseado em 2265-pb de nucleotideos alinhados destes genes. O filograma
foi construido utilizando-se o método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-Cantor.
Os valores apresentados nas ramificagbes do filograma correspondem ao bootstrap dados
em porcentagem e foram calculados com base em 1000 repeticbes. A escala indica o numero

de substituicdes de nucleotideos por sitio.

similaridade entre as sequéncias de P. capsici variou de 93,2 a 100%. A
similaridade entre as sequéncias dos isolados de P. palmivora e os de P. capsici
variou de 93 a 94,9%. Sete grupos foram visualizados no filograma genético
sendo o primeiro (azul) formado por 26 isolados dos seguintes hospedeiros:
pimentdo (16), tomate (3), feijao-lima (2), cacau (1), abdbora (1), arecanut (1),
pimenta-do-reino (1) e berinjela (1); as identidades de sequéncias entre esses
isolados variaram de 99 a 100%. O segundo grupo (vermelho) foi composto de
cinco isolados sendo dois de cacaueiro, dois de pimentdo e um de feijao-lima;
estes isolados apresentaram variagao de identidade de sequéncias entre 99 a
100% neste grupo. No terceiro grupo (verde) estavam presentes os isolados de
pimenta-do-reino (2), macadamia (1), cacau (1) e fruta-pao (1) com 95,6 a 99,7%
de identidade de sequéncias entre eles. Quatro isolados de cacaueiro com
identidades de sequéncias de 98,2 a 99,8% compuseram o quarto grupo (rosa).
Isolados de seringueira (10), cacaueiro (3), berinjela (2) e pimentao (1) formaram
0 quinto grupo (laranja) com identidades de sequéncias entre eles de 98,6 a
100%. O sexto grupo (lilds) com trés isolados de cacaueiro e um de pimentéo
apresentou identidade de sequéncias de 98,3 a 100%. Os isolados 494 e 440,
similarmente ao que ocorreu no filograma obtido para o sequenciamento do gene
B-tubulina, ndo agruparam com os demais isolados de P. capsici sequenciados e
as identidades de sequéncias entre o isolado 494 e os demais isolados variaram
de 93,5 a 98,1%, enquanto o isolado 440 formou um grupo com os isolados de P.
palmivora utilizados como controle. As identidades de sequéncias deste isolado
com os demais isolados de P. capsici foram de 93,2 a 97,7%, porém com o0s
isolados de P. palmivora a variagao foi de 95,7%.

Conforme observado nos filogramas obtidos a partir do sequenciamento
dos trés genes isoladamente (Figuras 7, 8 e 9) a variabilidade genética entre os

isolados analisados é muito grande inclusive sem a ocorréncia de repetibilidade
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de isolados e hospedeiros dentro dos grupos formados nos diferentes filogramas.
Nao houve especificidade de agrupamentos por hospedeiro ou por origem
geografica dos isolados testados.

Devido a grande variabilidade observada nas analises de sequéncias dos
isolados para os genes isoladamente ou em conjunto, resolveu-se analisar
comparativamente as sequéncias ITS de alguns isolados, de todos os
hospedeiros testados com as sequéncias obtidas nos bancos de dados publicos

para P. tropicalis e P. capsici

4.3.12. Analise de seqliéncias da regiao ITS entre alguns isolados em estudo

e isolados dos bancos de dados publicos.

As sequéncias da regido ITS de 21 isolados sendo: 5 de cacaueiro, 4 de
seringueira, 4 de pimentao, 2 de pimenta-do-reino, 1 de feijao-lima, 1 de berinjela,
1 de macadamia, 1 de fruta-pdo, 1 de arecanut e 1 de cebola, foram comparadas
as sequéncias obtidas nos bancos de dados publicos para P. tropicalis
(AJ299733 e AJ299734 de cyclamen; AY208125, AY739022 de mandioca;
AY742737, AY742738 e AY207010 de Leucospermum sp.) e para P. capsici.
(AJ854287 de Cucurbita pepo; AF266787, AF467083, AF467085 e AF467084 de
cacaueiro; AF228079 de tomate; AF228078 e AJ 854285 ambas de pimenté&o).

A similaridade entre as sequéncias dos isolados classificados como P.
tropicalis e P. capsici variou de 96,8 a 100%. O filograma gerado (Figura 10)
mostrou a formagao de 5 grupos onde isolados de cacaueiro e seringueira ficaram
no mesmo grupo que isolados de berinjela e pimentdo e também quatro dos
isolados de P. capsici de pimentdo, abobora e tomate obtidos no banco de dados.
Similarmente um isolado de pimentdo agrupou-se a isolados de macadamia,
pimenta-do-reino, cebola, e arecanut e a quatro sequéncias de P. tropicalis do
banco de dados. Dois isolados de cacaueiro ndo agruparam-se a sequéncias do
banco de dados. O isolado 226 de P. palmivora foi usado para comparagao e
permaneceu distinto dos demais.

Estes dados também atestam as dificuldades para a separagao tanto dos
isolados analisados quanto dos isolados presentes no banco de dados publicos

em duas espécies.
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493 Seringueira
23 Cacau

442 Feijao-lima
-1 " AJ854287 Abodbora - P. capsici
— 420 Berinjela
AJ854285 Pimentao
—1494 Seringueira
— 578 Pimentao
=427 Pimentao

AF228078 Pimentao - P. capsici

AF266787 Cacau - P. capsici
AF228079 Tomate - P. capsici
421 Pimentao
EF467083 Cacau - P. capsici
AF467084 Cacau - P. capsici
88 AY208125 Mandioca - P. tropicalis
61 Cacau
— 533 Seringueira
1 AY207010 Leucospermum - P. tropicalis
181 Seringueira
1450 Seringueira
229 Pimenta-do-reino
AF467085 Cacau - P. capsici
— AY742738 Leucospermum - P. tropicalis
75 —— AY742737 Leucospermum - P. tropicalis
454 Macadéamia
o 318 Pimentao
546 Fruta-pao
g7 | 1445 Arecanut
43 Pimenta-do-reino
500 Cebola
AJ299734 Ciclamen - P. tropicalis
AY739022 Mandioca- P. tropicalis
AJ299733 Ciclamen - P. tropicalis
59 Cacau
99 7135 Cacau

226 P palmivora

0.01

Figura 10: Filograma genético das relagdes entre as espécies de Phytophthora baseado na regido
ITS do rDNA com seqtiéncias obtidas nos bancos de dados publicos para P. tropicalis e P. capsici
O filograma foi construido utilizando-se o método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-
Cantor. Os valores apresentados nas ramificagbes do filograma correspondem as percentagens
da analise de bootstrap, que foram calculados com base em 1000 repeti¢des.
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4.4. Discussao

Com o objetivo de estudar a diversidade genética e a taxonomia de
Phytophthora capsici, isolados de diversos hospedeiros foram submetidos a uma
analise polifasica. Foram realizados estudos de RAPD; analises morfobiométricas
e fisiologicas; testes de compatibilidade e de patogenicidade; sequenciamento de
trés genes nucleares e analise in silico de aproximadamente 100 isolados de P.
capsici de hospedeiros originarios de regides temperadas e tropicais. O ponto
central deste trabalho foi a verificacdo do status taxonédmico dos isolados da
regido cacaueira e outros isolados tropicais existentes na colecdo de
Phytophthora do CEPEC, e classifica-los como P. capsici ou P. tropicalis. Esta
ultima espécie foi recentemente descrita para comportar os isolados do grupo
MF4 de P. palmivora (Griffin, 1977) e outros isolados de cultivos tropicais,
anteriormente classificados como P. capsici (Hunter et al.,1971; Kunimoto et al,
1976; Zentmeyer et al., 1977; Kasim, 1978; Garber et al., 1986; Tsao e Alizadeh,
1988; Tsao, 1991).

As analises de RAPD mostraram uma extensa variabiliadade entre os
isolados de P. capsici estudados, com auséncia de agrupamento por hospedeiro e
regides de origem. Resultados similares ja foram obtidos anteriormente por outros
autores (Luz et al., 2003; Faleiro et al., 2003; Faleiro et al., 2004), atestando a
diversidade genética dentro da espécie. Estudos realizados utilizando eletroforese
de proteinas totais e isoenzimas também confirmaram a ampla diversidade de
isolados de P. capsici provenientes de diversos hospedeiros (Kaosiri e Zentmyer,
1980; Tsao e Alizadeh, 1988; Oudemans e Coffey, 1991; Mchau e Coffey, 1995;
Ortiz-Garcia, 1996).

Forster et al (1990) e Foster e Coffey (1991) trabalhando com RFLP de
mtDNA observaram alta diversidade entre os isolados de P. capsici, com distintos
e dissimilares tipos de mtDNA, impossibilitando a correlacéo entre tipos padrbes e
hospedeiros ou origem geografica dos isolados. No entanto, quando o numero de
isolados em estudo aumentou foi possivel perceber que os isolados anteriormente
classificados como P. palmivora MF4, agrupavam-se com os isolados de P.
capsici obtidos de Capsicum. Isto reforgava a reclassificagdo destes isolados

como P.capsici de acordo com a proposta de Brasier e Griffin (1979) e Tsao e
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Alizadeh (1988).

O sequenciamento de trés genes nucleares, de maneira geral, nao mostrou
agrupamento dos isolados por hospedeiro e origem geografica (Figuras 7-10).
Houve, entretanto, a formagao de diversos subgrupos contendo tanto isolados de
hospedeiros oriundos de regides tropicais quanto de temperadas, o que
frontalmente contradiz a proposicao inicial de Uchida e Aragaki (1989); Aragaki e
Uchida (1992) que culminou na descrigao de P. tropicalis como uma nova especie
(Aragaki e Uchida, 2001), constituida, principalmente, dos isolados de
hospedeiros tropicais. No presente estudo, inclusive isolados de um mesmo
hospedeiro, como por exemplo o pimentdo, obtidos de diversas areas
geograficas, compuseram alguns dos grupos formados tanto por isolados de
regides tropicais quanto de temperadas. O mesmo ocorreu com outros
hospedeiros incluidos neste estudo. Portanto, os estudos moleculares, ora
realizados, ndao oferecem respaldo para a separacdao de espécies dentre os
isolados estudados. Chowdappa et al. (2003) utilizaram isolados de P. capsici de
cacau, pimenta-do-reino e pimentdo da india e um isolado do México, para
estudos de ITS-RFLP e observaram quatro grupos distintos, dois dos quais
formados pelos isolados de cacau. Os autores concluiram pela existéncia de dois
grupos genéticos entre os isolados de cacau, que foram geneticamente distintos
dos isolados de pimenta-do-reino. Esta divisdo seria respaldada na morfologia
das col6nias, reagdes seroldgicas, respostas a antibioticos, fungicidas e
patogenicidade (Chowdappa e ChandraMohanan, 1998). Tais conclusées ndo sao
confirmadas em nossos estudos, onde nao foi possivel obter grupos consistentes
com base em dados moleculares, fisiologicos, morfométricos e de patogenicidade.

Oudemans e Coffey (1991) por meio de estudos isoenzimaticos
demonstraram a existéncia de trés subgrupos em P. capsici: CAP 1, CAP 2 e CAP
3, ressaltando que os isolados descritos por Uchida e Aragaki (1989) como P.
tropicalis estavam dentro dos grupos CAP 2 e CAP 3 e os isolados de cacau,
pimenta-do-reino previamente descritos como P. palmivora MF4 apresentaram-se
altamente variaveis distribuindo-se por todos os trés subgrupos. Mchau e Coffey
(1995) trabalhando com 15 sistemas isoenzimaticos e 113 isolados conseguiram
distinguir dois grupos ou duas subpopulagdes dentro da espécie P. capsici: CAP

A e CAP B, ambos compostos por isolados provenientes de diferentes
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hospedeiros e regides geograficas. No entanto, no presente trabalho, os
agrupamentos “CAP” obtidos por esses autores ndo foram confirmados, porém,
um numero maior de grupos foi formado, entretanto, sem a consisténcia
necessaria tanto para a separacao de espécies quanto de sub-populagoes.

Aragaki e Uchida (2001) utilizaram a auséncia de crescimento a 35 °C,
auséncia de patogenicidade a pimentao, comprimento do pedicelo do esporangio
maior que 50 pm e formagcdo de clamidésporos, como caracteristicas
diferenciadoras de P. tropicalis da espécie P. capsici. No entanto, os resultados
obtidos no presente trabalho demonstram a invalidade da espécie P. tropicalis,
pois nenhuma das caracteristicas listadas por esses autores como
diferenciadoras foi capaz de separar consistentemente dois grupos dentre os
isolados estudados (Tabela 4). O crescimento micelial a 35 °C n&o permitiu
distingbes claras entre os isolados, pois isolados de cacaueiro, seringueira,
pimenta-do-reino, arecanut e macadamia que deveriam ser classificados como P.
tropicalis por serem obtidos de hospedeiros tropicais e cresceram a 35 °C,
enquanto que, segundo a descri¢do original, esta espécie engloba na sua maioria
isolados que nao deveriam crescer a esta temperatura. Por outro lado, alguns
isolados de pimentao e tomate, originalmente descritos como P. capsici, portanto
capazes de crescer a 35 °C, ndo cresceram nos testes aqui realizados,
demonstrando que o critério crescimento micelial a 35 °C n&o pode ser utilizado
para separagao taxondmica, pelo menos neste caso. Ressalta-se que os testes
apresentados no presente trabalho foram repetidos duas vezes consecutivos para
que nao houvesse duvida na expressao dos resultados.

Em relagdo a patogenicidade a pimentdo e solanaceas, caracteristica
usada como diferenciadora para P. capsici (Uchida e Aragaki, 1989; Aragaki e
Uchida, 2001) nota-se mais uma vez que os isolados nao formaram grupos
consistentes. Alguns isolados de cacau, seringueira, pimenta-do-reino,
macadamia, arecanut, berinjela e fruta-pdo foram patogénicos a frutos de
pimentdo e/ou berinjela, contrariando o0 esperado para isolados destes
hospedeiros, que seriam tipicos de P. tropicalis (Tabela 4).

O holdtipo da espécie P. tropicalis (isolado 454 neste estudo) comportou-se
de maneira diversa daquela relatada por Aragaki e Uchida (2001) sendo

patogénico a pimentdo e com abundante crescimento a 35 °C, caracteristicas
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tipicas de P. capsici. Portanto, tanto o crescimento a 35 °C quanto a
patogenicidade a pimentdo ndo possuem, neste caso, valor taxonémico.

Aragaki e Uchida (2001) classificaram a maioria dos isolados de cacaueiro
como P. tropicalis e, portanto capazes de formar clamidésporos. Entretanto, no
presente estudo apenas dois dos isolados de cacaueiro até o presente momento
observado foram capazes de formar estas estruturas (Tabela 3). Campélo e Luz
(1981) ndo observaram formacdo de clamidosporos em isolados de cacaueiro
classificados como P. capsici e Cerqueira et al. (1999) apenas notaram estes
propagulos em trés dentre 21 isolados estudados.

Uma das principais caracteristicas morfoldgicas utilizadas para a descricéo
de P. tropicalis foi o comprimento do pedicelo do esporangio, que segundo
Aragaki e Uchida (2001) deve ser maior que 50 um para esta espécie. Os dados
morfolégicos do presente estudo, embora empregando um numero limitado de
isolados, mostraram que alguns apresentaram pedicelos maiores que 50 pm
incluindo isolados de arecanut, macadamia (isolado tipo de P. tropicalis) e fruta-
pao. Entretanto, o comprimento dos pedicelos do isolado 442 de feijao-lima, um
hospedeiro obtido de regido temperada, foi maior que 50 um. Isolados de
cacaueiro, seringueira e berinjela que deveriam possuir pedicelos maiores que 50
pgm de acordo com Aragaki e Uchida (2001), apresentaram pedicelos menores
que 50 um, demonstrando a inconsisténcia taxonémica deste carater.

Para a descricdo de P. tropicalis, os autores (Aragaki e Uchida, 2001),
utilizaram apenas dados morfolégicos, listando alguns casos onde os isolados se
comportam de maneira diversa para esta espécie: a) crescimento a 35 °C de
isolados classificados como P. tropicalis; b) patogenicidade a pimentdo entre os
isolados de P. tropicalis; c) auséncia de clamidésporos em P. ftropicalis. Os
estudos aqui relatados confirmam estas incongruéncias, pois foram identificadas
novas e mais numerosas excegdes para os trés critérios classificatorios.

Baseando-se na descricdo de Aragaki e Uchida (2001), Gerlach e Shubert
(2001) identificaram na Alemanha e na Holanda plantas de ciclamen (Cyclamen
persicum Mill) com sintomas de murcha causada por P. tropicalis. Analise de
sequéncias da regido ITS do isolado de ciclamen e do holétipo da espécie P.
tropicalis revelaram sequéncias de nucleotideos idénticas para os dois isolados

com a excegao de dois pares de bases. A presencga de P. fropicalis em clima
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temperado ndo era esperada. Especulou-se sobre a possivel introducdo do
patdgeno de paises tropicais para alguns pontos da Europa (Gerlach e Shubert,
2001). Porém, com base nos resultados encontrados no presente estudo é
possivel a ocorréncia do patdégeno em regides temperadas, uma vez que P.
capsici € uma espécie cosmopolita.

Zhang et al. (2004) utilizaram sequéncias da regiao ITS do rDNA para
distinguir P. capsici e P. tropicalis. Segundo estes autores os isolados do tipo
compativel A2 de P. tropicalis foram mais préximos a P. capsici e, portanto, se
encontravam em pleno curso evolucionario. Nos estudos aqui relatados, a
distincdo das espécies nao foi possivel quando os sequenciamentos da regido
ITS do rDNA, e de outros dois genes, B-tubulina e fator de transcricdo e
elongacédo 1-a e também a combinagédo destes genes foi utilizada. A analise “in
silico” de sequéncias da regidao ITS do rDNA obtidas dos bancos de dados
publicos também mostrou a impossibilidade da separacado destas espécies. As
conclusdes de Zhang et al. (2004) podem ter sido equivocadas devido ao fato de
serem baseadas em um reduzido numero de isolados (apenas quatro), ao passo
que, no presente estudo, sdo baseadas em 85 isolados. Os pareamentos
realizados para determinacdo do tipo de compatibilidade demonstraram que
isolados dos tipos A1 e A2 n&o se agruparam separadamente, como sugerido por
Zhang et al. (2004), reforcando a invalidade da espécie P. tropicalis.

O fato de os isolados 134, 43, 440 e 494 serem agrupados mais proximos
a P. palmivora em analise de sequéncias dos genes [B-tubulina e fator de
transcricdo e elongacdo 1-a indicam que estes genes foram herdados de P.
palmivora ou de outra espécie afim, apontando para uma condic&o hibrida destes
isolados. Apesar de morfologicamente similares a P. capsici, os isolados 440 e
134 poderiam ser classificados como P. palmivora, se, por acaso, apenas dados
de sequenciamento do gene B-tubulina fossem analisados. Da mesma forma, os
isolados 440 e 134 poderiam ser classificados como P. palmivora através da
analise de sequéncias do gene fator de transcricdo e elongacédo 1-a, enquanto
que os isolados 494 e 43 seriam classificados como outras espécies distintas de
P. palmivora e P. capsici através da analise das sequéncias dos mesmos genes.
Portanto, demonstra-se no presente estudo a importancia da utilizacdo de um

grande numero de isolados e de sequéncias de varios genes para a realizagao de
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estudos taxondmicos em espécies do género Phytophthtora, devido a presenga
de hibridos interespecificos. Hibridacdes interespecificas no género Phytophthora
parecem ocorrer com alguma frequéncia. Diversos exemplos ja foram descritos na
literatura (Burnett, 1983; Brasier, 1995; Brasier et al, 1999; Gu e Ko, 2001).

Os provaveis parentais para estes hibridos sao P. capsici e P. palmivora
devido as caracteristicas morfolégicas, as sequéncias de B-tubulina e fator de
transcricdo e elongagcdo 1-a e aos testes de compatibilidade. O isolado 134
formou odsporos apenas quando pareado com o tipo compativel de P. palmivora
e ndo com o de P. capsici. A esterilidade do isolado 43 nos estudos de
compatibilidade indica mais uma vez sua condic&o hibrida, pois, a esterilidade é
uma caracteristica comum nos organismos hibridos.

Nestes estudos confirmou-se a grande diversidade genética de P. capsici e
a formagao de grupos inconsistentes quanto as caracteristicas diferenciais citadas
por Aragaki e Uchida (2001) e, portanto, invalidando a espécie P. tropicalis. O

binbmio P. tropicalis deve ser considerado como sinbnimo de P. capsici.
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5. CONCLUSOES GERAIS

. Phytophthora capsici foi identificada como agente etiologico da queima das
folhas e podriddo-mole dos frutos de fruta-pdo (Artocarpus altilis) (Parks)
Fosberg, sendo este o primeiro relato desta espécie neste hospedeiro;

. O isolado da fruta-pdo quando inoculado artificialmente, causou lesdes
também em frutos de pimenté&o, berinjela, cacaueiro e seringueira;

. Existe ampla diversidade genética entre os 85 isolados estudados
comprovada pela analise de RAPD e também de sequenciamento dos
fragmentos de trés genes (regido do ITS do DNA ribossomal, fator de
transcrigdo e elongacao 1a e B-tubulina) e da combinacéo destes;

. Nao houve formagéo de grupos distintos entre os isolados estudados por
hospedeiro ou por regidao de origem, tropical ou temperada, tanto pela
analise de RAPD quanto pela de sequenciamento dos fragmentos dos trés
genes (regido do ITS do DNA ribossomal, fator de transcrigdo e elongacéo
1a e B-tubulina) e da combinagao destes;

. Os genes fator de transcricdo e elongagao 1-a e B-tubulina permitiram a
formagao de maior numero de grupos, sendo, portanto, mais informativos
filogeneticamente;

. As caracteristicas morfobiométricas usadas para a separagao das espécies
P. capsici e P. tropicalis nao foram consistentes neste estudo. Isolados
tropicais, em sua maioria, apresentaram os pedicelos dos esporangios com
comprimento médio inferior a 50 ym e nao formaram clamiddsporos;

. Quatorze isolados tropicais apresentaram crescimento micelial a 35 °C,
considerada como letal aos isolados de P. fropicalis, enquanto que 7
isolados de pimentdo e tomate ndo cresceram a esta temperatura. Este
critério também foi inconsistente para validar a divisdo em 2 taxa;

. Alguns isolados de cacaueiro, pimenta-do-reino e fruta-pdo, além do
isolado 454 de macadamia (hol6tipo da espécie P. tropicalis) causaram
lesdes em frutos de pimentao;

. As analises “in silico” n&do distinguiram isolados temperados e tropicais que

ficaram juntos em alguns dos grupos formados;

10. Verificou-se a existéncia de hibridos interespecificos entre os isolados
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testados o que dificulta inferéncias filogenéticas na espécie e ressalta a
importancia do uso de grande numero de isolados e do sequenciamento de
varios genes para que conclusdes errbneas nao sejam tiradas;

11.0 bindbmio P. tropicalis é invalido como espécie devendo ser utilizado como
sinonimia de P. capsici;

12.0s isolados da regido cacaueira da Bahia e os demais isolados testados
apesar da diversidade genética apresentada entre eles, continuam a ser

classificados como P. capsici.
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