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EXTRATO

PAIM, Marcia Cristina Araujo, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
junho de 2005. Diversidade genética, taxonomia e patogenicidade de Phytophthora
citrophthora e P. palmivora. Orientadora: Edna Dora Martins Newman Luz. Co-

orientador: José Luis Pires. Colaborador: Jorge Teodoro de Souza.

7

A podriddo-parda é a mais importante doenca do cacaueiro em termos
mundiais. Phytophthora citrophthora e P. palmivora s&o as duas mais virulentas
espécies que causam podriddo-parda no cacaueiro, entre as quatro que foram
detectadas na Bahia. Além do cacaueiro, varias outras culturas economicamente
importantes sdo também afetadas por estas espécies. Visando conhecer a
diversidade genética dessas espécies, coletas foram realizadas nos municipios da
regido cacaueira que apresentam maior diversidade de culturas, para ampliar o
numero de isolados existentes na colecdo do CEPEC. Encontrou-se em ltubera-BA,
qgueima de folhas e flores de antdrio (Anthurium andraeanum Lindl.) semelhantes as
infeccbes de Phytophthora spp. em outros cultivos. Isolado o patégeno, foram
realizados estudos morfologicos, medindo-se 50 esporangios; pareamento com 0S
tipos padrdes de compatibilidade Al e A2 de P. capsici e com ele mesmo; e teste de
patogenicidade em folhas de anturio e frutos de cacau. O DNA deste isolado e de
outras espeécies usadas para comparacdo foi extraido e seqienciado para um

fragmento da regido ITS do rDNA. O patégeno do anturio foi identificado como P.

Xi



citrophthora. Os estudos de diversidade genética e taxondmica das espécies P.
citrophthora e P. palmivora, principal objetivo deste trabalho, foram realizados com
116 isolados atraves de RAPD utilizando quatro primers decameros (A-13, H-13, H-
20 e 1-12), estudos morfométricos, testes de patogenicidade e sequenciamento de
fragmentos dos mesmos genes acima mencionados. As analises de RAPD
distinguiram nitidamente as duas espécies e agruparam os 73 isolados de P.
citrophthora em 14 subgrupos e os 43 isolados de P. palmivora em cinco subgrupos.
Representantes de cada um dos subgrupos formados em RAPD foram utilizados
para os testes de patogenicidade, estudos morfométricos e sequenciamento. Os
testes de patogenicidade foram realizados inoculando-se, sem ferimento os isolados
de P. citrophthora em frutos de seringueira, cacaueiro e laranjeira e os de P.
palmivora em frutos de mamoeiro e cacaueiro. Phytophthora citrophthora apresentou
maior diversidade genética que P. palmivora tanto nas anélises de RAPD quanto nas
de sequenciamento. Os isolados de P. citrophthora de citros e de cacaueiro foram
geneticamente distintos pelas andlises filogenéticas e RAPD apresentando
diferencas quanto a formacéo de clamiddsporos e também quanto a patogenicidade,
pois, os isolados de cacaueiro ndo infectaram frutos de laranja. Os isolados de P.
palmivora obtidos de cacaueiro, mamoeiro e pupunheira agruparam-se por
hospedeiro em RAPD e B-tubulina e a anélise combinada de sequéncias desta com o
fator de elongacéo 1-a, diferenciaram os isolados de pupunheira dos demais. Estes
isolados apresentaram esporangios maiores e mais alongados que o padrdo da
espécie P. palmivora. Discute-se a classificacdo dos isolados de cacaueiro até entdo
identificados como P. citrophthora para uma nova espécie e sua provavel condi¢do
hibrida. Também ¢é discutida a permanéncia ou ndo dos isolados de pupunha na
espécie P. palmivora.

Xii



ABSTRACT

PAIM, Marcia Cristina Aradjo, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus,
Junho de 2005. Genetic diversity, taxonomy, and pathogenicity of Phytophthora
citrophthora e P. palmivora. Advisor: Edna Dora Martins Newman Luz. Committee

members: José Luis Pires e Jorge Teodoro de Souza.

Black pod disease of cacao is an economically serious problem in all areas of
the world where cacao is grown. Phytophthora citrophthora and P. palmivora are the
most virulent species among the four that cause black pod in Bahia State. Apart from
cacao, these species infect other economically important crops in the region. To study
the genetic diversity of these species, samples were collected in the cacao-growing
region of Bahia State and the isolates obtained were added to the ones in the
Phytophthora collection located at CEPLAC/CEPEC. Leaves and bracts of Anthurium
andraeanum showing typical symptoms of Phytophthora spp. were found at the
municipality of Itubera-BA. To identify the pathogen obtained from anthurium,
morphological studies were done through the measurement of 50 sporangia. Mating
studies were conducted by pairing the anthurium pathogen with itself and with
standard compatibility types Al and A2 of P. capsici and pathogenicity tests were
done on anthurium leaves and cacao pods. DNA from this isolate and isolates from
other species used for comparison purposes was extracted and used for sequencing
a fragment of the ITS region of the rDNA. The anthurium pathogen was identified as
P. citrophthora by the combined results of these studies. The genetic diversity and

taxonomic studies on P. citrophthora and P. palmivora, the main objectives of this
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work were done with 116 isolates by RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
with four 10-mer primers (A-13, H-13, H-20, and [-12), morphological studies,
pathogenicity tests, and sequencing of the three nuclear genes mentioned above.
RAPD analysis clearly distinguished the two species, grouping the 73 isolates of
P. citrophthora in 14 subclusters and the 43 isolates of P. palmivora in five
subclusters. At least one representative of each subcluster was used for
pathogenicity tests and sequencing analyses. Pathogenicity tests were done by
inoculating P. citrophthora on detached cacao pods and on Citrus and rubber tree
fruits and P. palmivora on papaya fruits and cacao pods. Phytophthora
citrophthora showed a higher genetic diversity than P. palmivora according to
RAPD and sequencing analyses. The isolates of P. citrophthora from Citrus and
cacao were genetically distinct in RAPD, phylogenetic analyses, chlamydospore
formation, and pathogenicity tests on Citrus fruits. Isolates of P. palmivora from
cacao, papaya, and peach palm were grouped according to the host of origin in
RAPD, but not by phylogenetic analyses of the ITS region of the rDNA and
elongation factor 1-a. However, B-tubulin sequences and sequences from this
gene combined with elongation factor 1-a clustered the isolates from peach palm
apart from the other P. palmivora isolates. These isolates proved to have
sporangia longer and narrower than the dimensions established for the species P.
palmivora. Ultimately, the classification of the isolates from cacao, thus far known
as P. citrophthora as a new species, their possible hybrid condition, and the

taxonomic status of P. palmivora from peach palm are discussed.
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INTRODUCAO

A podriddo-parda é uma das principais enfermidades do cacaueiro
(Theobroma cacao L.), estando presente em todos os paises do mundo onde o
cacau é cultivado. Varias espécies de Phytophthora sdo conhecidas por causar
esta doenca: P. palmivora (Butler) Butler (Griffin 1977), P. megakarya Brasier e
Griffin (Brasier e Griffin, 1979), P. capsici Leonian (Campélo e Luz, 1981;
Zentmyer et al.,1981; Tsao e Alizadeh, 1988), P. citrophthora (Smith e Smith)
Leonian (Campélo e Luz, 1981; Bakala, 1981, Mchau e Coffey, 1994; Chowdappa
e Chandra Mohanan, 1996), P. megasperma Drechsler (Reyes et al., 1972), P.
heveae Thompson (Turner, 1968; Lozano-Trevino e Romero-Cova, 1984; Luz,
1989) e P. katsurae Ko e Chang (Liyanage e Wheeler, 1989). Estas espécies
encontram-se distribuidas aleatoriamente nos paises onde o cacaueiro €
cultivado, podendo ocorrer, simultaneamente, mais de uma espécie na mesma
area (Luz e Silva, 2001).

O género Phytophthora esta amplamente distribuido em todas as areas
geograficas do mundo e € comum o assinalamento de novos hospedeiros para as
espécies existentes, principalmente entre plantas nativas ou a observacdo de
novas doencas causadas por estes patdogenos em plantas cultivadas (Luz e
Matsuoka, 2001).

No Brasil, quatro espécies tém sido associadas com a podridao-parda: P.
capsici, P. citrophthora, P. palmivora e P. heveae. Phytophthora capsici, segundo
levantamentos realizados entre 1977 e 1981, era a espécie predominante na
Bahia, entretanto, levantamentos recentes mostram tendéncia de crescimento das

populacbes de P. palmivora e P. citrophthora, especialmente desta ultima nas



areas foco da doenca no Estado por ser considerada a espécie mais virulenta ao
cacaueiro no pais. A espécie P. hevea também foi relatada na Bahia, mas &
considerada como de patogenicidade moderada. Espécies de Phytophthora
causam grandes prejuizos nos frutos e atacam também todas as partes
vegetativas da planta (Luz et al., 1997). A doenca podriddo-parda no cacaueiro é
um problema economicamente sério em todas as areas do mundo onde o cacau &
cultivado, com perdas anuais que variam de 30 a 90% (Bowers et al., 2001).
Estas espécies sdo reconhecidas como importantes patdégenos nos tropicos
infectando varias culturas economicamente relevantes, como: cacau, seringueira,
pimenta-do-reino, coco, mamao, citros e plantas ornamentais.

Diversas limitagGes, incluindo o desconhecimento da existéncia de varias
espécies envolvidas na etiologia das doencas causada por Phytophthora, as
diferencas em viruléncia das mesmas, e a sua distribuicdo geografica, dificultam
sobremaneira 0 manejo dessas doencas. Por isso, 0 monitoramento das
populacbes de Phytophthora spp. nas regies cacaueiras do Brasil € de extrema
importancia e deve ser feito constantemente. No entanto, os estudos taxonémicos
de espécies de Phytophthora de forma classica, baseados em dados fenotipicos,
sao dificultados pela plasticidade deste género, que possui alguns caracteres de
dificil observacdo em popula¢fes naturais, além de, muitas vezes, serem afetados
pelo ambiente. Na sistematica do género, diversos critérios tém sido adotados,
predominando as caracteristicas morfologicas e biométricas preconizadas pelas
chaves de identificacdo de Waterhouse (1963), Newhook et al., (1978) e Stamps
et al., (1990). Entretanto, muitas vezes, tais caracteristicas tornam-se insuficientes
para a classificacdo. Portanto, é necessario que outros critérios para a
identificacdo das espécies sejam desenvolvidos (Luz e Matsuoka, 1996). De fato,
as dificuldades na identificacdo das espécies de Phytophthora tém sido um dos
mais Sérios entraves para o progresso dos programas de melhoramento de seus
hospedeiros no mundo (Luz e Silva, 2001).

Varias técnicas como padrdes de proteina totais, isoenzimas e técnicas
baseadas em PCR (Polymerase Chain Reaction), incluindo RFLPs (Random
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), e sequenciamento de diversos

genes nucleares e/ou mitocondriais tém sido Uteis para determinar diferencas



genéticas ou semelhancas entre as espeécies. Dados obtidos através do uso
dessas técnicas podem ser combinados aos dados morfoldgicos para aumentar a
confiabilidade dos estudos taxondmicos e/ou de diversidade genética (Sackey et
al., 1999). Marcadores genéticos baseados em polimorfismos do DNA tém sido
utilizados com sucesso na diferenciacdo de espécies do género Phytophthora e
entre as vantagens destes marcadores estd a menor ambiglidade, a deteccéo
rapida e precisa, a confiabilidade e o fato de ndo serem influenciados pelas
condicbes ambientais (Goodwin et al., 1989).

Os objetivos deste estudo foram (i) identificar e caracterizar morfol6gica e
molecularmente um isolado obtido de antdrio (Anthurium andraeanum Lindl.),
durante as coletas para ampliagdo da colecdo de Phytophthora do Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC); (ii) estudar a diversidade genética de isolados de
P. palmivora e P. citrophthora, por serem as espécies mais patogénicas ao
cacaueiro no Brasil; (iii) fazer um estudo taxondmico detalhado das espécies P.
palmivora e P. citrophthora isoladas de diversos hospedeiros, com énfase em

cacau.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Género Phytophthora

O género Phytophthora do Grego (destruidor de plantas) pertencente a
classe dos Oomycetes, ordem Pythiales e familia Pythiaceae foi estabelecido por
Anton de Bary em 1876 quando descreveu a espécie P. infestans (Mont.) de
Barry. Este patdégeno, sendo o agente etiolégico da requeima da batata
(Solanum tuberosum L.), que era o principal alimento dos irlandeses nos séculos
XVIII e XIX, marcou a histéria daquele pais, pois uma epidemia de requeima
dizimou os batatais da Irlanda, causando a morte de aproximadamente um
milh&o de pessoas e a imigracdo de um milhdo e meio de individuos deste pais
para a América do Norte, entre 1845 e 1846 (Large, 1940). No século XX e
também no século XXI as espécies de Phytophthora continuaram a sua trajetéria
marcante como destruidoras de plantas, sendo responsaveis por grandes perdas
de arvores nativas, com impacto ecolégico negativo em florestas na Australia,
Europa e América do Norte. A espécie P. cinamomi Rands se expandiu no sul da
Australia, a partir do inicio dos anos 60 causando um severo surto de cancro em
florestas nativas de eucaliptos (Eucalyptus marginata Sm.) provocando
consequéncias catastroficas para o0 ecossistema da regido (Wills, 1993).
Recentemente, uma nova doenca, conhecida como morte subita do carvalho, que
infecta Lithocarpus densiflorus Hook e Arn, Quercus agrifolia Nee, Q. kelloggii
Newberry e Q. parvula var. shrevei (C. H. Muller) Nixox, na Califérnia, teve seu



agente etiologico identificado como Phytophthora ramorum Werres e Coock, uma
nova espécie descrita em 2001. Esta doencga alcangou propor¢cdes epidémicas
nas florestas da California, onde esta associada a alta mortalidade de arvores
(Rizzo et al., 2002). Como nos exemplos acima citados, todas as espécies de
Phytophthora conhecidas, séo patogénicas e responsaveis por severos danos em
culturas economicamente importantes no Brasil e no mundo. No Brasil, até 2004,
haviam sido identificadas 19 espécies de Phytophthora causando danos em 68
culturas diferentes (Luz e Matsuoka, 2001; Santos et al., 2004).

No século XX houve consideraveis debates sobre a evolucdo dos
Oomycetes e consequentemente sobre sua classificagdo. Esta classe passou do
reino Mycetae (Fungi), para o reino Protista (Margulis, 1990) ou Chromista
(Cavalier-Smith, 1986,1989; Barr, 1992; Dick, 1995a, b), e atualmente, segundo
Alexopoulos et al.,, (1996), pertencem ao reino Stramenopila. Os Oomycetes
compartilham muitas caracteristicas ecolédgicas e bioldégicas com os verdadeiros
fungos, porém, eles sédo claramente distintos dos Basidiomycetes e Ascomycetes
pelos mecanismos reprodutivos e genéticos (Erwin e Ribeiro, 1996). Dentre as
caracteristicas diferenciais, estdo variacdes das rotas metabolicas (Hendrix,1970;
Wang e Bartnicki-Garcia 1973; Elliott, 1983); presenca de (-glucanas em lugar de
quitina nas paredes celulares (Bartnicki-Garcia e Wang 1983); producéo de
zobsporos moveis possuindo dois flagelos com diferentes formas e comprimentos
(Desjardins et al., 1969); e predominancia da diploidia dentro do seu ciclo de vida
(Erwin e Ribeiro, 1996). Os Oomicetes estdo relacionados com as algas
diatomaceas e marrons dentro do reino Stramenopila (Deacon, 1997). Os
Oomycetes estao incluidos em um Unico grupo eucariético de fitopatégenos que
evoluiu com a habilidade para infectar plantas, sugerindo que possam ter
mecanismos genéticos e bioquimicos distintos dos fungos verdadeiros, para
interagir com as plantas (Erwin e Ribeiro, 1996).

O género Phytophthora, entre outras caracteristicas marcantes, apresenta
quatro tipos de propagulos infectivos, sendo trés assexuados (esporangio,
zoobsporo e clamidosporo) e um sexuado (oésporo) o qual pode ser formado homo
ou heterotalicamente. A presenca ou auséncia e a morfometria destes propagulos
sdo caracteres taxonOmicos relevantes. Os esporangios podem germinar

diretamente, dependendo da temperatura ambiente, ou liberar os zodsporos



biflagelados, diferenciados na cavidade esporangial, em niumero médio de 30 a 35
por esporangio, que entdo irdo infectar os hospedeiros disponiveis. Os
clamidésporos sdo esporos de resisténcia e podem permanecer no solo e em
restos de cultura, por até dois anos, dependendo da espécie e das condi¢cOes
ambientais. Os 00sporos, que germinam produzindo esporéangios, além de serem
fontes de in6culo com sobrevivéncia maior do que 0s esporangios e zoOSporos
propiciam a recombinacdo genética e a hibridizacdo das espécies. Além destes
tipos de esporos, o micélio também pode causar infeccbes (Luz e Matsuoka,
2001).

Atualmente, mais de oitenta diferentes espécies de Phytophthora estéo
referidas na literatura (Ho e Lu, 1997), das quais varias sdo comprovadamente
invalidas e outras precisam ter sua validade confirmada. O certo € que
anualmente novas espécies sdo descritas para acomodar isolados com
caracteristicas distintas das espécies ja existentes, em fungdo da variabilidade
existente e da complexidade taxonémica do género (Luz e Matsuoka, 1996).

Phytophthora citrophthora e P. palmivora serdo estudadas com maiores

detalhes neste trabalho.

2.2. Phytophthora citrophthora

Na sinonimia de P. citrophthora estédo incluidos os bindmios Pythiacystis
citrophthora Smith e Smith (1906) e P. imperfecta var. citrophthora (Smith e
Smith) Sarejanni (1936). Phytophthora citrophthora foi isolada pela primeira vez
por Smith e Smith (1906) de limBes apodrecidos e desde entdo € reconhecida
como um dos principais patégenos dos Citrus, causando podriddo da coroa,
gomose, podridao fibrosa da raiz, e podriddo marrom em frutos.

Na revisdo bibliografica, P. citrophthora e P. terrestris Sherbakoff = P.
parasitica Dastur = P. nicotianae Breda de Haan sdo causadoras da gomose do
Citrus na California, Estados Unidos, Fawcett (1923). Klotz e Calavan (1978)
fizeram uma revisao adicional na diagnose e controle das doencas incitadas em
Citrus por P. citrophthora, e outras espécies (P. nicotianae, P. syringae (Klebahn)
Klebahn e P. hibernalis Carne) mencionando uma epidemia destrutiva de gomose

que ocorreu, na Espanha no século X. O mesmo autor relata que essa



enfermidade teria sido a causa da destruicdo de quase todas as arvores citricas
na Sicilia, no final do século XIX. A gomose foi observada pela primeira vez na
California em 1875. Como ocorrem em outras culturas, um complexo de espécies
de Phytophthora infectam as plantas citricas, destacando-se P. citrophthora, que
prevalece quando a temperatura meédia do ar é inferior a 30°C e P. nicotianae,
guando a temperatura média é superior a 30°C. H4, portanto uma sazonalidade
na ocorréncia das espécies que atacam citros nas regides de clima mediterraneos
onde P. citrophthora ocorre no periodo de outono, inverno e primavera e P.
nicotianae durante o verao (Klotz e Calavan, 1978).

Além de ser um importante patogeno em Citrus, P. citrophthora foi
identificada também em mais de 60 outras espécies vegetais, incluindo plantas
ornamentais, arbustos e arvores de grande porte (Erwin e Ribeiro, 1996). Alguns
relatos de hospedeiros referem-se s6 ao Brasil como é o caso de Anthurium
andraeanum Lindl e Anthurium spp. (Pitta et al., 1991). Outros, no entanto séo
relatados em culturas de grande importancia e em varios paises, como no
cacaueiro onde P. citrophthora foi assinalada causando podriddo-parda no Brasil
(Campélo e Luz, 1981; Kellam e Zentmyer, 1981 e 1986), no México (Lozano e
Romero, 1984), e na Indonésia (Mchau e Coffey, 1994) e da seringueira, na China
(Tu et al., 1986), no Brasil (Silveira et al., 1986; Luz et al., 2003), na Costa do
Marfim e na Indonésia (Liyanage e Wheeler, 1989).

Entre as espécies que afetam o cacaueiro na Bahia, P. citrophthora € a
mais virulenta a frutos (Campélo et al., 1982), raizes e plantulas de cacaueiro
(Luz, 1989; Luz e Mitchell, 1994), tendo sido isolada de frutos, troncos (cancro) e
de raizes em condi¢cBes naturais (Campélo e Luz, 1981; Luz e Mitchell, 1994).

Isolados de frutos de cacau foram patogénicos a frutos, caules, e raizes de
cacau, mas ndo foram patogénicos a citros; reciprocamente, isolados de citros
nao foram patogénicos a cacau (Kellam e Zentmyer, 1986).

P. citrophthora nas chaves de Waterhouse (1963) e Stamps et al. (1990) se
encontra classificada no grupo I, juntamente com P. hevea, P. palmivora, P.
capsisi, P. mexicana, P. meadii, P. boehmeriae, P. arecae e P. nicotianae. Essa
espécie apresenta micélio cotonoso, 0s esporangios sdo papilados ou
bipapilados, e ndo deciduos embora, segundo Stamps et al., (1990), possam ser

deciduos em alguns isolados. Mchau e Coffey (1994) quando redescreveram a



espécie informaram que todos os 77 isolados por eles estudados produziram
esporangios ndo deciduos. As formas desses esporangios sdo extremamente
variaveis. Segundo Mchau e Coffey (1994), a maioria dos isolados de citros nao
formam clamidésporos, porém, os isolados provenientes de cacaueiro sempre
produzem essas estruturas. A temperatura minima de crescimento da espécie é
de 5°C, sendo considerada 6tima em torno de 24°C a 28°C, e a maxima entre
32°C e 33°C. Em geral, a reproducéo sexual com a formacao de oésporos nao faz
parte do ciclo vital de P. citrophthora. Ndo h& referéncia a formacdo dos
gametangios feminino (oogbnio) e masculino (anteridio) na descricdo original da
espécie e nem nas chaves mais recentes (Stamps et al.,, 1990). No entanto,
quatro isolado obtido de cacaueiro do Brasil formou odsporos quando cruzados
com um isolado A2 de citros (P318 da Australia), e um isolado de cacau formou
oosporos quando cruzado com P717 (Al), um isolado de P. citrophthora de
hospedeiro desconhecido da Nova Zelandia (Kellam e Zentmyer, 1986). Nenhum
dos isolados de cacaueiro produziu odsporos quando cruzados entre eles,
embora alguns tenham sido cruzados com isolados de citros de compatibilidade
Al e com outros do tipo A2. Assim, Kellam e Zentmyer (1986), concluiram que a
compatibilidade sexual no sistema de pareamento em P. citrophthora,
provavelmente é mais complexa que o sistema A1/A2 encontrado habitualmente
para as espécies heterotalicas deste género.

Mchau e Coffey (1994) relataram que menos de 30% dos 77 isolados de P.
citrophthora por eles estudados, produziram odsporos quando pareados com um
isolado P. capsici tipo A2. No Brasil, Campélo e Luz (1981) relatam a infertilidade
dos isolados de P. citrophthora de cacaueiro quando cruzados com os tipos
compativeis Al e A2 de P. capsici ou de P. palmivora.

Um estudo dos padrdes de isoenzimas de 32 isolados de P. citrophthora de
varios hospedeiros, incluindo de Citrus spp., Theobroma cacao L, Actinidia
deliciosa A. Chev., Hevea brasiliensis Muell. Arg., Juglans spp., Fragarya spp.,
Pistacia Vera Linn, Ficus elastica Roxb., Prunus domestica A. Savat., Amygdalus
communis Bunge, Ribes sanguineum Pursh e Coptis japonica Makino, indicou que
P. citrophthora é geneticamente relacionada com P. capsici, tendo sido definidos
entre os isolados estudados dois subgrupos, CITR1 e CITR2, com os isolados de

citros agrupados em CITR1, e os de cacau no subgrupo CITR2 (Oudemans e



Coffey, 1991). Através da amplificacdo do DNA ribossémico (rDNA), Lee e Taylor
(1992), mostraram uma relacao intima entre os isolados de P. capsici obtidos de
cacaueiro [=P. palmivora MF4] e P. citrophthora.

Mchau e Coffey (1994) classificaram isoenzimaticamente 77 isolados de P.
citrophthora provenientes de 30 hospedeiros diferenciando-os em trés subgrupos:
o CTR1 com isolados obtidos de areas geograficas distintas e de ampla gama de
hospedeiros, incluindo citros; o CTR2 exclusivamente composto por isolados de
cacaueiro do Brasil e o CTR3 que incluiu isolados de cacaueiro da Indonésia.

Ficou evidenciado em todos esses estudos que, muitos aspectos da
taxonomia do grupo de isolados de cacau classificados como P. citrophthora

ainda precisam ser esclarecidos.

2.3. Phytophthora palmivora

Os sindnimos de Phytophthora palmivora incluem P. omnivora de Bary
(1881), Pythium palmivorum Butler (1907), P. faberi Maublanc (1909), P.
theobromae Coleman (1910), Kawakamia carica Hara (1918), P. fici Hori (1915),
P. carica Hara (1916), P. palmivora var. piperis Muller (1936) e P. palmivora var.
theobromae (Coleman) Orellana (1959). No entanto, Butler em 1907, relatou P.
palmivorum como o agente causal da podriddo do broto em palmeiras na india, e
0 renomeou em 1919 como P. palmivora (Butler) Butler, epiteto considerado
valido para a espécie até os dias atuais (Erwin e Ribeiro, 1996).

Phytophthora palmivora é um patégeno amplamente distribuido tanto nas
areas tropicais como subtropicais do mundo (Chee, 1973), infectando mais de 166
espécies vegetais de varios géneros economicamente importantes, dentre os
quais: Cocos nucifera L., Hevea brasiliense Muel. Arg., Theobroma cacao L.,
Carica papaya L., Piper nigrum L., e varias espécies do género Citrus. Esta
espécie é também patogénica a plantas ornamentais e diversas fruteiras.
Segundo Zentmyer (1988) a espécie provavelmente originou-se na América do
Sul ou Central e foi transportada pelo homem, em plantas infectadas, ao redor do
mundo.

Como patégeno do cacaueiro, P. palmivora foi assinalada pela primeira vez

em 1898, embora a primeira epidemia de podriddo-parda que ocorreu no



cacaueiro tenha sido descrita em 1727, em Trinidad, sem ainda conhecer-se a
sua causa (Rorer, 1910). Na Bahia, os registros mais antigos de podridao-parda
do cacaueiro ocorreram nas viagens de dois naturalistas Zehntner e Torrend a
regido entre 1914 — 1917 (Campélo e Luz, 1981). Aquela ocasido o patdgeno foi
chamado P. faberi Maublanc (sinénimo de P. palmivora) (Torrend, 1917).

Durante mais de 50 anos P. palmivora foi considerada como a Unica
espécie que causava podriddo-parda do cacaueiro em todo o mundo, porém,
caracteristicas diferentes em isolados de P. palmivora de cacaueiro e de outros
hospedeiros ja haviam sido descritas por varios pesquisadores. Na realidade no
caso do cacaueiro, havia mais de uma espécie envolvida, conforme foi
demonstrado posteriormente, baseado no comprimento do pedicelo (Zentmyer et
al., 1977; Idosu e Zentmyer, 1978; Kaosiri et al., 1978), morfologia de esporangios
e oogb6nios (Brasier et al., 1981), e no tamanho e numero de cromossomos
(Sansome et al., 1975). Em 1976 na Inglaterra foi realizado um seminario
internacional, onde os isolados foram subdivididos nos grupos MF1, MF2, MF3, e
MF4 (Griffin, 1977; Brasier e Griffin, 1979). MF1 foi considerada a forma “tipica”
denominada P. palmivora sensu Butler. MF2, que apresentava esporangios com
formas diferentes foi demonstrada por Brasier et al., (1981) que ndo podia ser
aceita como uma espécie valida, devendo ser considerada uma variante de P.
palmivora. MF3 foi descrito como uma nova espécie, P. megakarya Brasier e
Griffin, por apresentar nucleos maiores contendo de cinco a seis cromossomos
grandes, quando comparados com 0s nove a 12 cromossomos pequenos de P.
palmivora. MF4 com esporangiéforos mais alongados, caducos e com pedicelos
longos, se assemelhava a P. capsici e passou a ser assim classificado (Alizadeh,
1983; Campélo e Luz, 1981; Zentmyer et al.,, 1981). Tsao e Alizadeh (1988) e
Tsao (1991), redescreveram a espeécie P. capsici para incluir estes isolados do
grupo MF4 do cacaueiro.

Portanto, todas as enfermidades de plantas relatadas na literatura mundial
anteriormente a 1979 como sendo causadas por P. palmivora, tanto em cacaueiro
como em outros hospedeiros (pimenta-do-reino, coqueiro, mamoeiro), podem nao
estar etiologicamente corretas. Em cacaueiro, por exemplo, ha muitos isolados
gue foram designados como P. palmivora e agora se sabe que poderiam ser P.
megakarya ou P. capsici (Erwin e Ribeiro, 1996).
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Phytophthora palmivora foi classificada no grupo Il e descrita em detalhes
por Waterhouse (1974b) e Stamps (1985). Os esporangios tém formas variaveis,
dependendo do isolado, predominando os formatos eliptico e ovoide, sé&o
deciduos, caracterizados por pedicelos curtos (inferior a 5 um) com papilas
proeminentes. Os clamidosporos globosos ou subglobosos sao terminais ou
intercalares na maioria dos isolados. Phytophthora palmivora sendo uma espécie
heterotéalica, forma oogbnio, anteridio e o4sporos quando cruzadas com isolados
dos tipos Al e A2 (Ashby, 1929; Brasier e Griffin, 1979). Os oogbnios s&o
esféricos e os anteridios sdo anfigenos (Waterhouse, 1974b). Na Bahia, foram
feitos varios pareamentos entre isolados de P. palmivora e P. capsici de tipos
compativeis diferentes, resultando na producdo de oosporos (Campélo e Luz,
1981).

Babacauh (1983) cruzou um isolado A2 de P. palmivora com um isolado Al
de uma espécie que ele considerou “proxima a P. citrophthora”, ambas de
cacaueiro, e notou que a anfigenia dos anterideos pode ser resultante da
habilidade que certas hifas apresentam em diferenciarem-se na extremidade em
ambos 0s gametangios (anteridio ou oogonio).

A temperatura minima para crescimento desta espécie € de 11°C, a 6tima
entre 27,5 a 30°C e a méxima, préxima a 35°C (Waterhouse, 1974a).

Em termos de patogenicidade ao cacaueiro, P. palmivora causa em frutos,
lesbes menores que P. citrophthora e maiores que aquelas causadas por P.
capsici e P. hevea (Campélo et al., 1982; Lawrence et al., 1982). Esta espécie foi
isolada de todas as partes da planta incluindo as raizes (Luz e Mitchell, 1994).

Tucker (1931) considerou P. arecae e P. meadii sinbnimos de P. palmivora.
Oudemans e Coffey (1991b, c) trabalhando com isoenzimas, demonstraram que
P. arecae e P. palmivora estavam geneticamente relacionadas e que
provavelmente sdo sinbnimas. Este resultado foi apoiado por Mchau e Coffey,
(1994a), que encontrou seis isolados, previamente identificados como P. arecae,
agrupados com P. palmivora. Os isolados de ambas as espécies foram
morfologicamente semelhante de acordo com os padrbes isoenzimaticos, e que,
portanto, P. arecae deveria ser sinbnimo de P. palmivora. Estes autores também
sugeriram que P. palmivora originou-se do sudoeste da Asia e ndo nas Américas

como sugerido por Zentmyer (1988).
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Estudos empregando isoenzimas em isolados de P. palmivora de cacaueiro
mostraram que os isolados estudados eram geneticamente relacionados, porém,
um numero limitado de isolados obtidos de coco foram geneticamente diferentes
dos isolados de P. palmivora de cacaueiro (Oudemans e Coffey, 1991b, c). Um
estudo subsequente por Mchau e Coffey (1994a) incluiu 93 isolados de P.
palmivora de cacaueiro e de muitos outros hospedeiros, além de seis isolados
descritos como P. arecae de *“arecanut’. Estes isolados foram comparados
morfologicamente e através de padrées de isoenzimas. Os padroes de
isoenzimas consistiram em 18 tipos eletroforéticos (ETs). A maior diversidade
genética foi encontrada entre os isolados de coco e de durian (Durio zibethinus
Murr), em nimero de 8 e 5 Ets, respectivamente .

Ortiz-Garcia (1996) trabalhou com 198 isolados de P. palmivora de
cacaueiro de diferentes localidades no mundo e encontrou proximidade genética
entre os isolados da Africa e da América Latina. A maior diversidade genética foi
obtida entre os isolados do sudeste asiatico principalmente da regido do norte
Sulawesi na Indonésia, onde também se verificou maior diversidade entre os
isolados de coco por ele estudado. O autor concluiu que o sudeste da Asia deve
ser o centro de origem da espécie apoiando a sugestao de Mchau e Coffey (1994)
e discordando de Zentmyer (1988). No entanto, Ortiz-Garcia (1996) trabalhou com
eletroforese de enzimas que pode ser usada na distincdo entre proteinas, mas
ndo detecta as substituicbes de aminodcidos se a carga da proteina nao for
modificada. Além disso, as enzimas nem sempre representam 0 genoma.
Somente estudos de DNA podem detectar a variabilidade genética existente entre
diferentes gendtipos (Ducamp et al.,, 2004). Sackey et al. (1999), estudando
isolados de P. palmivora e P. megakarya da Africa sugeriram a existéncia de
variacdo entre e dentre os isolados destas duas espécies, atraves da técnica de
RAPD. A mesma técnica foi usada para estudar 28 isolados de P. palmivora
obtidos de plantas diversas tendo sido observado que os isolados de bambu,
coco, baunilha e mamao separavam-se claramente dos isolados de cacaueiro e
agrupavam-se proximos aos de seringueira e durian (Ducamp et al., 2002). Na
Bahia, Faleiro et al. (2004), utilizaram 22 isolados de P. capsici, P. palmivora e P.
citrophthora em estudos com marcadores RAPD para diferenciar as espécies e
observaram pequena variacdo intraespecifica entre os isolados de P. palmivora e
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de P. citrophthora. No entanto, o numero de isolados utilizados de P. palmivora
(5) e de P. citrophthora (9) foi muito pequeno. Mesmo assim foi possivel através

desta técnica separar as trés espécies estudadas.

2.4. Identificacdo e Classificagcdo

Um dos maiores problemas no estudo das espécies de Phytophthora reside
na taxonomia e sistematica do género. A partir da década de 60, com os trabalhos
de Waterhouse (1963, 1970a, 1970b e 1983) surgiram as chaves baseadas em
critérios morfofisioldgicos que vem sendo usados até hoje pelos micologistas e
fitopatologistas com certa confiabilidade para estudar as espécies de
Phytophthora descritas naquelas chaves (Brasier, 1991). A chave taxonOGmica
mais recente € a de Stamps et al., (1990) que consiste numa revisao da chave
tabular de Newhook et al. (1978) com os critérios de agrupamento propostos por
Waterhause (1963). Nesta chave 67 espécies de Phytophthora sdo consideradas
validas (Luz e Matsuoka, 1996). Na década de 90 varias outras espécies foram
assinaladas. No entanto, como variagcbes nos caracteres morfolégicos sé&o
frequentes, h4 dificuldades na identificacdo das espécies, principalmente, porque
algumas delas séo tao variaveis em relacdo a determinados critérios taxondmicos
que torna-se dificil classifica-las com base apenas na morfologia e fisiologia
(Brasier et al., 1981; Erwin e Ribeiro, 1996). As dificuldades com estudos
taxondbmicos no género Phytophthora sdo reconhecidas por varios autores
(Waterhouse, 1983; Gallegly, 1983; Brasier, 1991; Luz e Matsuoka, 1996). Sabe-
se também que sdo necessarios mais conhecimentos sobre a biologia e a
genética das espécies para tornar possivel, estudos sistematicos agrupando
critérios morfologicos, fisioldgicos, patolégicos e moleculares para assim, aplicar
um enfoque populacional semelhante ao proposto por Brasier (1991, 1992), que
tornara possivel inclusive o estudo das relacbes genéticas entre as espécies e da
sua evolucéo (Luz e Matsuoka, 1996).

Entre os critérios morfoldégicos mais utilizados nas chaves taxonémicas
estdo a ontogenia e forma dos esporangios ou esporangiéforos e suas
dimensdes, a presenca da papila (papilados ou néo papilados) e suas dimensdes;

se 0s esporangios sao persistentes ou deciduos, e se deciduos, se o pedicelo é
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curto, médio ou longo; se a fase sexual é homotalica (isolado autofértil) ou
heterotalica (espécie que s6 forma odsporo quando cruzada com um isolado do
tipo compativel A1 com um complementar A2) e, se o tipo de anteridio € paragino
ou anfigeno ao oogbnio. As medidas dos oo0sporos e oogbnios sao também
consideradas. Outros critérios secundarios adicionais que podem separar
algumas espécies sdo: a natureza unicelular ou bicelular dos anteridios, a taxa de
crescimento a diferentes temperaturas, a producdo ou nao de clamidésporos e a
patogenicidade, a um ou varios hospedeiros padrdes (Santos e colaboradores,
dados néo publicados).

A identificacdo precisa e rapida de espécies de Phytophthora em plantas é
desejavel devido a ocorréncia de varias espécies associadas a mesma doenca e
causando sintomas similares, so identificaveis através do exame direto do
patdgeno nos tecidos infectados, ou das culturas, apds o isolamento (Luz e
Matsuoka, 1996).

Avancos em métodos moleculares permitiram o estudo das relacbes
filogenéticas dentro do género Phytophthora. Vérias técnicas moleculares como:
padrées de proteinas, isoenzimas, RFLP (Random Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), e seqUéncias da
regido ITS tém sido Uteis para determinar diferencas genéticas ou semelhancas
entre as espécies, subsidiando, a solucdo de alguns dos mais graves problemas
na sistematica do género, podendo em combinacdo com dados morfologicos,
solucionar questdes relativas a fusdo ou separacéo de espécies.

2.5. Estudos Moleculares

Analises genéticas modernas em populacdes de espécies de Phytophthora
comecaram durante meados dos anos 80 quando os primeiros relatos na variagéo
de isoenzimas em P. cinnamomi e P. infestans foram publicados.

Os padrbes eletroforéticos de proteinas foram aplicados com sucesso para
a separacdo de morfoespécies dentro do grupo P. palmivora patogénico ao
cacaueiro (Koasiri e Zentemeyer, 1980; Erselius e Shaw, 1982) e comprovaram a
uniformidade de isolados dessa espécie provenientes de diferentes regides do

mundo ou de diferentes hospedeiros (Erselius e De Vallavieille, 1984; Brasier et
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al., 1989). No entanto, a andlise de isoenzimas, apresentou maior potencial para
discriminagdo de tdxons do que os padrdes de proteinas totais (Brasier, 1991).
Com base neste critério Mchau e Coffey (1994a, b) fizeram seus estudos com P.
citrophthora e P. palmivora detectando diferencas entre isolados de diversos
hospedeiros e locais, observando a formacdo de subgrupos dentro destas
espécies que os levaram a redescrever P. citrophthora.

Como o numero de cromossomos e o conteudo de DNA variam muito entre
as espécies de Phytophthora o estudo gendmico destas espécies é muito
importante.

As similaridades entre P. capsici e P. citrophthora foram demonstrados
atraves de isoenzimas (Oudemans e Coffey, 1991; Ortiz-Garcia, 1996) e analises
de sequéncia ITS (Forster et al., 1995; Appiah et al., 2003). Os baixos niveis de
variacdo intraespecifica dificultaram a separacdo das duas espécies (Lee e
Taylor, 1992), no entanto, morfologicamente estas duas espécies diferem muito
entre si 0 que levou Oudemans et al. (1994) a questionar se 6rgdos sexuais e
morfologia de esporangios sao critérios Uteis na construcdo de modelos
filogenéticos como sugerido por Brasier (1983). Existem diversas outras
evidéncias da importancia das andlises de isoenzimas na deteccdo de diferencas
nos taxons, morfologicamente similares, ou na identificacéo e distingdo de grupos
taxondmicos sub-especificos de Phytophthora (Luz e Matsuoka, 1996).

Padrdes de RFLP distinguiram isolados de espécies bem estabelecidas
como P. palmivora, P. parasitica, P. citricola e P. citrophthora de Citrus. Do
mesmo modo isolados de cacaueiro: P. palmivora, P. megakarya, P. citrophthora
e P. capsici foram diferenciados por perfis de RFLP (Forster et al., 1990;
Oudemans e Coffey, 1991; Martin e Tooley, 2004).

Faleiro et al. (2003, 2004), usaram marcadores RAPD para diferenciar as
espécies de Phytophthora que infectam o cacaueiro e conseguiram observar que
era possivel identificar isolados desconhecidos usando estes marcadores e que
as espécies que causam podriddo-parda na Bahia apresentavam padrdes
diferenciados. No entanto, o uso de marcadores RAPD na taxionomia de espécies
pode ser questionavel (Jones et al.,, 1997). Ficou assim evidenciada a

necessidade de se obter e estudar um niumero maior de isolados das espécies
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gue causam podridao-parda no cacaueiro, no Brasil, como de outros hospedeiros
e conhecer a variabilidade genética dos mesmos.

Usando a variagcao da regido ITS (Internal transcribed spacer), Forster et al.
(1995) compararam varias espécies de Phytophthora. Combinando estes dados
aos obtidos através de isoenzimas e estudos de RFLP os autores concluiram que
a variabilidade genética de varias espécies, entre elas P. palmivora foi limitada e
que P. citrophthora possui uma variabilidade genética mais ampla que P.
palmivora. Estes resultados demonstraram que a evolucao da regiao ITS de rDNA
ndo apresenta boa correlagdo com os critérios morfologicos atualmente utilizados
na sistematica das espécies.

Appiah et al. (2003) estudaram a caracterizacdo morfométrica de isolados
de Phytophthora em cacaueiro e demonstraram as dificuldades encontradas na
identificacdo de espécies apenas baseando-se no uso dos caracteres
morfoldgicos, apesar, dos resultados obtidos por Brasier e Griffin (1979) em
relacdo a essas espécies. Ao realizarem analises moleculares em 2004, utilizando
RFLP e regides ITS, estes autores, confirmaram a relacéo intima entre P. capsici
e P. citrophthora de cacaueiro e uma relacdo evolutiva préxima e aparente entre
P. palmivora e P. megakarya. Nestas duas espécies o comprimento da regiao ITS
diferiu por somente dois nucleotideos (Appiah et al., 2004).

Analises moleculares recentes contribuiram substancialmente para a
compreensao das relacdes filogenéticas entre as espécies de Phytophthora,
indicando que o0 uso de sequéncias ITS €& apropriado para inferéncias
filogenéticas neste género (Cooke et al., 2000; Martin e Tooley, 2003).

Kroon et al. (2004) realizaram analise filogenética molecular entre 113
isolados de 48 espécies de Phytophthora usando regibes mitocondriais
(citrocromo oxidase C subunidade 1 e NADH dehidrogenase subunidade 1) e
sequéncias de genes nucleares (fator de elongacdo 1-a e B-tubulina). Eles
concluiram que o género Phytophthora é monofilético e que o agrupamento
taxondbmico classico, descrito por Waterhouse (1963), nédo reflete
verdadeiramente as relacfes filogenéticas das espécies. Foi possivel ainda,
usando a redistribuicdo destas espécies em 8 grupos, inferir, a partir do
cladograma gerado, sobre a evolucéo e a transicdo dos caracteres morfolégicos,

de patogenicidade e de reproducédo das espécies. Embora ndo tenham utilizado
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fragmentos de genes da regido ITS em seu estudo, esses autores observaram
gue os resultados obtidos por Cooke et al. (2000) e Martin e Tooley (2003)
concordam com aqueles que eles obtiveram. Portanto, o uso de sequéncias ITS &

também por eles referendado para estudos filogenéticos com Phytophthora.

2.6. Identificacado de novos hospedeiros

Devido ao carater cosmopolita e polifago das espécies do género
Phytophthora, onde raras sdo as espécies hospedeiro-especificas (Luz e
Matsuoka, 2001), € comum o assinalamento de novos hospedeiros para as
espécies existentes ou a observacdo da ocorréncia das doencas por eles
causadas em outras areas geograficas, as vezes, distantes do local de
assinalamento anterior das mesmas. E importante para os estudos de diversidade
obter-se isolados oriundos de diferentes localidades e de diferentes hospedeiros
para efeitos comparativos (Mchau e Coffey, 19944, b; Ortiz-Garcia, 1996). O ideal
seria que isolados de todos os hospedeiros disponiveis para uma determinada
espécie, na localidade em que ela estivesse sendo estudada, pudessem ser
utilizados. Assim o assinalamento de novos hospedeiros de uma espécie é muito

importante.
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3. CAPITULO 1

PATOGENICIDADE, CARACTERIZACAO MORFOBIOLOGICA E MOLECULAR
DE Phytophthora sp. EM Anthurium andraeanum NA BAHIA

MARCIA C. A. PAIM!, EDNA DORA M. N. LUZ!, JORGE T. DE SOUZA?,
ADEMILDE DE O. CERQUEIRA?!, JOSE RONALDO M. LOPES?,

'SEFIT; ’SEGEN; *CENEX, Centro de Pesquisas do Cacau, Cx. Postal 07, CEP
45600-970, Itabuna, BA. E-mail: marcia-paim@ig.com.br

(Artigo submetido em inglés ao Australasian Plant Pathology)

RESUMO

Em 2004 na costa do dendé precisamente na regidao de ltubera-BA foi
observada a ocorréncia de queima em folhas e inflorescéncias de Anthurium
andraeanum. Os sintomas manifestam-se na folha, como manchas necréticas
negras com bordos de tecido encharcado e nas espatas e espadices como
manchas escuras com podriddo da inflorescéncia. Das lesdes foi isolada uma
espécie de Phytophthora que apresentava esporangios nao-caducos medindo 28-
119 X 17,5-47,3 um (média 53,5 x 27,4 um), com relagdo comprimento/largura de

1,9, profundidade média da papila de 5,4 ym e poro com 7,3 um de abertura,
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sexualmente infértil. O sequenciamento de um fragmento da regido ITS aliado aos
dados morfobiométricos permitiu a identificacdo do patdégeno como Phytophthora
citrophthora. Testes de patogenicidade realizados com P. citrophthora de anturio e
com isolados de P. palmivora, P. citrophthora e P. tropicalis obtidos de cacaueiro
foram positivos a ambos os hospedeiros. Este € o primeiro registro da infeccéo
natural de P. citrophthora em anturio no estado da Bahia, e da infeccdo experimental
de P. palmivora e P. tropicalis no mesmo hospedeiro, no Brasil. Esses resultados
demonstram a suscetibilidade e o perigo potencial de infec¢cdes cruzadas por
espécies patogénicas a esses hospedeiros devido a proximidade com que sé&o

cultivados na Bahia.

Palavras chave: Phytophthora citrophthora, anturio, taxonomia, filogenia molecular.

ABSTRACT

In 2004 the occurrence of Anthurium andraeanum leaf and inflorescence blight
was observed in the municipality of Itubera-BA. Necrotic lesions with black borders on
leaves and inflorescences were the typical symptoms. From these lesions, a
Phytophthora species with non-caducous sporangia measuring an average of 53.5 X
27.4 ym, length/width ratio 1.9:1, depth of the papillae 5.4 um and pore exit 7.3 pm
was isolated. According to the pairing tests the isolate was sexually sterile.
Sequencing of fragment from the ITS (Internal Transcribed Spacer) region of the
rDNA combined with the morphological characteristics allowed the identification of the
isolate obtained from A. andraeanum as P. citrophthora. Patogenicity tests done with
P. citrophthora from anturium and P. citrophthora, P. tropicalis, and P. palmivora
obtained from cacao were positive to both anthurium leaves and cacao pods. This is
the first report of P. citrophthora as a pathogen on A. andraeanum in Bahia State and
P. palmivora and P. tropicalis as potential pathogens of anthurium in Brazil. These
results demonstrate the susceptibility and the potential risk of cross infections by
pathogens common to these hosts due to the proximity that they are cultivated in
Bahia.

Keywords: Phytophthora citrophthora, anthurium, taxonomy, molecular phylogeny.
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3.1 INTRODUCAO

O cultivo de plantas ornamentais é hoje um dos segmentos de importancia
crescente e altamente competitivo dentro da atividade agricola do Brasil e do
mundo. A participacdo brasileira no mercado mundial é de 0,3%, segundo dados
da Frupex (2003), porém o volume de exportacbes tem crescido
consideravelmente. Alguns estados brasileiros se destacam nesta atividade como
Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Pernambuco, Parana e Goias, sendo o Vale da Ribeira, no Estado de S&o Paulo a
principal regido produtora do pais, onde estima-se existirem 1,7 milhdo de plantas
em cultivo.

O estado da Bahia tem grande potencial para a producdo de flores e
plantas ornamentais dispondo de recursos naturais, como clima, solo e recursos
hidricos, compreendidos em dominios ecoldgicos caracterizados por microclimas
propicios a atividade da floricultura. O clima varia desde o semi-arido passando
pelo cerrado, até o umido e sub-umido adequado ao cultivo de espécies tanto de
clima tropical como de clima temperado. A producdo de flores, em franca
expansdo na Bahia, tem se desenvolvido, especialmente, nos municipios de
Ituberd, Maracés, llhéus, Camacari, Amélia Rodrigues, Morro do Chapéu, Vitoria
da Conquista e Mata de Sao Joao, dentre outros (Farias, 1996).

No mercado global, entre as flores tropicais de corte o antdrio € o segundo
em producédo, suplantado apenas pelas orquideas (Galinsky e Laws, 1996). No
Brasil € uma planta ornamental muito apreciada e atualmente € comercializada
em grande escala pelo valor de suas inflorescéncias, que comumente s&o
conservadas na agua e empregadas em arranjos florais. Durante todo o ano, o
anturio produz flores que emergem da base de cada nova folha. A sequéncia
folha, flor, folha, flor € mantida durante toda a vida da planta. A primeira flor
aparece ap6és um ano de cultivo, e para atingir o padrdo comercial s&o
necessarios dois anos. Suas “flores” constituem-se de uma folha modificada,
colorida, denominada espata e de uma inflorescéncia comprida em espiga, a
espadice e sdo especialmente vistosas, com cores que vao do branco a diversas

variacOes de cor-de-rosa e de vermelho (Tombolato et al., 2002).
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Em muitas plantas ornamentais cultivadas comercialmente, séo frequentes
0S prejuizos, em consequéncia de doencas incitadas por Phytophthora. A maioria
dessas espécies causa necroses em raizes, ramos, folhas e inflorescéncias.
Algumas dessas espécies ocorrem somente em uma ou duas espécies vegetais
proximas, mas outras podem causar doenca em diferentes familias de plantas. No
Brasil, segundo Mendes et al., (1998), at¢é o momento, foram assinaladas as
seguintes espécies e respectivos hospedeiros: Phytophthora cactorum (Cattleya
sp.); P. cinnamomi (Pinus patula); P. citrophthora (Anthurium andraeanum,
Anthurium spp.); P. colocasia (Colocasia esculenta); P. nicotianae = P. nicotianae
var. parasitica (Euphorbia pulcherrima, Saintpaulia ionantha) e Phytophthora spp.
(Chrysanthemum spp. Colocasia esculenta, Rhododendron spp., Pinus spp.).

Em 2004, foi observada em um viveiro de anturio na Fazenda Myamoto, na
regido de ltubera-BA, a ocorréncia de manchas necroticas em folhas com bordos
de tecido encharcado, com sintomas semelhantes aos causados por
Phytophthora em outras culturas.

O objetivo deste trabalho foi identificar e determinar a patogenicidade e

caracterizar morfobiometricamente e molecularmente o patégeno.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Obtencéo e caracterizacdo morfobiométrica do isolado

A partir de folhas de antlrio coletadas de um viveiro em Ituberd-BA
apresentando queima nas folhas, espadice e espatas (Figura 1) foi efetuado em
placas de Petri contendo meio seletivo PARPH (Kannwischer e Mitchell, 1978) a
incubacdo de pedacos de tecidos retirados dos bordos das lesbes, apls a
desinfestacdo com hipoclorito de sodio a 5% durante 1 min. As placas foram
mantidas no escuro a uma temperatura de 25°C por quatro a cinco dias. Discos
de meio seletivo com micélio foram transferidos para placas de Petri com meio
cenoura-agar (CA) e incubadas a uma temperatura de 25°C sob luz continua. No
quinto dia, observou-se o0 aspecto morfolégico das colbnias e ao microscopio a
presenca de clamiddsporos e esporangios. Foram entdo preparadas laminas e

com o auxilio de um micrémetro ocular, efetuaram-se as medidas de comprimento
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e largura dos esporangios, abertura do poro e profundidade das papilas de 50

esporangios. Verificou-se ainda a caducidade dos

Figura 1 — Manchas necréticas em folha (a), espadice (b) e espata (c) de anturio.

esporangios colocando-se agua nas culturas. Como comparacao foram utilizados
trés isolados obtidos de cacaueiro, pertencentes a colecdo de Phytophthora do
Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), sendo um isolado de P. citrophthora

(62), um de P. palmivora (252) e o outro de P. tropicalis (450).

3.2.2. Producao de o6sporos

Para observar se a cultura do isolado de antdrio era heterotélica,
homotélica ou sexualmente infértil foi feito o pareamento desse isolado com os
seguintes isolados: 252 de P. palmivora, 62 de P. citrophthora, com ele mesmo e
com os dos dois tipos compativeis A; (446 e 156) e A, (229) de P. capsici. O
pareamento consistiu na superposicao de discos de cultura (7mm de diametro)
tirados das colbnias dos isolados-teste, colocando-se entre eles um disco de meio
cenoura-agar, de acordo com o método sanduiche (Luz e Silva, 2001). As placas
devidamente identificadas para cada cruzamento contendo cinco sanduiches
foram incubadas a 25°C por 4 dias, no escuro. Ap6s o periodo de incubacéao, o
disco de CA entre os discos dos isolados em teste foi transferido para uma

lamina, avaliando-se ao microscopio a formacéo de odsporos.
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3.2.3. Avaliacéo da patogenicidade

Os ensaios para verificacdo da patogenicidade do isolado obtido de anturio
foram realizados mediante a inoculacdo, sem ferimento, em inflorescéncias
(espatas e espadices) e folhas inteiras de A. andraeanum e em frutos de
cacaueiro. Além do isolado de anturio os isolados 62, 252 e 450 obtidos de
cacaueiro também foram usados nos testes de patogenicidade em folhas de
anturio e frutos de cacaueiro comum para um estudo comparativo. Para obtencéo
do in6culo, os patdgenos foram cultivados em CA por 5 dias. Discos da cultura
(0,5 cm de diametro) foram inoculados na superficie do tecido sadio de folhas,
espatas, espadices de anturio e frutos de cacaueiro. Em seguida, os discos foram
cobertos com algodao umedecido, que permaneceu sobre os mesmos até o inicio
do aparecimento dos sintomas. As testemunhas receberam o mesmo tratamento
sem o patégeno. Todo material inoculado foi mantido em laboratorio, dentro de
caixas plasticas com espuma esterilizada e umedecida para formar uma camara
umida e sob luz continua e temperatura de 25°C. Ap6s 3 dias e 5 dias foi
realizada a avaliagdo dos sintomas e registro do diametro das lesdes. Trés folhas
de anturio e trés frutos de cacaueiro foram usados nas inoculagfes, sendo que
cada um recebeu o in6culo em dois pontos opostos. As espatas e espadices sO
foram inoculadas com o isolado do anturio. Igual niumero de folhas de anturio,
espatas, espadices e frutos de cacaueiro foi usado como testemunha.

Os diametros médios das lesbes obtidos para cada isolado foram
comparados pelo teste de Duncan a 5% para cada hospedeiro.

3.3.4. Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA gendmico a massa micelial dos isolados foi
produzida em placas de Petri contendo o meio liquido de cenoura. Apos a
liofilizacdo o micélio foi macerado em cadinho de porcelana em contato com N
liguido. Em seguida, aproximadamente 20 mg do macerado foi colocado em tubos
eppendorf de 2,0 ml, aos quais foram adicionados 800 pl de um tampéo
constituido por: Tris-HCI 200 mM, 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
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mantidos em banho-maria (70°C) por 1 h, sendo agitados a cada 20 min. Apés a
incubacéo, foi realizada a precipitacdo das proteinas, adicionando-se 700 pl de
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 a 4°C.
O sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos eppendorf de 2,0 ml
limpos.

Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao sobrenadante 14 pl de NacCl
5M e 500 pul de isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos a -80°C por meia
hora 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 na camara asséptica por meia hora. Posteriormente, 0s
acidos nucléicos totais foram ressuspendidos em 100 ul de agua contendo RNAse
na concentracao de 40 pug/ml e colocados em banho—maria por meia hora a 37°C
para a completa ressuspensao.

Bandas de DNA genbmico total, separadas por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, foram usadas para a quantificacdo e como indicadoras da

integridade do DNA extraido.

3.2.5. Sequenciamento e analise filogenética

Para a identificacdo molecular e andlises filogenéticas, foram utilizados os
primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), para a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 700-pb do DNA ribossomal (rDNA) incluindo o gene 5.8S e a
regido intergénica ITS1 e 2 (Internal transcribed spacers). As amplificacbes de
PCR foram realizadas em um volume total de 50 O contendo 50mM de KCI,
1,5mM MgCl,, 200mM de cada dANTP (Promega, Madison, WI, USA), 20 pmol de
cada primer, 6 [1 de DNA gendmico (10ng. O0™), e 2 U de Taq DNA polimerase
(Promega). Todas as amplificacbes de PCR foram feitas em um termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, MA). As amplificacées consistiram de
uma desnaturacéao inicial a 94°C por 2 min, 10 ciclos de desnaturacao 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 desnaturacéao

a 94°C por 1 min, anelamento a 52°C por 1 min, alongamento a 72°C por 2 min e
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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%. Em seguida as
bandas foram cortadas do gel, congeladas a —80°C por 1h e centrifugadas por 15
min a 1400 rpm em uma microcentrifuga. O sobrenadante foi usado diretamente
para 0 sequenciamento com o0s primers anteriormente utilizados para a
amplificagcdo. O sequenciamento foi feito com o BigDye Deoxy terminator
sequencing kit (Applied Biosystems) de acordo com as recomendacdes do
fabricante, em um volume total de 5 [, contendo 0,5 [1 de BigDye, 1 [1 de tampéo
de sequenciamento (5X), 2 pmol de primer e 30 ng de DNA. As reacdes de
sequenciamento foram feitas em um termociclador PTC-100 e consistiram de 40
ciclos de uma desnaturacéo inicial a 94°C por 1 min, anelamento a 60°C por 1min
e extensdo a 60°C por 4 min. ApoOs a reacdo de sequenciamento, as amostras
foram precipitadas com 20 [1 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. Acrescentou-se 100 [ 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 10s para remover 0 excesso de etanol. ApGs seca, a
temperatura ambiente por 15 min, foi adicionado 10 [0 de formamida a cada
amostra e a placa colocada no termociclador para a desnaturacdo a 94°C por 3
min. ApOs essa etapa, a placa foi encaminhada 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 verséao 1.8 (Thompson et al., 1997). O programa BLAST
(Altschul et al., 1997) foi usado para comparar as sequéncias de cada isolado
com aguelas encontradas nos bancos de dados publicos. Para fins de
comparacdo e para estudos das relacdes filogenéticas entre as espécies
patogénicas ao cacaueiro, foram obtidas as seguintes seqiéncias para a regiao
ITS do banco de dados publicos: AY228573 (P. citrophthora), AY423300 (P.
palmivora) e AY207010 (P. tropicalis).
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As analises filogenéticas foram feitas com o programa Mega 2 (Kumar et
al., 2001) usando o método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-

Cantor e analise de bootstrap com 1000 repeticdes.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Caracterizacdo morfobiométrica

O isolado obtido de anturio apresentou colénias com aspecto petaldide,
micélio superficial muito denso e cotonoso, esporangios medindo 28,0-119,0 X
17,5-47,3 um (média 53,5 x 27,4 pm) com relacdo comprimento/largura 1,9,
profundidade média da papila 5,4 um e abertura do poro 7,3 um, de formas
variaveis, distorcidos, algumas vezes bipapilados e n&o deciduos. Foram
observados clamidosporos em abundancia, tanto terminais como intercalares. As
dimensdes dos esporangios do isolado de antdrio sdo comparaveis aquelas
obtidas para P. citrophthora (Tabela 1).

3.3.2. Testes de compatibilidade

N&o foi observado formacédo de o06sporos nos pareamentos do isolado de
antirio com qualquer um dos isolados testados, inclusive com ele mesmo,
podendo-se afirmar tratar-se de uma cultura sexualmente infértil. Obtiveram-se
oosporos (anteridios anfigenos) pareando os isolados A; e A, de P. capsici. O

isolado 62 de P. citrophthora do cacaueiro também foi infértil.

3.3.3. Testes de patogenicidade

Manchas de cor castanho escura foram observadas 3 dias apés a
inoculacdo com o isolado 521 nas espatas e folhas de anturio, evoluindo para
lesbes com bordos de aspecto encharcado 5 dias apds a inoculacdo (Figura 3a,
b). Todas as folhas e espatas inoculadas apresentaram lesdes enquanto as
testemunhas permaneceram sadias. O patdégeno foi reisolado das lesdes. O
isolado de P. citrophthora de anturio foi também patogénico a frutos de cacaueiro

(Figura 3c,d). Phytophthora citrophthora (62), P. palmivora (252) e P. tropicalis

26



Tabela 1 — Médias de comprimento, largura, dimensdes da papila e pedicelo de 50 esporangios dos

isolados de Phytophthora spp.

Esporangio Papila Pedicelo
Espécie Isolado  Origem Comp. Larg. Compl/larg Prof. Poro Comp.
(um) (um) (um) (km) (Hm) (km)
P. citrophthora 521 anturio 53,5+2,62% 27,4+0,7 1,9:1 5,440,2 7,3%0,2 °
P. citrophthora 62 cacaueiro 49,8428 282+1.2 1,7:1 5,6+0,3 7,4+0,3
P. palmivora 252 cacaueiro 47,3+0,9 35,1+0,5 1,3:1 7,140,2 7,1+0,2 3,1+0,2
P. tropicalis 450 cacaueiro 44,0+1,0 33,5+0,8 1,3:1 5,240,2 9,0+0,2 31,3+2,3

@ Erro padrdo da média, calculada com base em 50 esporangios por isolado.

b _ |solados ndo deciduos.
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(450) isolados de cacaueiro foram patogénicos a ambos os hospedeiros (Figuras
4 - 6). Nao houve diferenca no didmetro das lesdes incitadas em anturio pelas
espécies testadas, porém, em frutos de cacaueiro, P. citrophthora isolada de
antlrio mostrou-se mais virulenta enquanto que, P. tropicalis, apresentou as

menores lesdes (P=0.05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Diametro médio das lesbes causadas por Phytophthora sp. em folhas

de anturio e frutos de cacau 3 e 5 dias ap0s a inoculagéo.

3 dias 5 dias
Espécie Isolado Origem antario cacau antdrio cacau
P. citrophthora 521 antuario 1,8a 4,7 a 29a 9,1a
P. citrophthora 62 cacaueiro 1,7a 3,6b 3,0a 8,2b
P. palmivora 252 cacaueiro 0,6 a 3,0 bc 10a 8,2b
P. tropicalis 450 cacaueiro 0,3a 2,7cC 13a 29c

Médias seguidas pela mesma letra (colunas) néo diferiram estatisticamente pelo
teste de Duncan (P=0,05).

3.3.4. Identificagdo molecular e analise filogenéti  ca

A andlise das sequéncias obtidas para a regido ITS, fator de elongacéo 1-a
e [B-tubulina confirmaram a identificacdo do patdgeno de antario como P.
citrophthora. As seqUéncias foram depositadas no GenBank sob os numeros
DQO087412 (P. citrophthora 521), DQ087413 (P. citrophthora 62), DQ087414 (P.
tropicalis 450) e DQ087415 (P. palmivora 252). A analise filogenética feita com
sequéncias da regido ITS contendo 742-pb nucleotideos alinhados mostrou que
os isolados de P. citrophthora de anturio e de cacaueiro séao idénticos (Figura 2),
apresentando sequéncias com identidade de 100% entre si enquanto que a
identidade entre as sequéncias de P. citrophthora de cacaueiro e antdrio com P.
tropicalis foi de 98,7%, e, a identidade entre P. citrophthora de citros e os isolados
de cacaueiro e anturio foi de 96,4% (Tabela 3). Portanto, P. citrophthora de
cacaueiro e antlrio apresentam-se mais proximas de P. tropicalis que de P.
citrophthora obtida de citros. Phytophthora palmivora diferenciou-se
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99 | 521 P. citrophthora - anturio
89 62 P. citrophthora - cacau

AY207010 P. tropicalis - Leucospermum sp.

99 "450 P. tropicalis - cacau

AY228573 p_citrophthora - citrus
1252
100 | AY423300

P. palmivora - cacau

0.01

Figura 2 — Filograma genético das relacbes entre espécies de Phytophthora baseado em 742-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 ramificacdes do
filograma correspondem ao bootstrap, e foram calculados com base em 1000 repeticbes. A escala

indica o nimero de substituicdes de nucleotideos por sitio.
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Tabela 3 — Percentagem de identidade de seqiiéncias da regido ITS do rDNA de espécies de Phytophthora.

Espécie Isolado Origem 521 62  AY228573 AY207010 450 252  AY423300
P. citrophthora 521 antario 100

P. citrophthora 62 cacaueiro 100 100

P. citrophthora  AY228573* Citrus sp. 96,4 96,4 100

P. tropicalis AY207010* Leucospermum sp. 98,7 98,7 96,7 100

P. tropicalis 450 cacaueiro 98,7 98,7 96,7 100 100

P. palmivora 252 cacaueiro 91 91 90 91,3 91,3 100

P. palmivora AY423300* cacaueiro 91 91 90 91,3 51 100 100

* NUumero de acesso do banco de dados
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Figura 3 — Espatas (a) e folhas (b) de anturio e frutos de cacau (c, d) inoculadas com

Phytophthora citrophthora de antdrio.

Figura 4 — Frutos de cacau (a) e folha de anturio (b) inoculados com Phytophthora

citrophthora de cacaueiro.

Figura 5 — Frutos de cacau (a) e folha de anturio (b) inoculadas com Phytophthora

palmivora de cacaueiro.

Figura 6 — Frutos de cacau (a) e folha de anturio (b) inoculada com Phytophthora

tropicalis.

31



consideravelmente das demais espécies, com seqiéncias de 91%, 90% e 91,3%
de identidade para P. citrophthora de cacaueiro e anturio, P. tropicalis e P.
citrophthora de citros, respectivamente (Figura 2 e Tabela 3). Os valores de
bootstrap para todas as ramificacdes foram altamente significativos (Figura 2),

indicando a robustez da analise.

3.4. DISCUSSAO

O patdgeno de antdrio foi classificado como P. citrophthora com base nas
caracteristicas morfolégicas e no sequenciamento de fragmentos da regido ITS,
fator de elongacédo 1-a e B-tubulina. As caracteristicas morfoldgicas desse isolado
enquadram-se nas descritas para P. citrophthora nas chaves de classificacao de
Waterhouse (1963,1970) e Stamps et al., (1990). As sequéncias da regido ITS,
fator de elongacao 1-a e B-tubulina de P. citrophthora do isolado de antario (521)
apresentaram 100% de identidade em relacéo ao isolado obtido de cacaueiro (62)
(Tabela 2). As analises filogenéticas com a regido ITS do rDNA demonstraram
que P. citrophthora de antdrio e cacaueiro sdo mais proximas de P. tropicalis do
que de P. citrophthora de citros (Figura 2). Esta discrepancia ja havia sido
apontada por outros autores (Goodwin et al., 1990; Forster et al., 1990 e 2000;
Oudemans e Coffey, 1991; Oudemans et al., 1994; Mchau e Coffey, 1994 e Ortiz-
Garcia, 1996) que empregaram estudos de isoenzimas, mtDNA RFLP e analises
de sequéncias ITS. As analises da regido ITS aqui apresentadas sugerem que P.
citrophthora isolada de antlrio e cacaueiro podem representar uma nova espeécie,
apesar de compartilharem caracteristicas morfologicas indistinguiveis das de P.
citrophthora de citros (Tabela 1). Mais estudos taxonémico deverao ser realizadas
para esclarecer as relacdes filogenéticas de P. citrophthora de cacaueiro e anturio
e espécies afins.

A ocorréncia de P. citrophthora em anturio no Brasil j& havia sido relatada
no Vale do Ribeira, no estado de Sao Paulo por Pitta et al., (1991). No entanto,
este trabalho constitui o primeiro relato de P. citrophthora como patdégeno de
antirio no estado da Bahia. Phytophthora citrophthora, P. palmivora, e P.

tropicalis de cacaueiro também foram patogénicas ao antdrio, sugerindo que
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estas espécies representam um perigo potencial para o cultivo de antdrio na
regido. Este é o primeiro relato de P. palmivora e P. tropicalis como patdgenos de
anturio no Brasil em condi¢Bes experimentais. Phytophthora tropicalis foi relatada
como patdgeno de antdrio no Havai (Aragaky e Uchida, 2001). Como as espécies
P. citrophthora, P. palmivora e P. capsici estdo associadas a podridao-parda do
cacaueiro na Bahia (Campélo e Luz, 1981) e também a requeima das folhas e ao
cancro do painel da seringueira (Santos et al., 2001; Luz et al., 2003), culturas
prevalentes na regido sudeste da Bahia e extensamente cultivadas em Itubera, &
possivel que P. palmivora também venha a infectar naturalmente o antario
naquela regiao.

Para o preparo dos viveiros de anturio ha incorporacao de matéria organica
aos substratos para melhorar a aparéncia e acelerar o crescimento das mudas,
sendo que as camadas superiores do solo (horizontes A e B), das areas
cultivadas com cacau, ricas em matéria organica, sdo bastante utilizadas para
este fim, em mistura com outros componentes. Sabe-se que Phytophthora spp.
sdo patdgenos de raizes e sobrevivem no solo associadas a seus hospedeiros
(Luz e Matsuoka, 2001) e que as espécies P. palmivora e P. citrophthora
colonizam as raizes do cacaueiro que se transformam em repositorio de inéculo
para as infecgbes na parte aérea do cacaueiro (Luz e Mitchell, 1994). E, portanto,
possivel inferir que o solo de &reas de cacaueiro contaminadas por P. citrophthora
pode ter sido a fonte primaria de inéculo para o anturio.

As condi¢cdes dos viveiros de antirio em Itubera-BA sdo propicias a
disseminacdo de P. citrophthora apesar das pulverizacbes peridédicas com
fungicidas a base de cobre. Folhas velhas e flores que ndo atingem o tamanho
adequado para comercializacdo sdo deixadas no solo para se decompor e serem
reutilizadas pelas plantas. Com o emprego da irrigacdo por aspersdo, 0s
respingos de agua contendo particulas do substrato podem carrear esporangios
de P. citrophthora para as folhas e flores jovens onde causam novas les6es como
ocorre em outras culturas (Luz e Silva, 2001). Deve-se, portanto, atentar para o
risco de P. citrophthora tornar-se um sério problema fitopatolégico para a cultura

do antldrio no sudeste da Bahia.
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4. CAPITULO 2

DIVERSIDADE GENETICA E TAXONOMIA DE Phytophthora citrophthora e P.
palmivora NA BAHIA

MARCIA C. A. PAIM*, EDNA DORA M. N. LUZ! e JORGE T. DE SOUZA?,

'SEFIT, 2SEGEN, Centro de Pesquisas do Cacau, Caixa Postal 07, CEP 45600-
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(Artigo a ser submetido)

RESUMO

Phytophthora citrophthora e P. palmivora sdo as duas espécies mais
virulentas que causam a podridao-parda do cacaueiro e atacam também outros
importantes hospedeiros na Bahia. Objetivou-se nesse trabalho avaliar a
diversidade genética dessas espécies e realizar estudos taxonémicos com 116
isolados através de analises de RAPD e das sequiéncias de fragmentos de trés
genes nucleares (regido ITS do rDNA, fator de elongacdo 1-a e (-tubulina),
aliados a caracteres morfométricos e testes de patogenicidade. As analises de
RAPD distinguiram nitidamente as duas espécies e agruparam os 73 isolados de
P. citrophthora em 14 subgrupos e os 43 isolados de P. palmivora em 5
subgrupos. Representantes de cada um desses subgrupos foram utilizados para

0s testes de patogenicidade e sequenciamento. Phytophthora citrophthora
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apresentou maior diversidade genética que P. palmivora tanto nas analises de
RAPD quanto através do sequenciamento de todos os trés genes e da andlise
combinada destes. Os isolados de P. citrophthora de citros e de cacaueiro foram
geneticamente distintos e apresentaram diferencas quanto a formacdo de
clamidésporos e a patogenicidade, pois, os isolados de cacaueiro ndo causaram
lesGes em frutos de laranja. Os isolados de P. palmivora obtidos de cacaueiro,
mamoeiro e pupunheira agruparam-se por hospedeiro na analise de RAPD,
porém, o sequenciamento do fragmento do gene fator de elongagéo 1-a e ITS ndo
mostrou nenhum agrupamento, enquanto que sequéncias do gene (3- tubulina e a
combinacdo deste com o fator de elongacdo 1-a diferenciaram os isolados de
pupunheira dos demais. Estes isolados apresentaram diferengcas de tamanho e
formato dos esporangios em relacdo aos padrbes definidos para a espécie P.
palmivora. Discute-se a classificagdo dos isolados de cacaueiro até entdo
identificados como P. citrophthora como uma nova espécie e sua provavel
condi¢do hibrida. Também é discutida a permanéncia ou ndo dos isolados de

pupunheira na espécie P. palmivora.

Palavras chaves: filogenia, morfologia, patogenicidade, RAPD, sequenciamento e

taxonomia.

ABSTRACT

Among the causal agents of black pod disease of cacao, P. citrophthora
and P. palmivora are the species with the highest virulence. These species are
also pathogenic to other hosts in Bahia State. Our objectives in this work were to
study the genetic diversity of these species and conduct taxonomic and
phylogenetic studies on 116 isolates obtained from cacao and other hosts. The
techniques employed included RAPD (Random Amplified polymorphic DNA) and
sequence analyses of fragments from three nuclear genes (ITS region of the
rDNA, elongation factor 1-a, and [-tubulina) combined with the analyses of
morphological characters and pathogenicity tests. RAPD analysis clearly
distinguished the two species and separated the 73 isolates of P. citrophthora in

14 subclusters and the 43 isolates of P. palmivora in five subclusters.
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Representatives of each subcluster were used in pathogenicity tests and
sequence analyses. Phytophthora citrophthora showed more genetic diversity than
P. palmivora according to RAPD and sequencing analyses. The isolates of P.
citrophthora obtained from Citrus and cacao were genetically distinct and also
showed differences on chlamydospore formation and pathogenicity to Citrus fruits.
Isolates of P. palmivora from cacao, papaya and peach palm were separated in
RAPD analysis, but not on sequencie analyses of the ITS region and elongation
factor 1-C1 On the other hand, [} tubulin and the combination of elongation factor
1-0 and [F tubulin sequences clustered the peach palm isolates apart, fact that
was corroborated by the morphological characters, which distinguished them from
P. palmivora. The classification of the isolates from cacao, thus far known as P.
citrophthora as a new species, their possible hybrid condition, and the taxonomic
status of P. palmivora from peach palm are discussed.

Keywords: morphological analysis, pathogenicity, phylogeny, RAPD, sequence

analysis, taxonomy.

4.1. INTRODUCAO

Membro da classe dos Oomycetes, o género Phytophthora, que significa
destruidor de plantas, foi apropriadamente assim denominado por Anton de Bary
em 1886, pois agrupa espécies que realmente destroem plantas de grande
expressdo econdmica no mundo. Phytophthora citrophthora (Smith e Smith)
Leonian e P. palmivora (Butl.) Butler, espécies pertencentes ao grupo |l de acordo
com os caracteres morfolégicos e fisioldgicos estabelecidos por Waterhouse
(1963) e Stamps et al. (1990), sdo importantes patdgenos do cacaueiro e de
outras culturas tropicais e subtropicais economicamente importantes no Brasil e
no mundo. Como patégeno do cacaueiro, P. palmivora estd disseminada em
todos 0s paises em que o cacau € cultivado, e P. citrophthora ocorre no Brasil, no
México e na india (Erwin e Ribeiro, 1996). Phytophthora citrophthora é bastante
estudada como patégeno das plantas citricas causando gomose, uma importante
enfermidade deste cultivo. Na Bahia, essas espécies causam a podriddo—parda e

o cancro do cacaueiro além, de estarem associadas a outros hospedeiros. Dentre
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as espécies detectadas como patdgenos do cacaueiro P. citrophthora e P.
palmivora sdo as mais virulentas (Campélo e Luz, 1981; Campélo et al., 1982,
Lawrence et al., 1982; Luz, 1989).

Segundo levantamentos realizados entre 1977 e 1981 (Campélo e Luz,
1981), P. capsici era a espécie predominante na Bahia e no Espirito Santo.
Entretanto, levantamentos posteriores mostraram tendéncias de crescimento das
populacdes de P. palmivora e P. citrophthora (Luz et al., 1997), notadamente
desta ultima espécie nas amostras coletadas até 2002 (Luz et al., 2003). As
variacbes na dinamica populacional dessas espécies, provavelmente em fungéo
da distribuicAo mais regular de chuvas e as baixas temperaturas médias
verificadas na regido nos meses de maio a setembro, periodo de maior incidéncia
da podriddo-parda do cacaueiro (Luz e Silva, 2001) tem contribuido para
aumentar as perdas causadas por esta enfermidade, com reflexos nas safras de
2002/2003 e 2003/2004 (Luz et al., 2005). Sendo assim ha a necessidade do
monitoramento constante das populagfes dessas espécies e para tanto,
conhecimentos de taxonomia e diversidade tornam-se essenciais.

O conhecimento da diversidade genética de P. palmivora e P. citrophthora
€ também importante para os estudos de resisténcia do cacaueiro a estes
patdgenos, pois, se houver variabilidade dentro das espécies o material genético
tera que ser testado com todas as variantes dos patégenos.

No caso de P. palmivora, que é uma espécie heterotalica, ha
predominéncia do tipo de compatibilidade A2 na regido e, além disso, existem
outros hospedeiros e outras espécies heterotalicas cohabitando o mesmo nicho
ecoldgico, havendo possibilidade de recombinagdo sexual tanto com isolados de
outros hospedeiros, como de outras espécies, principalmente, P. capsici, na qual
predomina o tipo de compatibilidade Al (Campélo e Luz, 1981; Cerqueira et al.,
1999).

As modernas técnicas moleculares tém se mostrado eficientes no estudo
da diversidade das espécies de Phytophthora em geral (Cooke e Duncan, 1997;
Forster et al.,, 2000; Appiah et al., 2004) e representam ainda uma excelente
ferramenta para estudos taxonbmicos quando combinadas aos dados
morfoldgicos, fisiologicos e de patogenicidade (Cooke et al., 2000; Martin e
Tooley, 2003; Kroon et al., 2004). Isolados de P. palmivora e P. citrophthora do

Brasil, utilizados em estudos por alguns pesquisadores (Oudemans e Coffey,
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1991; Mchau e Coffey, 1994; Ortiz-Garcia, 1996) demonstraram pouca
variabilidade entre si. Entretanto, o numero reduzido de isolados incluidos nestes
estudos pode ter influenciado os resultados.

Historicamente, os critérios morfoldgicos e fisiologicos tém sido utilizados
para identificar as espécies de Phytophthora (Waterhouse, 1963; Newhook et al.,
1978; Stamps et al., 1990). No entanto a variabilidade dos principais caracteres
morfolégicos ocasionados por diferengcas no modo de preparo dos meios de
cultura, idade das col6nias, condicdes de incubacéo, entre outros fatores, podem
trazer problemas para a correta identificacdo e classificacdo de isolados (Erwin,
1983; Waterhouse et al., 1983; Cerqueira et al.,, 1999). Somando-se aos
caracteres morfobiométricos, outras técnicas tém sido utilizadas com sucesso na
identificacdo de Phytophthora a nivel de espécie, destacando-se os padrées de
proteinas totais, isoenzimas, PCR (Polymerase Chain Reaction), RFLPs (Random
Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), e
sequenciamento de diversos genes nucleares e/ou mitocondriais (Forster et al.,
1990; Oudemans e Coffey, 1991; Cooke e Duncan, 1997; Ristaino et al., 1998;
Sackey et al., 1999; Faleiro et al., 2003, 2004).

As recentes analises moleculares realizadas por Cooke et al., (2000);
Martin e Tooley (2003) e Kroon et al., (2004) contribuiram para o enriquecimento
do conhecimento das relacdes filogenéticas entre as espécies de Phytophthora,
ajudando a solucionar antigos problemas taxonémicos para algumas espeécies.

Objetivou-se neste trabalho avaliar a diversidade genética de P.
citrophthora e P. palmivora através do uso de marcadores RAPD, do
sequenciamento de fragmentos de trés genes nucleares, de caracteres
morfométricos e de patogenicidade e realizar estudos taxonémicos e filogenéticos

com os isolados disponiveis no Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC).

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Isolados estudados

Foram utilizados neste trabalho 116 isolados, 70 obtidos da colecédo de
Phytophthora da micoteca do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC/CEPLAC)
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e 46 obtidos de novas coletas na regido, entre junho e setembro de 2004. Os
isolados da cole¢cdo do CEPEC sao principalmente, provenientes da regiao
cacaueira da Bahia e alguns dos Estados do Espirito Santo e Para, bem como de
outros paises da América do Sul e Central (Tabela 1). Todos os isolados foram
e Mitchell, 1978) e
posteriormente cultivados em meio cenoura-agar (CA) a 25°C sob luz continua

obtidos em meio seletivo PARPH (Kanmwischer

por cinco dias para as identificacbes morfologicas. Dentre os isolados estudados,
73 foram classificados como P. citrophthora e 43 como P. palmivora, com base
em caracteres morfolégicos. Todos os isolados foram armazenados em agua

esterilizada na micoteca de Phytophthora para estudos posteriores.

TABELA 1 - Isolados de Phytophthora citrophthora e P. palmivora utilizados neste

estudo.
Espécie Isolado Hospedeiro Local e ano
P. citrophthora 6 Solo/cacaueiro CEPEC, IIhéus — BA/1980
P. citrophthora 7 Solo/cacaueiro CEPEC, llhéus — BA/1981
P. citrophthora 62 Caule/ cacaueiro Faz. Santa Helena, llhéus - BA/1979
P. citrophthora 101 Fruto/ cacaueiro Faz. Putunijd, Jussari — BA/1981
P. citrophthora 162 Fruto/ cacaueiro Lomanto Janior - BA/1983
P. citrophthora 171 Fruto cacaueiro Escritorio local, Taperoa - BA/1983
P. citrophthora 189 Fruto/ cacaueiro Faz. Unacau, Buerarema - BA/1984
P. citrophthora 203 Fruto/ cacaueiro Escritorio local, Itajuipe — BA/1989
P. palmivora 205 Solo/ cacaueiro Faz. Sdo Miguel, Uruguca - BA/1990
P. palmivora 206 Raiz/ cacaueiro Faz. Sdo Miguel, Urucuca - BA/1991
P. citrophthora 211 Raiz/eritrina CEPEC, llhéus — BA/1989
P. palmivora 216 Fruto/cacaueiro Benevides — PA
P. citrophthora 219 Fruto/ cacaueiro Belém — PA
P. citrophthora 220 Fruto/ cacaueiro DEPEA P/25 — AM
P. palmivora 224 Fruto/ cacaueiro DEPEA P/27 — AM
P. palmivora 226 cacaueiro Republica de Honduras/1989
P. palmivora 245 Fruto/mamaoeiro Faz. Santo Antbnio, Gandu - BA/1997
P. palmivora 249 Fruto/cacau bicolor Faz. Santo Antbnio, Gandu - BA/1997
P. palmivora 250 Fruto/ mamoeiro Faz. Deus Dara, Eunapdlis - BA/1999
P. palmivora 252 Fruto/ cacaueiro Ipiad - BA/1999
P. citrophthora 255 Fruto/ cacaueiro Belmonte - BA/1999
P. palmivora 256 Fruto/ cacaueiro Faz. llhéus, llhéus - BA/1999
P. palmivora 257 Fruto/ cacaueiro Faz. llhéus, llhéus - BA/1999
P. citrophthora 258 Fruto/ cacaueiro Faz. Rainha do Sul, Camacan — BA/1999
P. citrophthora 260 Fruto/ cacaueiro Faz. S.José, S. José da Vitoria - BA/1999
P. palmivora 261 Tronco/ cacaueiro CEPEC, llhéus — BA
P. palmivora 262 Fruto/ cacaueiro Faz. Piruna, Una - BA/1999
P. citrophthora 266 Fruto/ cacaueiro Faz. Nova Tranquilidade, Ilhéus - BA/1999

continua
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Tabela 1 - continuacao

Espécie Isolado Hospedeiro Local e ano

P. citrophthora 268 Fruto/ cacaueiro CEPEC, llhéus - BA/1999

P. citrophthora 270 Fruto/ cacaueiro Faz. S. José, S. José da Vitoria - BA/1999
P. citrophthora 276 Tronco/cacaueiro Faz. Santa Cruz, Anuri -BA/1999

P. citrophthora 277 Fruto/ cacaueiro Faz. Piguenita, Itajuipe — BA/1999

P. citrophthora 283 Fruto/ cacaueiro Faz. Reun. Vale da Juliana, Itubera - BA
P. citrophthora 286 Fruto/ cacaueiro Belmonte — BA

P. citrophthora 289 Fruto/ cacaueiro Uruguca - BA/2000

P. citrophthora 290 Fruto/ cacaueiro Una - BA/2000

P. citrophthora 291 Fruto/ cacaueiro Faz. Oriente, Urucuca - BA/2000

P. citrophthora 292 Fruto/cacaueiro Ubaté - Ba/2000

P. citrophthora 293 Folha/cacaueiro Viveiro da ESARM/2002

P. citrophthora 299 Fruto/ cacaueiro Faz. Lagoa Pequena, Urucuca — BA/2001
P. citrophthora 300 Fruto/ cacaueiro Faz. Lagoa Pequena, Uruguca — BA/2001
P. palmivora 301 Fruto/ cacaueiro Tingo Maria — Peru/2000

P. palmivora 302 Fruto/ cacaueiro Tingo Maria — Peru/2000

P. palmivora 304 Fruto/ cacaueiro Faz. Logoa Grande, Canavieiras - Ba/2003
P. palmivora 305 Fruto/ cacaueiro Tingo Maria — Peru/2001

P. citrophthora 310 Fruto/mexerica EMCAPER - ES/2001

P. palmivora 311 Fruto/ cacaueiro Faz. Logoa Grande, Canavieiras - Ba/2003
P. citrophthora 312 Fruto/ cacaueiro Escritério Local, Jusari — BA/2004

P. citrophthora 313 Fruto/cacaueiro Faz. Lagoa Pequena, Uruguca - BA/2001
P. citrophthora 341 Folha/cacaueiro Sitio Lais, Ilhéus - BA/2002

P. palmivora 343 Fruto/cacaueiro Camacan - Ba, 2002

P. palmivora 344 Caule/pupunheira Embrapa Floresta, Curitiba - PR/2002

P. citrophthora 349 Fruto/ cacaueiro Faz. Catalunha/2003

P. palmivora 350 Fruto/ cacaueiro Faz. Catalunha/2003

P. palmivora 351 Fruto/ cacaueiro Faz. Piruna, Una - BA/2003

P. palmivora 353 Fruto/ cacaueiro Faz. Piruna, Una - BA/2003

P. palmivora 354 Fruto/cacaueiro Faz. Piruna, Una - BA/2003

P. palmivora 356 Raiz/mamoeiro Faz. Mucuri, Mucuri — BA/2003

P. palmivora 357 Raiz/mamoeiro Faz. Mucuri, Mucuri — BA/2003

P. palmivora 358 Caule/ mamoeiro Faz. Mucuri, Mucuri — BA/2003

P. palmivora 359 Fruto/ mamoeiro Faz. Mucuri, Mucuri — BA/2003

P. palmivora 360 Raiz/mamoeiro Faz. Lembrancas, Itabela - BA/2003

P. palmivora 361 Raiz/mamoeiro  Faz. Guaird, Itamaraju — BA/2003

P. palmivora 363 Raiz/mamoeiro  Faz. Guaira, Itamaraju — BA/2003

P. palmivora 401 Pupunheira INACERES, Uruguca — BA/2003

P. citrophthora 455 Fruto/cacaueiro Faz. Novo Horizonte, Belmonte - BA/2003
P. palmivora 460 Fruto/cacaueiro Faz. Catalunha, Camacan — BA/2003

P. palmivora 461 Fruto/cacaueiro Faz. Catalunha, Camacan — BA/2003

P. palmivora 462 Fruto/cacaueiro Faz. Catalunha, Camacan — BA/2003

P. palmivora 471 Fruto/cacaueiro Faz. Lagoa grande, Canavieiras - BA/2003
P. palmivora 503 Fruto/cacaueiro Faz. Piruna, Una - BA/2004

P. palmivora 504 Fruto/cacaueiro Faz. Piruna, Una - BA/2004

P. palmivora 514 Fruto/cacaueiro CEPEC, IIhéus — BA/2004

P. palmivora 515 Caule/cacaueiro Faz. Sdo José, Ilhéus — BA/2004
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Tabela 1 - continuacao

Espécie Isolado Hospedeiro Local e ano

P. citrophthora 516 Fruto/cacaueiro Faz. Sao José, lIhéus — BA/2004

P. citrophthora 517 Fruto/cacaueiro Faz. Sto Antbnio, Aurelino Leal - BA/2004
P. citrophthora 518 Fruto/cacaueiro Faz. Camacan, Buerarema — BA/2004
P. citrophthora 519 Fruto/cacaueiro Faz. Sao José, lIhéus — BA/2004

P. citrophthora 520 Fruto/cacaueiro Faz. Copa 70, Ibirapitanga — BA/2004
P. citrophthora 522 Folha/antario  Faz. Myamoto, Ituberd — BA/2004

P. citrophthora 523 Fruto/cacaueiro Faz. Myamoto, Ituberd — BA/2004

P. citrophthora 524 Fruto/cacaueiro Faz. Myamoto, ltubera — BA/2004

P. palmivora 525 Pupunheira INACERES, Urucuca — BA/2004

P. citrophthora 526 Fruto/cacaueiro Faz. Morro Alto, ltubera - BA/2004

P. citrophthora 527 Fruto/cacaueiro Faz. Ondulada, ltubera — BA/2004

P. citrophthora 528 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 529 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 529 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 530 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Urugcuca - BA/2004
P. citrophthora 531 Fruto/cacaueiro Faz. Morro Alto, Itubera - BA/2004

P. citrophthora 532 Fruto/cacaueiro Faz. Morro Alto, ltubera - BA/2004

P. palmivora 539 Fruto/cacaueiro Faz. Morro Alto, ltubera - BA/2004

P. citrophthora 540 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Urugcuca - BA/2004
P. palmivora 541 Fruto/cacaueiro Faz. Conj. Bom Jesus, Marau - BA/2004
P. citrophthora 542 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 543 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 544 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 545 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 547 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 552 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 553 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 554 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 557 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 559 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Urugcuca - BA/2004
P. citrophthora 560 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 561 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 562 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 563 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 564 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 565 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 566 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 567 Fruto/cacaueiro Faz. Ondulada, ltubera — BA/2004

P. citrophthora 569 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 571 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 572 Fruto/cacaueiro Faz. Bolandeira, Una — Ba/2004

P. citrophthora 573 Fruto/cacaueiro Faz. Porto Seguro, Uruguca - BA/2004
P. citrophthora 577 citros Capela do Alto — SP/2002

P. nicotianae 513 morango Espirito Santo - ES, 2004
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4.2.2. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA os isolados foram cultivados em meio cenoura
liquido por 5 dias sob luz continua a uma temperatura de 25°C. A massa micelial
de cada um dos isolados foi coletada e liofilizada por aproximadamente 18 horas.
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 pl de tampé&o 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 minutos. Apés a incubacao, foi realizada a desproteinizacéao,
adicionando-se 700 ul de 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 limpos. Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao
sobrenadante 14 pl de NaCl 5M e 500 pul de isopropanol gelado. Os tubos foram
mantidos a -80°C por meia hora 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 concentracdo de 40ug/mL e colocados em banho—
maria por 30 min a 37°C para a completa ressuspensdo. Bandas de DNA
gendbmico 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. Anélise de RAPD ( Random Amplified Polymorphic DNA)

Amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas pela técnica PCR-
RAPD. As reagbes 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
Technologie 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
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e utilizados neste trabalho para obtencdo dos marcadores RAPD. As
amplificacbes 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
primers a 35°C e 90s de extensao a 72°C. Apos 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 yl de uma mistura
de 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
tampédo TBE (Tris-Borato 90mM, EDTA 1mM). A separacéo eletroforética foi de 3
h a 100 volts. Ao término da corrida, os geéis foram fotografados sob luz
ultravioleta. Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de
dados binérios, 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 repeticdes.

4.2.4. Caracterizacdo morfobiométrica

Efetuaram-se estudos morfobiométricos de 7 isolados sendo um de cacau
(62) e um de citros (310) da espécie P. citrophthora e, 5 da espécie P. palmivora
dos seguintes hospedeiros: um de cacaueiro (252), dois de mamoeiro (245 e 356)
e dois de pupunheira (344 e 524) pertencentes a colecdo de Phytophthora do
CEPEC. Os isolados foram transferidos para placas de Petri com CA e incubadas
a uma temperatura de 25°C sob luz continua. No quinto dia, observou-se o
aspecto morfolégico das colbnias e ao microscopio a presenca de clamidésporos
e esporangios. Foram preparadas laminas e com o auxilio de um micrémetro
ocular (Carl Zeiss Inc., Germany), efetuaram-se as medidas de comprimento e
largura dos esporangios, bem como a abertura do poro e a profundidade das
papilas de 50 esporangios. Verificou-se ainda a presenca ou auséncia de

clamidésporos e a caducidade dos esporangios.
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4.2.5. Avaliacdo da patogenicidade

Os ensaios para verificagdo da patogenicidade foram realizados com o0s
isolados de P. citrophthora (7, 62, 171, 203, 211, 220, 258, 260, 266, 270, 276,
277, 310, 312, 313, 455, 522, 525, 530, 542, 559, 565, 577) e de P. palmivora,
(224, 226, 245, 250, 252, 262, 305, 344, 351, 356, 359, 361, 401, 460, 471, 503,
524). Frutos de cacaueiro, laranjeira e seringueira foram inoculados com os
isolados de P. citrophthora e frutos de mamoeiro e cacaueiro com isolados de P.
palmivora, sendo estes sem ferimento. Discos de micélio (0,5 cm de diametro) de
culturas em CA com 5 dias de idade foram inoculados na superficie dos frutos.
Em seguida, os discos foram cobertos com algoddo umedecido, que permaneceu
sobre os mesmos até o inicio do aparecimento dos sintomas. Trés frutos de cacau
da variedade comum, trés frutos de seringueira dos clones FX2784 e FX3899
suscetiveis a Phytophthora, trés frutos de mamoeiro da variedade Havai e trés
frutos de laranja d’agua (Citrus sinensis (L) Osbeck) foram inoculados com cada
um dos isolados. Em cada fruto foram feitos dois pontos opostos de inoculacao,
enquanto para os frutos trilobados de seringueira foram usados trés pontos de
inoculacao/fruto/isolado. Igual numero de frutos de cacaueiro, seringueira e
mamoeiro foram usados como testemunha e receberam o mesmo tratamento sem
0 patdgeno.

O material inoculado de seringueira foi mantido, dentro de caixas plasticas
com espuma esterilizada e umedecida para formar uma camara umida e os frutos
de cacaueiro e mamoeiro foram colocados dentro de sacos plasticos
transparentes, contendo pequena quantidade de agua em seu interior para
também formar uma camara umida. Sacos e caixas contendo o material inoculado
foram mantidos em laboratorio em condi¢cdes de luz continua e temperatura a
25°C, e examinados apés 3 e 5 dias (cacaueiro, laranja e seringueira) e 5 e 7 dias

(mamoeiro) para avaliagdo dos sintomas e registro do diametro das lesdes.

4.2.6. Sequenciamento e analise filogenética

Para o sequenciamento de P. citrophthora e P. palmivora foram utilizados
os primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), para a amplificagdo de um fragmento

de aproximadamente 700-pb do DNA ribossomal (rDNA) incluindo o gene 5.8S e
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a regiao intergénica ITS1 e 2 (Internal Transcribed Spacers). Os pares de primers
ELONGF1/ELONGR1 e TUBUF2/TUBURL1, foram usados para amplificar um
fragmento de aproximadamente 860-pb do gene que codifica uma proteina
chamada fator de elongacéo 1-a e um fragmento de aproximadamente 900-pb do
gene B-tubulina respectivamente (Kroon et al., 2004). As amplificagcbes de PCR
foram realizadas em um volume total de 50 [0 contendo 50mM de KCI, 1,5mM
MgCl,, 200mM de cada dNTP (Promega), 20 pmol de cada primer, 6 [1 de DNA
gendmico (10ng. O%), e 2 U de Tag DNA polimerase (Promega). Todas as
amplificagbes de PCR foram feitas em um termociclador PTC-100 (MJ Research
Inc., Watertown, MA). As amplificagbes consistiram-se de uma desnaturacao
inicial a 94°C por 2 min, 10 ciclos de desnaturacédo 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 desnaturacdo 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 fusédo (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 0 sequenciamento com 0S primers
anteriormente utilizados para a amplificacdo. O sequenciamento foi feito com o
BigDye Deoxy terminator sequencing kit (Applied Biosystems) de acordo com as
recomendacdes do fabricante, em um volume total de 5 [, contendo 0,5 [l de
BigDye, 1 [1 de tampao de sequenciamento (5X), 2 pmol de primer e 30 ng de
DNA. As reagOes de sequenciamento foram feitas em um termociclador PTC-100
e consistiram-se 40 ciclos de uma desnaturacdo inicial a 94°C por 1 min,
anelamento a 60°C por 1min e extensdo a 60°C por 4 min. Apés a reacdo de
sequenciamento, o DNA foi precipitado com 20 [1 de isopropanol 65%, a seguir
permaneceu no escuro em temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente
foi centrifugada por 40 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a
placa invertida sobre papel toalha. Acrescentou-se 100 [0 de etanol 60% e
centrifugou-se a mesma velocidade por 8 minutos. O etanol foi descartado e a
placa foi centrifugada sobre o papel toalha a 700 rpm por 10s para remover 0
excesso de etanol. ApOs seca, a temperatura ambiente por 15 minutos, foi

adicionado 10 [0 de formamida a cada amostra e a placa encaminhada para o
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termociclador para a desnaturacéo a 94°C por 3 min. ApoOs 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 versdao 5.0.9 (Hall,
1999) para unir as sequéncias. Os alinhamentos foram feitos com o programa
clustalW verséo 1.8 (Thompson et al., 1997). O programa BLAST (Altschul et al.,
1997) foi usado para comparar as sequéncias de cada isolado com os 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 repeti¢cdes.

4.3. RESULTADOS

Entre os 46 isolados coletados de cacaueiro no sudeste da Bahia em 2004,
apenas sete foram de P. palmivora e todos os demais de P. citrophthora

confirmando a predominancia desta espécie nos ultimos anos.

4.3.1. Anélise de RAPD

A amplificacdo do DNA dos 116 isolados, pela técnica de PCR-RAPD com
guatro primers decameros (A-13, H-13, H-20 e 1-12) gerou um total de 82 bandas.
A analise permitiu a separacdo de P. citrophthora em dois grupos, sendo um
deles formado pelos isolados de cacaueiro e eritrina (Erithrina glauca) e o outro
por isolados de citros, enquanto que P. palmivora formou apenas um grupo
principal (Figura 1). Os isolados de P. citrophthora de cacaueiro e eritrina foram
divididos em 12 subgrupos, com similaridade entre eles variando de 41 a 100%,
enquanto que os 2 representantes de P. citrophthora de citros formaram dois
subgrupos com similaridade de 52,4%. A similaridade entre os isolados de P.
citrophthora de cacaueiro e eritrina com os obtidos de citros variou de 10 a 29%.
Para o grupo de P. palmivora, cinco subgrupos puderam ser distintos com o0s
coeficientes de similaridade entre os 43 isolados dessa espécie variando entre 43
a 100%. Os agrupamentos entre os isolados de P. palmivora mostraram uma

correspondéncia com os hospedeiros de origem. Os noves isolados de mamoeiro
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formaram um uUnico subgrupo, para os 31 isolados de cacau, dois subgrupos um
com apenas o isolado (224) e outro com os demais 30; os trés isolados de
pupunha também formaram dois subgrupos. A diversidade intra-especifica de P.
citrophthora foi maior que a de P. palmivora, pois somente entre os isolados
obtidos de cacaueiro 11 subgrupos foram formados.

N&o se observou distingdo dentro da mesma espécie para isolados obtidos
a partir de diferentes partes da planta ou de solo, e de diferentes localidades
geograficas. Isto pode ser observado para os dois grandes subgrupos de isolados
de cacaueiro tanto de P. citrophthora (70 isolados) como de P. palmivora (com 31
isolados), provenientes de diferentes partes da planta e regides geogréficas,
incluindo outros paises (Tabela 1).

O isolado de P. nicotianae utilizado como controle ficou distante
geneticamente dos grupos formados pelas outras espécies, apresentando
coeficientes de similaridade de 0 a 3.8% com P. citrophthora e de 3.3 a 4% com
os isolados de P. palmivora.

Em funcdo do grande numero de isolados de P. citrophthora e P. palmivora
usados neste estudo (Tabela 1), foram selecionados representantes de todos os

grupos RAPD para os testes de patogenicidade e sequenciamento.

4.3.2. Caracterizagdo morfobiométrica

Para a caracterizagdo morfobiométrica visando a confirmacdo da
identidade das espécies estudadas, foram selecionados sete isolados, sendo dois
da espécie P. citrophthora e cinco de P. palmivora (Tabela 2).

Os isolados de P. citrophthora apresentaram colonias com aspecto
petaldide, micélio superficial muito denso e cotonoso, os esporangios de formas
variaveis, distorcidos, algumas vezes bipapilados, ndo deciduos e presentes tanto
no isolado de cacaueiro como no de citros. No entanto, as dimensdes dos
esporangios do isolado de cacaueiro (49,8+2,8 x 28,2+1,2 um) foram ligeiramente
maiores que as do isolado de citros (32,1+0,6 x 20,91+0,5 pm) ambos, no entanto
estdo dentro dos padrdes descritos por Waterhouse (1963); Stamps et al., (1990)
e Mchau e Coffey (1994), para a espécie P. citrophthora. Foram observados

clamidésporos em abundancia, tanto terminais como intercalares para o isolado
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de cacaueiro, enquanto raros clamidésporos foram visualizados para o isolado de
citros em meio de cenoura liquido.

Os cincos isolados de P. palmivora utilizados neste estudo apresentaram
colonias petaldide com micélio superficial ralo, e com presenca de abundantes
esporangios em CA e cenoura liquida. Os esporangios, predominantemente
ovéides nos isolados de cacaueiro e mamoeiro, foram mais alongados nos
isolados de pupunheira, com relacdo comprimento/largura variando de 1,8 a 2,1
estando fora dos padrGes da espécie estipulada nas chaves acima mencionadas
e também do padrdo dos isolados da espécie para a Bahia (Cerqueira et al.,
1999). Os esporangios de todos os isolados de P. palmivora foram caducos e
apresentaram pedicelos inferiores a 5 pm. Houve abundante formacédo de
clamidésporos terminais e intercalares para os 5 isolados dessa espécie,

independente do hospedeiro do qual foram obtidos.

4.3.3. Avaliagao da patogenicidade

Os isolados selecionados para o teste de patogenicidade representaram
todos os grupos obtidos na anélise de RAPD (Figura 1, Tabelas 3 e 4).

Todos os 23 isolados de P. citrophthora testados foram patogénicos a
frutos de cacaueiro e seringueira, ndo sendo patogénicos a frutos de citros
(Tabela 3). Tanto em cacaueiro como em seringueira, aos 3 dias da inoculacéao, ja
eram vistas as manchas de cor castanho escuras que evoluiram para lesdes
maiores aos 5 dias e, no caso dos frutos de seringueira, ja era possivel visualizar
a formacdo de micélio e esporangios na superficie das lesbes (Figura 2). O
diametro médio das lesGes provocadas em frutos de cacaueiro trés dias apoés a
inoculacdo por isolados provenientes deste hospedeiro variou de 1,1 a 4,4 cm
para os frutos de cacaueiro e de 1,1 a 3,8 cm para os frutos de seringueira
(Tabela 3). O isolado de eritrina (211) causou lesdes nos dois hospedeiros (Figura
3); enquanto o isolado de citros (310) apresentou lesées bem menores que os dos
demais isolados em frutos de cacaueiro, e, em frutos de seringueira as lesdes s6
surgiram cinco dias apés a inoculacdo. Entretanto, o isolado 310 de citros foi 0
anico a incitar lesées no hospedeiro de origem (Figura 4). O outro isolado de
citros (577) causou lesdes similares as dos isolados mais patogénicos de

cacaueiro.
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Todos os 17 isolados de P. palmivora usados nos testes de patogenicidade
infectaram frutos de cacau e as lesfes, aos trés dias apos a inoculacdo, variaram
de 1,9 a 3,1 para os isolados de cacau, de 2,2 a 3,5 cm para os de mamoeiro, e
de 1,6 a 2,0 cm para os de pupunheira (Tabela 4). Em frutos de maméo, 5
isolados de cacaueiro (224, 503, 262, 460 e 351) ndo causaram lesfes 5 dias
apos a inoculagéo, porém, apenas o isolado 262 ndo causou leséo 7 dias apés a
inoculacdo. O diametro médio das lesbes causadas pelos isolados de cacaueiro
em fruto de mamoeiro variou de 0,8 a 3,4 cm aos cinco dias. Dos trés isolados de
pupunheira testados (344, 401, 525), apenas o isolado 401 ndo causou leséo no
fruto de mamoeiro aos cinco dias, porém, aos sete dias da inoculacdo, as lesbes
deste isolado se desenvolveram. As variacbes dos tamanhos de lesdes dos
isolados de pupunheira em fruto de mamoeiro, aos cinco dias da inoculacao,
variaram de 1,7 a 2,4 cm. Os isolados de mamoeiro, como era esperado, foram
todos patogénicos a frutos de mamoeiro e as lesbes, aos cinco dias, mediam
entre 2,3 a 3,8 cm. Nos frutos de mamoeiro, aos 7 dias e nos de cacaueiro aos 5
dias havia formacdo de micélio e esporangios de P. palmivora na superficie dos
frutos (Figuras 5 a 7). Os frutos de todos os hospedeiros utilizados como

testemunhas néo apresentaram lesdes.
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Figura 1 — Dendograma de espécies de Phytophthora 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 nimeros entre parénteses representam o

ndamero adicional de isolados em cada grupo e sao descritos pelas letras
subscritas a seguir: 518, 519, 522; ®6, 62, 101, 162, 189, 203, 219, 255, 268, 283,
286, 289, 290, 291, 292, 293, 299, 300, 341, 349, 516, 517, 520, 523, 526, 527,
528, 529, 532, 540, 543, 544, 545, 547, 552, 553, 554, 557, 560, 561, 562, 563,
566, 567, 569, 571, 572, 573; ©564; P258; F171; F531; ©245, 356, 357, 358, 359,
360, 361, 363; 7205, 206, 216, 226, 249, 252, 256, 257, 261, 262, 301, 302, 304,
305, 311, 343, 350, 351, 353, 354, 461, 462, 471, 503, 504, 514, 515, 539, 541;

'401. Andlise de bootstrap foi feita com base em 1000 repeticdes.
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Tabela 2 — Dimensdes dos esporangios de isolados de Phytophthora spp. de diferentes hospedeiros.

Dimensbes dos Esporangios (um)

Papila Pedicelo

Espécie Isolado Hospedeiro Comp. Larg. Relagéo Profund. Aberturado  Comp.
Compl/larg poro

P. citrophthora 62 cacaueiro 49,8+2,8% 28,2+1,2 1,71 5,6+0,3 7,610,3 P
P. citrophthora 310 citros 32,1+0,6 20,9+0,5 1,5:1 5,510,2 5,3+0,2 _
P. palmivora 245 mamoeiro  43,5+0,8 33,1+0,5 1,3:1 6,4+0,3 7,4+0,2 4,1+0,2
P. palmivora 356 mamoeiro  45,4+0,8 28,4+0,4 1,6:1 6,6+0,2 7,210,2 4,7+0,2
P. palmivora 252 cacaueiro 47,31+0,9 35,1+0,5 1,3:1 7,140,2 7,1+0,2 3,1+0,1
P. palmivora 344  pupunheira 40,6+0,9 18,940,2 2,1:1 5,740,2 5,9+0,1 3,510,2
P. palmivora 524  pupunheira  33%1,2 18+0,3 1,8:1 5,1+0,2 50,1 3,9+0,2

a Erro padrdo da média, calculada com base em 50 esporangios por isolado.
— Isolado néo caduco.
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Figura 2 — Lesdes de Phytophthora citrophthora de cacaueiro em fruto de

cacau (a) e seringueira (b)

Figura 3 — Lesdes de Phytophthora citrophthora de eritrina em fruto de cacau

(a) e seringueira (b)

Figura 4 — Lesfes de Phytophthora citrophthora de citros em fruto de cacau (a),

citros (b) e seringueira (c)
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Tabela 3 — Diametro médio das lesdes (cm) provocadas por Phytophthora

citrophthora em cacaueiro, seringueira e citros 3 e 5 dias ap0s a inoculacéo.

Diametro (cm)?

Hospedeiro Isolado cacaueiro seringueira citros
3dias 5dias 3dias 5 dias 5 dias
cacaueiro 7 2,7 9 1,1 4,9 0,0
cacaueiro 62 3,7 8,2 2,6 5,8 0,0
cacaueiro 171 3,2 6,9 1,1 4,3 0,0
cacaueiro 203 4,0 8,1 11 2,1 0,0
cacaueiro 220 2,7 6,3 1,4 4,9 0,0
cacaueiro 258 4,3 8,4 1,0 4,5 0,0
cacaueiro 260 3,5 8,2 1,2 4,9 0,0
cacaueiro 266 11 4.8 1,2 2,3 0,0
cacaueiro 270 1,1 5,8 1,7 2,6 0,0
cacaueiro 276 2,1 5,3 1,4 5,1 0,0
cacaueiro 277 3,6 8,4 1,2 4,6 0,0
cacaueiro 312 3,0 8,1 3,8 5,6 0,0
cacaueiro 313 4,2 8,3 2,7 50 0,0
cacaueiro 522 4,1 9,3 4,6 6,2 0,0
cacaueiro 525 1,2 5,4 1,4 2,8 0,0
cacaueiro 530 3,7 8,0 1,2 6,0 0,0
cacaueiro 542 3,7 8,2 1,0 57 0,0
cacaueiro 559 1,4 5,1 1,5 2,1 0,0
cacaueiro 565 4,4 7,8 1,3 2,7 0,0
citros 310 0,9 1,2 0,0 3,3 2,9
citros 577 2,3 4,8 1,8 5,5 -
eritrina 211 4,0 8,6 0,9 4,1 0,0

®média de 6 pontos de inoculagdo por isolado e hospedeiro

®nz0 inoculado
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Figura 5 — LesOes de Phytophthora palmivora de cacaueiro em frutos de

cacau (a) e mamao (b)

Figura 6 — Lesdes de Phytophthora palmivora de pupunheira em frutos de

cacau (a) e mamao (b)

Figura 7 — Lesdes de Phytophthora palmivora de mamoeiro em frutos de

cacau (a) e mamao (b)
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Tabela 4 — Diametro médio das lesGes (cm) provocado por Phytophthora
palmivora em frutos de cacaueiro (3 e 5) dias e mamoeiro (5 e 7) dias

apos a inoculacao.

Diametro (cm)?

Hospedeiro Isolado cacaueiro mamoeiro
3 dias 5 dias 5 dias 7 dias

cacaueiro 224 1,9 3,1 0,0 0,6
cacaueiro 226 2,5 6,1 0,8 2,7
cacaueiro 252 3,0 8,2 3,4 4,5
cacaueiro 262 2,0 3,8 0,0 0,0
cacaueiro 305 2,1 5,6 3,2 4,1
cacaueiro 351 3,1 8,0 0,0 2,1
cacaueiro 460 2,9 7,9 0,0 2,1
cacaueiro 471 3,1 8,2 3,3 3,9
cacaueiro 503 2,7 7,8 0,0 2,0
mamoeiro 245 2,2 3,6 2,3 3,3
mamoeiro 250 2,7 6,5 3,5 4,6
mamoeiro 356 3,5 7,6 2,9 4,3
mamoeiro 359 3,5 7,9 3,8 4,8
mamoeiro 361 2,7 6,6 3,8 4,5
pupunheira 344 1,6 2,7 1,7 3,8
pupunheira 401 1,8 3,8 0,0 3,0
pupunheira 524 2,0 4,7 2,4 3,1

®média de 6 pontos de inoculagdo por isolado e hospedeiro
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4.3.4. Andlise de diversidade e filogenia com base no sequenciamento

de trés genes nucleares

Estudos de diversidade e filogenia foram feitos através do
sequenciamento de fragmentos de trés genes nucleares, incluindo a regiao
ITS (Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal, fator de elongacao
1-a e B-tubulina. Os isolados usados nos estudos de diversidade e filogenia
foram selecionados com base nas andlises de RAPD, de modo a

representar todos os grupos formados (Tabela 5).

4.3.5. Andlise de sequéncias da regiao ITS do rDNA

As sequéncias da regido ITS do DNA ribossémico dos 23 isolados de
P. citrophthora e dos 17 isolados de P. palmivora analisados foram
baseados em 742-pb de nucleotideos alinhados. O filograma mostrou nitida
diferenciacdo entre as espécies estudadas (Figura 8). Os isolados de P.
citrophthora de cacaueiro e eritrina formaram um grupo que apresentou
identidade de sequéncias de 100% entre si, de 96% quando comparados
com P. tropicalis de cacaueiro, de 96,6% quando comparado ao isolado 310
de P. citrophthora de citros e 95,6% ao isolado 577 de citros. Portanto, os
isolados de P. citrophthora de cacaueiro estdo mais proximos do isolado de
P. tropicalis do que dos isolados de P. citrophthora de citros.

A regido ITS de todos os isolados de P. palmivora de cacaueiro e
pupunheira foram sequenciadas, mas, nao foi possivel, por motivo ainda
desconhecido, obter sequéncias dos isolados provenientes de mamoeiro
para esta regido. Os isolados de P. palmivora apresentaram identidade de
sequéncias de 100% entre si, de 89,4% com P. citrophthora de cacaueiro,
de 88,7% com P. tropicalis e com P. citrophthora de citros, 88% para o
isolado 577 e 88,3% para o isolado 310. P. nicotianae apresentou 87,4% e
87,3% de identidade de sequéncias com os isolados de P. citrophthora de
cacau e P. palmivora, respectivamente.

N&o se observou agrupamento dos isolados de P. citrophthora e P.

palmivora em relacdo aos hospedeiros e as regides geograficas de origem.
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Tabela 5 — Isolados selecionados e genes para os quais foram seqtienciados.

Espécies Isolados Hospedeiros ITS* EL1-0" B-TUBLC
P. citrophthora 07 cacaueiro x¢ X -°
P. citrophthora 62 cacaueiro X X -
P. citrophthora 171 cacaueiro X X -
P. citrophthora 203 cacaueiro X X -
P. citrophthora 220 cacaueiro X X -
P. citrophthora 258 cacaueiro X X -
P. citrophthora 260 cacaueiro X X X
P. citrophthora 266 cacaueiro X X -
P. citrophthora 270 cacaueiro X X -
P. citrophthora 276 cacaueiro X X -
P. citrophthora 277 cacaueiro X X -
P. citrophthora 312 cacaueiro X X -
P. citrophthora 313 cacaueiro X X -
P. citrophthora 455 cacaueiro X X X
P. citrophthora 522 cacaueiro X X -
P. citrophthora 525 cacaueiro X X -
P. citrophthora 530 cacaueiro X X -
P. citrophthora 542 cacaueiro X X X
P. citrophthora 559 cacaueiro X X -
P. citrophthora 565 cacaueiro X X -
P. citrophthora 310 citros X X X
P. citrophthora 577 citros X X -
P. citrophthora 211 eritrina X X -
P. palmivora 224 cacaueiro - X X
P. palmivora 226 cacaueiro X X X
P. palmivora 252 cacaueiro X X -
P. palmivora 262 cacaueiro X X X
P. palmivora 305 cacaueiro X X -
P. palmivora 351 cacaueiro X X X
P. palmivora 460 cacaueiro X X X
P. palmivora 471 cacaueiro X X -
P. palmivora 503 cacaueiro X X -
P. palmivora 245 mamoeiro - X X
P. palmivora 250 mamoeiro - X X
P. palmivora 356 mamoeiro - X X
P. palmivora 359 mamoeiro - X X
P. palmivora 361 mamoeiro - X X
P. palmivora 344 pupunheira X X X
P. palmivora 401 pupunheira X X -
P. palmivora 524 pupunheira X X X
P. tropicalis 450 cacaueiro X X X
P. nicotianae 513 morango X X X

% regido ITS do rDNA

® fator de elongacéo 1-o
¢ B- tubulina

4 X gene seqienciado

®— nao sequenciado
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Figura 8 — Filograma genético das relacdes entre as espécies de Phytophthora baseado
em 742-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 ramificacées 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.
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4.3.6. Andlise de seqiiéncias do fator de elongagcdo  1-a

Os estudos de diversidade e filogenia baseados em sequéncias do fator de
elongacédo 1-a dos isolados de P. citrophthora e P. palmivora foram baseados em
899-pb de nucleotideos alinhados. Os isolados de P. citrophthora de cacaueiro
formaram seis grupos (Figura 9), com identidade de sequéncias variando de 96 a
100%. O isolado de eritrina formou um grupo independente, porém, préximo aos
grupos de cacaueiro. O isolado 258 de cacaueiro apresentou-se mais proximo de
P. tropicalis (99% de identidade de sequéncias) do que de P. citrophthora de
citros (98%) e dos isolados de cacaueiro e eritrina (98.3 a 98.8%). Isto indica uma
possivel relacdo com P. tropicalis ou outra espécie proxima a esta. Os dois
isolados de citros formaram um grupo distinto com identidade de sequéncia de
100%. As identidades de sequéncias para estes isolados quando comparados aos
outros isolados de cacaueiro e eritrina variaram de 96 a 98%, enquanto a dos
isolados de citros comparados a P. tropicalis foi de 98%.

Os isolados de P. palmivora formaram um grupo unico com identidades de
sequéncia de 100%, independente do hospedeiro e da origem geografica. A
identidade das sequéncias de P. palmivora quando comparada com as de P.
citrophthora de cacaueiro, eritrina e citros variou de 96 a 97%.

A identidade das sequéncias de P. citrophthora e P. palmivora com relacéo

a P. nicotianae variou de 95 a 96%.

4.3.7. Andlise de sequéncias de B-tubulina

O filograma genético das relagbes entre os 16 isolados sequenciados para o
fragmento deste gene foi baseado em 914-pb de nucleotideos alinhados (Figura
10). Os isolados de P. palmivora de cacaueiro e mamoeiro formaram 2 grupos, um
com nove isolados e outro apenas com o isolado 224 de cacaueiro, com
identidade de sequéncia entre eles de 99,8%. Os isolados de P. palmivora de

pupunheira formaram um grupo independente com bootstrap de 99% e identidade
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Figura 9 - Filograma genético das relagbes entre espécies de Phytophthora
baseado em um fragmento de 899-pb de nucleotideos alinhados do gene fator
elongacdo 1-a. O filograma foi construido utilizando-se o0 método Neighbour-Joining
com os parametros de Jukes-Cantor. Os valores apresentados nas ramificacdes do
filograma correspondem ao bootstrap dados em porcentagem e calculados com

base em 1000 repeti¢cdes. A escala indica o nimero de substituicdes de nucleotideos

por sitio.
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de sequiéncia de 99,3 a 99,4% em comparacao com os isolados de cacaueiro e
mamoeiro. Novamente nao foram observadas diferencas por localizacao
geografica e hospedeiro para os isolados de cacaueiro e mamoeiro. Observou-se
também neste filograma maior proximidade dos isolados de P. citrophthora de
cacaueiro com P. tropicalis do que com P. citrophthora de citros. A identidade das
sequéncias de P. citrophthora de cacaueiro com P. tropicalis variou de 96,1 a

96,2% enquanto com P. citrophthora de citros variou de 95,2 a 95,4%.

4.3.8. Andlise combinada de sequéncias da regido IT S e fator de elongacéo

1-a para Phytophthora citrophthora

Os dois genes, regiao ITS e fator de elongagéo 1-a foram combinados para
a construcdo do filograma genético para a espécie P. citrophthora (Figura 11).
Foram usados 19 isolados de cacaueiro, um de eritrina, dois de citros e como
controle um isolado de cada uma das seguintes espécies: P. palmivora (460), P.
tropicalis (450) e P. nicotianae (513). Os isolados de P. citrophthora de cacaueiro
formaram seis grupos e o isolado de eritrina formou outro grupo. As identidades
de sequéncias entre estes grupos variaram de 99,1 a 99,9% e tenderam a seguir
0s agrupamentos verificados para o fator de elongacéo 1-a (Figura 9), uma vez
gue o gene ITS agrupou estes isolados todos juntos. Como nos filogramas
anteriores, as identidades de sequéncias dos isolados de cacaueiro e eritrina
foram mais préximas do isolado de P. tropicalis (variaram de 97,1 a 98%) do que
dos 2 isolados de P. citrophthora de citros para os quais a variagao de identidade

de sequéncias foi de 96,4 a 97%.
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Figura 10 — Filograma genético das relacdes entre espécies de Phytophthora baseado em
914-pb de nucleotideos alinhados do gene B-tubulina. O filograma foi construido utilizando-se
0 método Neighbour-Joining com os parametros de Jukes-Cantor. Os valores apresentados
nas ramificagcdes do filograma correspondem ao bootstrap dados em porcentagem e foram
calculados com base em 1000 repeticdes. A escala indica 0 nimero de substituicbes de

nucleotideos por sitio.
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Figura 11 — Filograma genético da combinacdo de dois genes (regido ITS e fator de
elongacdo 1-a) para a espécie Phytophthora citrophthora baseado em 1645-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
ramificacdes do filograma correspondem ao bootstrap dados em porcentagem e foram
calculados com base em 1000 repeticdes. A escala indica 0 nimero de substituicdes de
nucleotideos por sitio.
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4.3.9. Andlise combinada de sequéncias da regido IT S, fator de elongacgédo 1-

a e B-tubulina para Phytophthora citrophthora

O filograma genético para a espeécie Phytophthora citrophthora foi
construido baseado em seqiiéncias de fragmentos dos trés genes ITS, fator de
elongacédo 1-a e B-tubulina combinados. Embora somente trés isolados de cacau
tenham sido usados repetiu-se a separacdo do isolado 455 dos dois outros
isolados (Figura 12). Combinando os trés genes repetiu-se a maior proximidade
dos isolados P. citrophthora de cacaueiro com P. tropicalis do que com P.
citrophthora de citros ou P. palmivora, que também foi incluida neste filograma
para termos comparativos.

Diante destes resultados é possivel inferir que os isolados obtidos de
cacaueiro e de eritrina, que fazem parte deste estudo, e que até entdo eram

classificados com P. citrophthora, ndo podem ser colocados no mesmo taxon que

0s de citros.
450 P. tropicalis
542
P. citrophthora
% 0 93 260 cacau
—455 _ | .
P. citrophthora
310 citros
460 P. palmivora
513 p. nicotianae
—
0.005

Figura 12 — Filograma genético da combinacédo de trés genes (regiao ITS, fator de elongacéo
1l-a e B-tubulina) para a espécie Phytophthora citrophthora baseado em 2551-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
ramificacbes do filograma correspondem ao bootstrap dados em porcentagem e foram
calculados com base em 1000 repeticdes. A escala indica 0 nimero de substituicdes de

nucleotideos por sitio.
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4.3.10. Andlise combinada de sequéncias fator de el ongacdo 1- a e B-tubulina

para Phytophthora palmivora

O filograma genético para a espécie P. palmivora foi baseado em 1813-pb de
nucleotideos alinhados da combinagéo dos genes fator de elongacédo 1-a e [Ftubulina
(Figura 13). Os isolados de cacaueiro e mamoeiro formaram dois grupos, sendo um
composto exclusivamente pelo isolado 224, com sequéncia de identidade 99,9%
quando comparado com o0s outros nove isolados de cacaueiro e de mamoeiro. Os
isolados 344 e 524 de pupunheira separaram-se dos demais, mostrando uma
identidade de sequéncia que variou de 99,6 a 99,7% em relacdo a aqueles obtidos de
cacaueiro e mamoeiro. Phytophthora citrophthora e P. nicotianae foram incluidas,

para efeito de comparacao e formaram grupos separados.
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Figura 13 — Filograma genético da combinagéo de dois genes (elongacdo 1-a e B-tubulina)
para a espécie Phytophthora palmivora baseado em 1813-pb de nucleotideos alinhados
destes genes. O filograma foi construido utilizando-se o0 método Neighbour-Joining com os
parametros de Jukes-Cantor. Os valores apresentados nas ramificacdes do filograma
correspondem ao bootstrap dados em porcentagem e foram calculados com base em 1000

repeticdes. A escala indica o nimero de substituicbes de nucleotideos por sitio.
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4.4. DISCUSSAO

Este trabalho abrange uma andlise detalhada da diversidade e da filogenia
de 116 isolados, sendo 73 isolados de P. citrophthora e 43 de P. palmivora
oriundos de diversos hospedeiros. Estudos de RAPD, caracteres
morfobiomeétricos, patogenicidade e analises de sequéncias de fragmentos de trés
genes nucleares foram realizados. Devido ao aumento das populacdes de P.
palmivora e P. citrophthora na regido da Bahia e de sua importancia em funcao da
ampla gama de hospedeiros havia necessidade de uma analise abrangente
desses patdgenos na regiao.

As andlises de RAPD permitiram a separacao nitida das espécies como ja
havia sido observado anteriormente (Faleiro et al., 2003, 2004). No entanto o
namero de isolados utilizados no presente estudo foi bem maior, aumentando a
confiabilidade das conclusdes relativas a diversidade destas espécies na regiao
cacaueira. A semelhanca de resultados obtidos por outros autores foi observada
uma maior diversidade em P. citrophthora do que em P. palmivora (Oudemans e
Coffey, 1991; Mchau e Coffey, 1994). Os isolados de P. citrophthora de cacaueiro
apresentaram-se geneticamente distantes dos de citros. Resultados similares
foram observados por Oudemans e Coffey (1991) trabalhando com isoenzimas.

No presente estudo os isolados de P. citrophthora foram mais préximos ao
de P. tropicalis de acordo com a analise filogenética obtida com sequéncias dos
genes ITS e [HFubulina e da combinacdo destes com o fator elongagdo 1-a
(Figuras 1, 8, 10 e 12). Porém, pela analise de sequéncias obtidas para o gene
fator de elongacao 1-a (Figura 9) e para a combinacao deste com ITS (figura 11)
os isolados do cacaueiro apresentaram posicionamento intermediario em relacéo
a P. citrophthora de citros e P. tropicalis. Segundo alguns autores, analises de
isoenzimas e sequéncias ITS demonstraram similaridades entre P. capsici e P.
citrophthora do cacaueiro (Ortiz-Garcia, 1996; Foster et al., 1995; Appiah et al.,
2004). A similaridade entre P. capsici e P. tropicalis esta consolidada na literatura
(Aragaki e Uchida, 2001; Zhang et al., 2004).

De acordo com os dados morfométricos (Tabela 2) o isolado de cacaueiro
e o de citros, apesar das maiores dimensdes para 0s esporangios do primeiro,
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foram classificados como P. citrophthora, por estarem estas medidas dentro dos
padrées estabelecidos para a espécie (Waterhouse, 1963; Stamps et al.,1990;
Mchau e Coffey, 1994). No entanto, houve variacdo quanto a producdo de
clamidésporos que foram abundantemente formados nos isolados de cacaueiro,
como ja descrito na literatura (Campélo e Luz, 1981; Cerqueira et al.,, 1999).
Enquanto que, clamidésporos foram observados raramente no isolado de citros,
apenas quando cultivados em meio liquido de cenoura. Como s6 foram aferidos
0s esporangios de um unico isolado de citros, é possivel que outras variacdes
pudessem ser notadas com um maior numero de isolados de cada um dos
hospedeiros.

No tocante a patogenicidade dos isolados a frutos de cacaueiro,
seringueira e citros, observou-se a especificidade do hospedeiro em citros, pois
apenas o isolado de citros (310) foi patogénico a cultivar laranja. No entanto, os
isolados de citros foram ambos patogénicos ao cacaueiro e a seringueira,
contrariamente ao que havia sido observado por Kellam e Zentmyer (1986) que
afirmaram néo haver reciprocidade na patogenicidade de isolados de citros ao
cacaueiro e vice versa. Esta especificidade de hospedeiro pode ser considerada
como uma caracteristica de co-evolucdo entre patdgeno e hospedeiro, sendo um
carater a ser levado em conta na taxonomia destas espécies. As diferencas na
producado de clamidosporos e a inabilidade de infectar citros, aliados as diferencas
observadas entre os isolados de cacaueiro e os de citros em RAPD, anélises
filogenéticas com sequéncias da regido ITS, fator de elongacéo 1-a, [(Fubulina e
as combinagOes destes, comprovam que o0s isolados de cacaueiro atualmente
conhecidos como P. citrophthora ndo devem continuar a ser incluidos nesta
espécie, apesar das caracteristicas morfolégicas serem idénticas. Espécies
cripticas sdo aquelas que apesar das caracteristicas morfolégicas serem similares
ou mesmo idénticas, sdo consideradas como espécies diferentes por métodos
moleculares combinadas a diferencas fisiologicas. As espécies cripticas sao
comuns entre os fungos, principalmente entre os ascomicetos (Geiser et al.,
1998), entretanto, no género Phytophthora, esta € a primeira observacdo. A
localizac&o intermediaria dos isolados de cacaueiro e eritrina entre P. tropicalis e
P. citrophthora de citros, observada na topologia de todos os filogramas genéticos

(Figuras 8, 9, 10, 11 e 12) indicam que estes isolados podem ser hibridos
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interespecificos. Um dos provaveis parentais deste hibrido seria P. citrophthora
(de citros), devido aos caracteres morfolégicos serem similares em todos o0s
isolados de P. citrophthora conhecidos, independentemente do hospedeiro de
origem. O fato do isolado 258 de cacaueiro apresentar-se mais proximo de P.
tropicalis do que dos outros isolados de cacaueiro, de acordo com a analise das
sequéncias do gene fator de elongacédo 1-a (Figura 10), é uma evidéncia de que
esta espécie ou P. capsici, que € comprovadamente proxima a ela, seja o outro
parental relacionado com a formagéo do hibrido. A possibilidade de hibridizacdo
em espécies de Phytophthora heterotalicas é fartamente comentada na literatura
sobre o género (Brasier, 1991). Embora a formacdo de odsporos nao faca parte
do ciclo de vida da espécie P. citrophthora (Stamps et al., 1990), Mchau e Coffey
(1994) relataram a producdo desses esporos sexuais quando alguns isolados
(menos de 30% dos 77 isolados por eles estudados) de P. citrophthora foram
pareados com um isolado do tipo compativel A; de P. capsici. Existem, portanto,
evidéncias concretas da possibilidade de cruzamento entre estas espécies. Os
isolados de cacaueiro e o de eritrina analisados neste trabalho s&o
morfologicamente similares aos de citros, principalmente, quanto a forma dos
esporangios, e também, guardam em comum a infertilidade das culturas, que é
marcante em P. citrophthora. Estas semelhancas fortalecem as ligacOes
filogenéticas dos isolados de cacaueiro com a espécie, P. citrophthora da qual
provavelmente descendem. Como as variacdes nas sequéncias de isolados de
cacaueiro e das outras espécies foram pequenas e apenas um isolado de P.
tropicalis e dois de P. citrophthora de citros, aparentemente distintos, foram
sequenciados, sera necessario utilizar-se em estudos subseglentes, um maior
namero de isolados dessas espécies e comparar com sequéncias de um maior
namero de genes para confirmar a condi¢ao hibrida dos isolados de cacaueiro.

O isolado 211 obtido de raizes de eritrina foi tdo virulento a frutos de
cacaueiro e seringueira quanto os isolados de cacaueiro, no entanto, nas analises
de RAPD e das sequéncias do gene fator de elongacdo 1-a, formou um grupo
distinto, porém, muito préximo aos dos isolados de cacaueiro (Figuras 1 e 9). E
provavel que isto represente uma adaptacdo genética dos isolados de cacaueiro
para atacar eritrina, que é usada como sombreamento desta cultura e, cujas

raizes, entrelacam-se comumente as do cacaueiro, competindo por nutrientes no
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mesmo substrato. Assim, as raizes de eritrina e do cacaueiro podem servir
mutuamente de fonte de inéculo para os dois hospedeiros.

N&o foi observada diversidade genética entre os isolados de P. palmivora
obtidos do cacaueiro nas anéalises de RAPD ou das seqiéncias dos genes ITS e
fator de elongacédo 1-a, confirmando resultados de outros autores (Ortiz-Garcia,
1996; Ducamp et al., 2004). Entre os isolados de cacaueiros testados estavam
trés isolados obtidos do Peru e um de Honduras mostrando que a espécie nao
apresenta diversidade genética em funcao de local de origem dos isolados.

Nas andlises de RAPD os isolados de P. palmivora originarios de
cacaueiro, mamoeiro e pupunheira formaram grupos distintos (Figura 1). Os
isolados de mamoeiro apresentaram uma banda especifica que os diferenciava
dos demais isolados de P. palmivora, agrupando-os entre si. No entanto, néo
houve separacdo por hospedeiro dentro dos isolados dessa espécie para as
analises de sequéncias de fragmentos da regido ITS (Figura 8) e do fator de
elongacdo 1-a (Figura 9). Porém, os isolados de pupunheira e um isolado de
cacaueiro (224) formaram grupos especificos para as sequéncias do gene [3-
tubulina e da combinacédo destas com sequéncias da regido ITS. O isolado 224 de
cacaueiro que apresentou pequena distancia genética dos demais para as
sequéncias de [B-tubulina, estando em um grupo a parte, também divergiu dos
demais quanto a patogenicidade. As lesdes por ele causadas tanto em frutos de
cacaueiro quanto de mamoeiro foram muito pequenas. E interessante notar que
as dimensdes e a forma dos esporangios dos isolados de pupunheira diferenciam-
se das dos demais isolados de cacaueiro e mamoeiro avaliados (Tabela 2), ndo
se enquadrando nas dimensdes definidas para P. palmivora (Waterhouse, 1963;
Stamps et al.,1990). Os dois isolados testados (344 e 401) causaram lesdes
menores em frutos de cacaueiro quando comparados aos demais, sendo que o
isolado 401, sO apresentou lesdes nos frutos de mamoeiro apos 5 dias da
inoculacdo. Estes sao indicios de divergéncia genética entre estes e os demais
isolados de P. palmivora testados. A intensificacdo do cultivo da pupunheira
(Bactris gasipaes Kunth) no estado da Bahia data dos anos 80, para a producao
de palmito. Embora, P. palmivora ja houvesse sido assinalada como patégeno

deste cultivo em outras partes do Brasil e do mundo onde a pupunheira é
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cultivada, é possivel que o patégeno tenha sido introduzido na Bahia junto com
seu hospedeiro.

Estudos subsequentes deverdo ser realizados para provar se o patdogeno
da pupunheira pertence realmente a espécie P. palmivora ou é uma outra
espécie.

Este trabalho, portanto, evidenciou a necessidade da continuidade de
estudos no sentido de elucidar a genealogia dos isolados de cacaueiro até o
momento classificados como P. citrophthora e a verdadeira posi¢cao taxon6mica

dos isolados de pupunheira tidos como pertencentes a espécie P. palmivora.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

5. CONCLUSOES GERAIS

Phytophthora citrophthora foi identificada como o agente etiolégico da queima
das folhas e das inflorescéncias de anturio na Bahia, sendo este o primeiro
relato desta espécie neste hospedeiro e neste Estado;

Phytophthora palmivora é um patdégeno potencial de antirio na Bahia, devido a
proximidade com outros cultivos onde este patégeno ocorre e com base nos
testes de patogenicidade realizados;

Isolados das espécies P. citrophthora e P. palmivora foram nitidamente
separadas através da analise de RAPD e também através do sequenciamento
dos fragmentos dos trés genes (regido ITS do rDNA, fator elongacéo 1-a e [3-
tubulina e a combinagéo destes);

Phytophthora citrophthora apresentou maior diversidade genética do que P.
palmivora através de analise de RAPD e do sequenciamento dos fragmentos
dos trés genes (regido ITS do rDNA, fator elongacédo 1-a e [B-tubulina e a
combinacéo destes);

Os isolados de P. citrophthora de cacaueiro e de citros foram geneticamente
distantes nas andlises de RAPD e de sequenciamento e produziram raros
clamidosporos que foram abundantes nos isolados de cacaueiro. Os isolados
de P. citrophthora de cacaueiro ndo causaram lesdes em citros;

Com base nos estudos realizados comprovou-se que os isolados de P.
citrophthora de cacaueiro ndo devem permanecer na mesma espeécie que 0s

de citros, sendo, portanto uma nova espécie;
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7) As analises filogenéticas indicam que os isolados até agora chamados de P.
citrophthora de cacau e eritrina podem ser hibridos interespecificos tendo, P.
citrophthora de citros como um dos provaveis parentais e P. tropicalis ou P.
capsici como o outro;

8) Os isolados de P. palmivora agruparam-se por hospedeiros na analise de
RAPD embora, através de sequenciamento, somente o gene [-tubulina
diferenciou os isolados de pupunheira dos demais;

9) Os isolados de P. palmivora de pupunheira também apresentaram
divergéncias morfologicas com os isolados de cacaueiro e mamoeiro, quanto
ao formato e relagdo comprimento/largura dos esporangios e podem pertencer
a uma outra espécie.

10) As sequéncias de fragmentos dos genes fator elongacéo 1-a e [B-tubulina

foram filogeneticamente mais informativas que as da regiao ITS.
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