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ABSTRACT

Rosa, D. D.; Machado, M. A.; Targon, M. L. P.N.; Furtado, E. L. Genotypic diversity among P. parasiticaisolatesreveled by ITS-5.8S
rDNA nucleotide sequences. Summa Phytopathologica, v.32, n.2, p.190-193, 2006.

Phytophthora parasitica is been considered one of the most
prevalent citrus soilborn pathogens in Brazil. Fourteen isolates were
collected in different region of Sdo Paulo state. Amplification of the
ITS region using primers ITS1 and ITS2 produced DNA fragments
of 812 to 860 bp, that were compared with other sequences obtai-
ned to Gene Bank (NCBI). Neighbor-joining analysis, with 1000

bootstrap revealed an average similarity of 99,3 to 100% between
the isolates, and 98,1 to 99,9% between S. Paulo state isolates and
P. nicotianae (= Phytophthora parasitica) obtained from the Gene
Bank (gi|8927482). The ITS1 was more conserved than to the ITS2.
Thisis agood tool for quick diagnosis of Phytophthora citrus dise-
ases.

Additional keywords: citrus gummosis; ITS, Phylogenetic, Ribosoma DNA.

RESUMO

Rosa, D. D.; Machado, M. A.; Targon, M. L. P. N.; Furtado, E. L. Diversidade de Phytophthora parasitica isolados de Citrus usando
sequiéncias de nucleotideos da regido 1TS-5.8S rDNA. Summa Phytopathologica, v.32, n.2, p.190-193, 2006.

Realizou-se estudo para caracterizago e verificag8o da diversi-
dade genética de Phytophthora parasitica, agente causador da go-
mose dos citros. Quatorze isolados de Phytophthora parasitica,
provenientes do Estado de S&o Paulo, foram seqiienciados a partir
das regides internas transcritas (ITS1 e ITS2) do gene 5.8S. Obtive-
ram-se sequiéncias de 812 pb a 860 pb que foram comparadas com
seqliéncias de outras espécies de Phytophthora spp depositadas no

Palavras-chave adicionais: DNA ribossomal, ITS, Filogenia.

NCBI. Foram feitos estudos filogenéticos, utilizando-se o0 método
“neighbor-joining” com 1000 “bootstrap” e construido o dendro-
grama mais representativo. Obtiveram-se os resultados de 98,88%
a 100% de similaridade genética entre os 14 isolados paulistas, e
99,5% a 98,8% entre estes e a sequéncia de P. nicotianae (gi|
8927482) obtida do GenBank — NCBI.

O género Phytophthor a, estudado desde o inicio dafitopato-
logia (1), abrange patégenos destrutivos ainimeras espécies de
plantas no mundo, tendo sido descritas mais de 60 espécies.
Phytophthora parasitica Dastur (= Phytophthora nicotianaevar.
parasitica Breda de Haan) € uma das muitas estudadas e conhe-
cidas devido aos danos que causa a culturados citros. E comum
nas regides subtropicais e, hoje, € umadas espéciesmaissignifi-
cativas dentro do complexo de doencas Citrus/Phytophthora.
Classificada, taxonomicamente, como pertencente ao reino Chro-
mista, este patégeno é um dos agentes causais da gomose dos
citros, que compreende, atualmente, 11 espécies de Phytopho-
thora relacionadas como patdgenos agentes causais em plantas
citricas no mundo todo (3).
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A classificagdo taxondmica classica de Phytophthora para-
siticalevaem consideracéo importantes critérios, taiscomo: for-
mae naturezado esporangio, formadeinsercéo do anteridio com
0 0ogdnio e seletividade de hospedeiros (9).

As técnicas moleculares vém se tornando de grande auxilio
nataxonomia, através de sequenciamento de regifes conserva-
das, como aquel as presentes nos nucl eotideos das regiGesinter-
nas transcritas (ITS1 e I TS2) dos genes ribosomais (rDNA), ja
foram utilizadas, anteriormente, nataxonomiade Phytophthora
(7). A regido I TS1-5.85- 1 TS2 também tem sido muito utilizada
parafinsdefilogeniapor ser conservada dentre espécies e com
baixas variacdes dentro do género (2). As sequiéncias desta re-
gido tém sido muito utilizadas na deteccéo e identificagdo de
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novas espécies de Phytophthora (5) e outros Oomycotas, como
Pythium (8).

Utilizando-se as informagdes de sequéncias daregido ITS
rDNA, ahip6tese da evolugado do género Phytophthora a partir
de ancestraisdo género Pythium pode ser estudada. O sequenci-
amento destaregi&o permite, também, arealizagdo de um estudo
mais consistente da relacéo filogenética entre o género Phyto-
phthora e os outros Oomycotas. Estudos realizados por Briard
et a. (1) nafamilia Pythiaceae, utilizando seqiiéncias do 28S
rDNA el TS, demonstram umadivisdo em gruposdistintos, tais
como dos géneros Phytophthora e Pythium, que corroboram para
ahip6tese daevolucéo dafamilia Pythiaceae.

O objetivo deste estudo foi caracterizar molecularmente e
analisar asrelagOes fil ogenéti cas existentes entre osisolados de
P. parasitica obtidos de plantas de citros de diversas regides
produtoras no Estado de S&o Paulo, juntamente com isolados
obtidos de culturas monozoosporicas apartir dosisolados origi-
nais.

Foram caracterizados e analisados 14 isol ados pertencentes
amicoteca do CAPTACSM, Cordeirépolis, S&o Paulo, Brasil.
Os isolados monozoospéricos (Mz) foram obtidos através da

diluicéo seriadade umasuspensdo de zodsporos de cadaisolado
original. A identificac8o dosisolados monozoosporicos em re-
lagdo ao isolado original estalistadanaTabela 1.

Todos osisolados foram cultivados em meio de cultura Ce-
noura-Agar (3), para onde foram transferidos fragmentos obti-
dos a partir da cultura permanente, conservados em tubos de
ensaio contendo 6leo mineral. Osisol ados pertencentes amico-
tecado Laboratério defitopatologiado CAPTACSM. A cultura
foi incubadaa 24°C, no escuro, por 6 dias, afim de se obter um
crescimento vigoroso do micélio. Apos este periodo, o micélio
foi raspado, acondicionado em microtubos de 1,7 ml e, em se-
guida, foi feitaaextragdo de DNA.

Inicialmente, o micéliofoi triturado (700 mg) com auxilio de
nitrogénio liquido e o DNA gendmico extraido de acordo com
protocolo padréo (6). O DNA obtido foi suspenso em 80 pl de
TE+RNAse eincubado por 4 horasa 37°C. Em seguida, proce-
deu-se areacdo de per utilizando-se os oligonucleotideos uni-
versaispararegido ribossdmical T4 el TS5 (11) pararegido ITS
e gene 5.8SrDNA. O produto de PCR foi sequenciado em um
aparelho Applied Biosystems Model 3700 DNA Sequencer, de
acordo com instrugdes do fabricante, utilizando-se os oligonu-

Tabela 1. Isolados e sequiéncias de Phytophthora spp. e Pythium citrinum estudados.

I solados/Sequéncias Acesso®@ Hospedeiro Origem Ano
PPO1 — Phytophthora parasitica IAC 01/95 Citrus spp. Cordeirépolis /SP/Brasil 1995
02 — Phytophthora parasitica IAC 02/95 Citrus spp. Limeira /SP/Brasil 1995
03 — Phytophthora parasitica IAC 03/95 Citrus spp. Cordeirépolis /SP/Brasil 1995
04 — Phytophthora parasitica IAC 04/95 Citrus spp. Limeira/SP/ Brasil 1995
06 — Phytophthora parasitica IAC 06/95 Citrus spp. Taubaté /SP/ Brasil / 1995
07 — Phytophthora parasitica IAC 07/95 Citrus spp. Limeira /SP/Brasil 1995
08 — Phytophthora parasitica IAC 08/95 Citrus spp. Limeira/SP/ Brasil 1995
09 — Phytophthora parasitica IAC 09/95 Citrus spp. Limeira /SP/Brasil/ 1995
10 — Phytophthora parasitica IAC 10/95 Citrus spp. Taubaté /SP/Brasil/ 1995
11 — Phytophthora parasitica IAC 11/95 Citrus spp. Jales /SP/Brasil 1995
12 — Phytophthora parasitica IAC 12/95 Citrus spp. Laranjal Paulista/SP/Brasil 1995
15 — Phytophthora parasitica IAC 15/95 Citrus spp. Conchal/SP/Brasil 1995
16 — Phytophthora parasitica — Mz-15® IAC 16/95 Citrus spp. Conchal /SP/Brasil 1995
17 — Phytophthora parasitica — Mz-15® IAC 17/95 Citrus spp. Conchal/SP/Brasil 1995
Phytophthora citricola AF266788 Rubus idaeus Irlanda 1986
Phytophthora cithophtora AF266785 Actinidia chinensis Chile 1989
Phytophthora capsici 0i[8927493| Piper nigrum india 1989
Phytophthora cactorum AF266772 Rubus idaeus Pais de Gales 1985
Phytophthora nicotinae AF266776 e Austrdlia e
Phytophthora brassicae AF266801 Brassica chinensis Reino Unido 2000
Phytophthora botryosa AF266784 e _ e
Phytophthora tropicalis AY 208125 e China 2002
Phytophthora bisheria AY 241924 Fragaria x ananassa  EUA 2001
Phytophthora arecae AF266781 Cocos nucifera Indonesia 1991
Phytophthora cajani AF266765 Cajanus cajani India 1985
Phytophthora cambivora AF266763 Rubus idaeus Escocia 1985
Phytophthora cinnamoni var. parvispora AY 302184 e Alemanha 2002
Phytophthora cinnamoni AF266764 Syzygium aromaticum Malésia 1989
Phytophthora boehmeriae AF228076 Ailanthus altissima Coréia 2000
Pythium citrinum AY 197328 Solo Franca 2002

(a) Numero de acesso do GenBank, NCBI, ou dos isolados depositados juntos ao CAPTA Citros Sylvio Moreira

(b) Mz — isolado que originou os isolados monozoosporicos
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cleotideosuniversaisITS2, ITS3,ITS4el TS5 (11) paraareagéo
de sequenciamento, sendo obtido no final do sequenciamento
quatro seqiiéncias que possuem sobreposicdo, proveniente de
cada oligonucleotideo que possibilitou a obtencéo de uma se-
guéncia consenso com qualidade do fragmento daregido I TS1-
5,8SrDNA-ITS2 de cadaum dos 14 isolados de P. parasitica.

Utilizou-se o pacote de programas “Phred/Phrap/Consed”
para andlise da qualidade das sequéncias de todos os isolados
de P. parasitica. Também foram incluidas no estudo as seqiién-
ciasdaregido ITS-5.8S rDNA de diversas espécies do género
Phytophthora presentes no GenBank (Tabela 1). As sequiéncias
foram ainhadas utilizando-se o programa Clustal X1.83 e o re-
sultado deste alinhamento foi utilizado paraanalisefilogenética
no programaPAUP* (version 4.0b5a) (10) com andlise heuristi-
caparautilizacéo no algoritmo de“Neighbor-Joining” com va
lores de 1000 “bootstrap”, para obtencdo de um dendrograma
gue mel hor representasse as rel agdes filogenéticas.

As segliéncias consensos obtidas, a partir das quatro sequ-
éncias amplificadas pelos oligonucleotideos, variaram de 812
pb a860 pb, com asregifes| TS1 el TS2 variando entre 230-239
pb e420-470 pb, respectivamente. A regiao do gene 5.8SrDNA
amplificou fragmento de 162 pb.

Naandlisedaregido ITS-5.8SrDNA constatou-se que os 14
isoladosde P. parasitica, obtidos de diversas areas do estado de
S30 Paulo, apresentaram de 99,5% a 98,8% de similaridade ge-
nética em relagcdo ao isolado de P. nicotianae (AF266776), e
umasimilaridade genéticavariando de 98,88% a 100,00% entre
0s 14 isolados.

Asrelacdes filogenéticas obtidas entre osisolados de P. pa-
rasitica e as seqiiéncias depositadasno NCBI, foram analisadas
pelo método “neighbor-joining” e de parsimonia heuristica. A
analise demonstrou umagrande proximidade dosisolados de P.
parasitica obtidos no estado de S&o Paulo em relagéo ao isola-
do de P. nicotiana (AF266776), seguido por P. cactorum (Figu-
ral). Estesresultados corroboram a hipétese que historicamen-
te o centro de disseminagéo da P. parasitica nacitriculturatam-
bém tenha seu centro de origem a partir da regido de limeira,
visto que todos osisolados de regides mai s distantes apresenta-
ram grande similaridade com osisolados provenientes destare-
gi&o, fortalecendo que adistribuicdo da P. parasitica pelo esta-
do de S&o Paulo foi ocasionada por mudas contaminadas.

Na andlise do dendrograma, obtido na andlise filogenética
(Figura 1), observa-se aformagao de cinco grupos. No grupo 1
ficaram osisolados 03, 07, 08, 09, e 10, sendo que entre estes a
similaridade genéticavariou de 99,25% a 100,00% , e umasimi-
laridade genéticamédiade 99,4% entre estesisolados e 0 isola-
do de P. nicotiana (Phytophthora nicotianae var. parasitica)
(AF266776).

No grupo 2, ficaram osisolados 15, 16 e 17, com umasimi-
laridade genéticamédiade 99,75% entre eles, sendo que 0siso-
lados 16 e 17 sdo isolados monozoosporicos provenientes do
isolado 15. No grupo trésficaram osisolados 12 e 02 com 99,60%
de similaridade genética; no grupo quatro os isolados 04 e 06,
com 99,75% de similaridade; e no grupo 5 ficaram osisolados
PP01, 11 com 99,75% de similaridade genética.

Neste estudo mostrou-se aexisténciadavariabilidade gené-
tica de Phytophthora parasitica e, juntamente, sua filogenia,
sendo muitasvezes constatadaumadiferengafilogenéticade 1,2%
entre as seqiiéncias dos isolados de P. parasitica. Estadiferen-
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capode, muitasvezes, significar diferencas de subgrupos, como
no caso de Rhizoctonia solani, onde diferencas de 1,5% na
sequiéncia de nucleotideos da regido 1TS-5.8S rDNA podem
separar os subgrupos GA1 1A e GALIB (4).

Constatou-se no presente estudo quearegiao I TS-5.8SrDNA
apresenta-se como umaboa ferramenta para estudos fil ogenéti-
cosedetaxonomia, como jaindicado naliteratura. Aspequenas
variagdes entreindividuos de regiGes di stintas geograficamente
eadiscriminacdo entre espécies colocaram aandlise desimilari-
dade da sequiénciadestaregido como importante método auxili-
ar dataxonomia de Phytophthora parasitica e ajudar em anali-
ses epidemiol dgicas deste patdgeno, analisando fluxo génico,
sendo necessario estudos mais aprofundados.
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Figura 1. Dendrograma filogenético baseado na andlise “Neighbour-joining” da regido 1TS1-5.8S rDNA-ITS2, construido usando o método
de neighbor-joining com base em 1000 réplicas de “bootstrap” O nimero nas ramificaces representa o valor de “bootstrap”. O isolado

Pythium citrinum foi utilizado como “outgroup”.
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