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RESUMO

CAIXETA, Marilda Pereira, D.S., Universidade Estadual de Maringa, fevereiro
de 2010. Espécies de Phytophthora associadas a gomose dos citros no
Estado do Parana. Orientador: Dr. William Mario de Carvalho Nunes. Co-
Orientador: Dr. Alvaro Figueredo dos Santos.

A etiologia da gomose compreende um complexo de espécies de
Phytophthora, sendo esta doenca de grande importancia para a citricultura,
tanto para o Brasil, como a nivel mundial. Embora também importante, pouco
se conhece sobre a gomose nas regides produtoras de citros no Estado do
Parana. Por isso, este trabalho teve como objetivo identificar as espécies de
Phytophthora associadas a gomose nas regifes produtoras de citros no
Parand. Em pomares de laranja e tangerinas, nas regides Vale do Ribeira e
Norte deste Estado foram coletadas amostras de solo e raizes de plantas com
sintomas de gomose. Usando frutos de pera, cv. D’Anjou, como isca, foram
obtidos 21 isolados de Phytophthora spp. em cultura pura. Em teste de
patogenicidade, por meio de inoculagdo artificial, todos esses isolados
infectaram mudas de limao ‘Cravo’ e induziram sintomas de gomose. Todos os
isolados apresentaram crescimento micelial a 36° C, a excecdo de um isolado
(PR20). Todos os isolados apresentaram crescimento micelial a 8° C. Todos os
isolados foram heterotélicos, com 20 isolados apresentando compatibilidade
com isolado do tipo padrdo A2, resultando na formacdo de odsporo com
anteridio anfigeno e um isolado (PR20) compativel com isolado do tipo padréo
Al, resultando na formacao de o6sporos com anteridio anfigeno. Analises das
caracteristicas dos 21 isolados mostram que 20 isolados formaram esporangios
persistentes e papilados, medindo 25,5 - 58,9 um de comprimento por 18,6 -
49,6 um de largura. A relacdo C/L foi de 1,3: 1, a profundidade média da papila
foi de 6,1 um e abertura média de 5,8 um, ocorreu producdo abundante de
clamidésporos globosos de diametro variando entre 21,7 a 43,4 pm.
Apresentaram crescimento micelial relativamente pequeno a 8 e 36° C e
temperatura 6tima de crescimento entre 24 a 32° C. O isolado (PR20)

apresentou producdo de esporangios medindo 40,3 - 65,8 um de comprimento
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por 27,9 - 37,2 um de largura. Este isolado formou esporangios persistentes,
papilados, formas distorcidas e bipapilados. N&o apresentou crescimento
micelial a 36° C, porém cresceu a 8° C com temperatura 6tima de crescimento
entre 20 a 28° C. Neste ndo ocorreu a formagdo de clamiddsporo. De acordo
com as caracteristicas morfofisiolégicas, comparando-as com aquelas descritas
na bibliografia, 20 isolados foram identificados como pertencentes a espécie
Phytophthora nicotianae e um isolado (PR20) pertencente a espécie P.
citrophthora. A analise molecular dos 21 isolados, examinando as sequéncias
da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, empregando SSCP (single-strand
conformation polymorphism) confirmou a identidade dessas duas espécies de
Phytophthora.

Palavras-chave: Phytophthora nicotianae, Phytophthora citrophthora, doencas

de citros.



ABSTRACT

CAIXETA, Marilda Pereira, D.S. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro
de 2010. Phytophthora species associated with citrus gummosis in Parana
State. Adviser: Dr. William Mario de Carvalho Nunes. Co-Adviser: Dr. Alvaro
Figueredo dos Santos.

The etiology of gummosis comprises a complex of Phytophthora species, with
significant effect on citrus culture in Brazil and worldwide. Not much is knew
about gummosis in citrus producing areas of the state of Parana, although it is
important disease. Thus, the objective of this work was to identify species of
Phytophthora associated with gummosis in citrus producing areas of Parana.
Samples of soil and roots from plants showing symptoms of gummosis were
collected from orange and tangerine orchards in the Northern and Ribeira
Valley regions of the state. Using fruits of pear cv. D’Anjou as bait, 21 isolates
of Phytophthora spp. were obtained in pure culture. In a pathogenicity test using
artificial inoculation, all isolates infected seedlings of Citrus limonia Osbeck and
induced symptoms of gummosis. All isolates showed mycelial growth at 36° C,
with the exception of a single isolate (PR20). All isolates showed mycelial
growth at 8° C. All isolates were heterothallic; 20 isolates showed compatibility
with the A2 type isolate, resulting in the formation of oospores with
amphigynous antheridia, while one isolate (PR20) was compatible with the Al
type isolate, resulting in the formation of oospores with amphigynous antheridia.
Analyses of the characteristics of the 21 isolates showed that: 20 isolates
formed persistent and papillate sporangia, 25,5 — 58,9 um long and 18,6 — 49, 6
pm wide. Length-width ratio was 1,3:1, mean papilla depth was 6,1 um, and
mean opening was 5,8 um; there was abundant production of spherical
chlamydospores with diameter varying between 21,7 and 43,4 um. They
showed relatively modest mycelial growth at 8 and 36 °C and optimum growth
temperature between 24 and 32° C. One isolate (PR20) featured sporangia 40,3
— 65,8 ym long by 27,9 — 37,2 um wide. That isolate formed persistent
sporangia, papillate, bipapillate, and in bizarre shapes. It did not show mycelial

growth at 36° C, but did grow at 8° C, with optimum growth temperature



between 20 and 28° C. There was no formation of chlamydospore reproductive
structure in that isolate. According to these morphophysiological traits,
comparing them with those described in the bibliography, 20 isolates were
classified as belonging to the species Phytophthora nicotianae and one isolate
(PR20) as belonging to P. citrophthora. A molecular analysis of the 21 isolates,
examining the sequences from region ITS1-5.8S-ITS2 of rDNA, employing
SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism), confirmed the existence of

these two species of Phytophthora.

Keywords: Phytophthora nicotianae, Phytophthora citrophthora, citrus diseases.
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1. INTRODUCAO

A citricultura se constitui uma das mais importantes e competitivas
atividades do agronegocio no Brasil, com o Pais sendo o maior produtor
mundial de citros e lider na exportacdo de suco concentrado de laranja
(NEVES et al., 2006). O Brasil, também, detém cerca de 40% da producao
mundial de laranja, 60% da producdo de suco de laranja e exportacdo
equivalente a 1,47 bilhdes de délares, que representa uma fatia de 80% do
mercado mundial (USDA, safra 2005/2006). Apesar das plantas citricas serem
cultivadas em todos os estados brasileiros, aproximadamente 92% da
producdo procede dos Estados da Bahia, Sergipe, Minas Gerais e,
principalmente, S&o Paulo (DONADIO et al.,, 2005). A citricultura brasileira
ocupa aproximadamente um milhdo de hectares, sendo o Estado de Sao Paulo
o maior produtor, onde se constitui uma das atividades rurais de maior
importancia econdmica, sendo a principal atividade econdmica de muitos
municipios (FUNDECITRUS, 2007).

Assim, a inovacao em pesquisa, em tecnologia e em logistica esta na
base da eficiéncia e lideranca do Brasil, com maior peso da cadeia se
localizando no Estado de Sao Paulo (NEVES e LOPES, 2005). De acordo com
o IBGE (Instituto Brasileira de Geografia e Estatistica) 2007, das 18.684.985
toneladas de laranja produzidas no Brasil em 2006, o Estado de Séo Paulo
participou com 79,7%, tanto na produc¢éo, quanto no processamento da matéria
prima para producéo de suco concentrado.

Com relacao a citricultura paranaense, implantada no Estado bem mais
recentemente em relacdo a citricultura paulista, esta ocupa area de 27.137 ha,
com producao de 502.979 toneladas em 2007 (IBGE 2007). Como nao era uma
atividade tradicional no Parana, a citricultura foi implantada neste Estado
empregando alta tecnologia, corrigindo alguns aspectos tecnoldgicos negativos
da citricultura paulista. No Parand, a citricultura esta mais concentrada em duas
regides. Segundo Donadio et al. (2005), a regido do Vale do Ribeira,

destacando-se principalmente os municipios de Adrianépolis e Cerro Azul,



onde se cultiva basicamente as tangerinas ‘Ponkan’ e ‘Montinegrina’, vem
sendo responsaveis por 28% da producdo nacional, e a regido Noroeste do
Estado, com o cultivo predominante de laranjas, com destinacdo a producéo de
suco concentrado para exportacao (TAZIMA et al., 2008).

Apesar da alta tecnologia empregada tanto na citricultura paulista,
quanto da paranaense, ao longo da sua historia, tem deparado, periodicamente
com problemas envolvendo variaveis da cadeia produtiva, que tem sido motivo
de preocupacado tanto pelos citricultores, como também para pesquisadores.
Problemas de ordem sanitaria tém surgido ao longo dos anos, alguns mais
graves, outros menos problematicos, com solu¢cbes desenvolvidas em curto
prazo. Fatores bidticos, como doencas causadas por fungos, virus e bactérias
dentre outros fitopatdégenos, estao entre os principais fatores que tém afetado a
producédo crescente de citros. Segundo Feichtenberger e Spésito, (2004), entre
as mais de 50 enfermidades fungicas que podem acometer a citricultura
brasileira, pode-se citar, como uma das mais importantes, a gomose causada
por Phytophthora spp. Ainda de acordo com Feichtenberger (2005), esta
doenca tem causado elevados danos em algumas regides do Estado de Sé&o
Paulo.

No Estado do Parana, em observacfes de campo em pomares de
tangerinas na regido do Vale do Ribeira, a gomose de Phytophthora tem
constituido o principal problema sanitario, com incidéncia de até 40% em
alguns deles e morte de até 16 % de plantas. J& na regido Noroeste, onde a
citricultura foi implantada bem mais recentemente e onde se cultiva
basicamente laranjas doces, a incidéncia de gomose tem sido muito menor, em
niveis ainda ndo preocupantes.

Espécies de Phytophthora tém sido identificadas empregando a
metodologia classica, que envolve o0 uso das suas caracteristicas morfolégicas
das estruturas vegetativas e reprodutivas. Com o desenvolvimento da biologia
molecular e o seu emprego na identificacdo e reorganizacdo taxondémica de
muitas espécies de micro-organismos, muitas dessas técnicas, como PCR
(Polimerase Chain Reation), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), SSCP (Single-Strand-Comformation Polymorfism) e
SSC (Simple Sequence Repeats), tém se tornado de uso frequente na



identificacdo de espécies de Phytophthora. Essas técnicas apresentam
grandes vantagens como rapidez, baixo custo e seguranca. Dentre estas
técnicas, a SSCP € bastante utilizada na identificacdo de espécies de
Phytophthora por apresntar, além dessas vantagens, é de facil aplicacéo.

Embora a gomose seja importante para a citricultura do Parana, nédo
tém sido realizados trabalhos sobre a doenca, inclusive de etiologia para
caracterizacao e identificacdo das espécies ocorrentes neste Estado.

Assim sendo, tendo em vista a atual situacdo da ocorréncia dessa
doenca no Estado do Parana, esse trabalho teve como objetivo:

» realizar a caracterizagdo morfofisiologica dos isolados, visando a
identificacdo de espécies. Para isso desenvolveu-se estudos de crescimento
micelial sob diversas temperaturas e em meios de cultivo; realizou-se estudos
de formacdo e caracterizagdo de estruturas reprodutivas assexuadas
(esporangios) e sexuadas (anteridio, oogbnio e odsporo), ambos com
finalidade de auxilio na classificagdo em nivel de espécie dos isolados obtidos
de Phytophthora;

» realizar a caracterizacdo molecular dos isolados empregando a
andlise de rDNA-SSCP, visando a identificacdo de espécies e analises de
sequéncias de rDNA (regibes ITS1 e ITS2 e gene 5.8S) afim de obter a
identificacdo de espécies mediante comparacdo de sequéncias de
Phytophthora disponiveis no Gen Bank e a inferéncia de relacdes filogenéticas

dos isolados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Citricultura no Parana

Segundo Miller (1980), uma das maiores limitacbes para o
ressurgimento da citricultura paranaense, a partir da década de 80, constituiu
na necessidade de grande numero de mudas para a instalacdo de pomares
comerciais de laranjas nas regides Norte, Noroeste e Oeste do Estado,
anteriormente interditadas ao plantio em decorréncia do cancro citrico. Esta
doenca foi responsavel pelo impedimento de cultivo comercial de citros por trés
décadas nestas regides, que, segundo Maremoto (1990), mais por fatores
politicos do que técnicos. Em adicdo, Muller (1980) afirma que para contornar
tal situacéo a citricultura paranaense lancou mao de material oriundo do Estado
de S&o Paulo muitas vezes sem controle rigido da qualidade das mudas.

Dados apresentados pelo IBGE (2009), em levantamento sistematico
da producdo agricola, a safra nacional de laranja colhida em 2009 foi de 18.331
mil toneladas (449,3 milhBes de caixas de 40,8 kg) e o Estado do Parana
contribuiu com uma producdo de 503.000 toneladas, correspondendo cerca de
12.328 caixas de 40,8kg, para uma area cultivada em torno de 20.000 ha de
laranja. Quanto a producdo de tangerina, esse levantamento aponta uma area
plantada de 9.909 ha com uma producéo anual de 249.811 toneladas. Esses
nameros equivalem a 2,7% da producéo brasileira, com um rendimento de
26.000 kg/ha, sendo essa producdo 15% superior a média nacional, que coloca
o Estado do Parana como o quinto maior produtor de laranja dentre os Estados
brasileiros.

Gusi et al. (1998) relatam que o cultivo de laranja passou a ter maior
relevancia no Parana com a implantacdo do Plano Estadual de Citricultura,
coordenado pela Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento
(SEAB), o qual resultou em significativo aumento da area cultivada e da

producdo nos ultimos anos. Assim, a maior produgdo ocorreu na Regido



Noroeste, eixo Maringa, Paranavai e Umuarama, que representa 60% da area
cultivada e 68% da producéo paranaense.

Segundo dados do IAPAR (Instituto Agronémico do Parana) (ed. 2000),
as regides Norte, Noroeste e Oeste do Estado do Parand apresentam as
melhores condi¢cdes de solo e clima para o cultivo de citros: clima subtropical,
precipitacdo média anual de 1400 a 1800 mm e temperaturas médias anuais
variando de 21 a 22°C na regido Norte, de 22 a 23°C na regido Noroeste e de
18 a 21°C na regido Oeste, relevo suavemente ondulado, com predominancia
de latos solo roxo e terra roxa estruturada ou solos derivados do Arenito Caiua
na Regido Noroeste do Estado. De acordo com Tazima et al. (2008), o cultivo
da laranja é o que tem apresentado maior expansao, principalmente na regiao
Noroeste com o cutivo predominante de laranjas (Citrus sinensis (L.) Osb.) das
cultivares ‘Péra’, ‘Folha Murcha’, IAPAR 73’ e ‘Valéncia'. Varios fatores tém
contribuido para esse aumento da area plantada, dentre os quais as condicfes
edafocliméticas favoraveis a citricultura, o estabelecimento de industrias para o
processamento de frutos visando a producdo de suco concentrado congelado,
precos remuneradores alcansados pelos produtores nas Ultimas safras e
também o potencial de crescimento dos mercados internos e externos. Leite Jr.
(1992) relata que a laranja ‘Valéncia’ € uma cultivar de grande importancia
econbmica devido a alta produtividade e qualidade dos frutos, sendo plantada
nas principais regides produtoras de citros do mundo. Em adig&o, essa cultivar
apresenta maturacdo tardia dos frutos e pode ser destinada tanto para o
mercado interno como para o externo, atendendo ao consumo de fruta fresca e
ao processamento industrial. Dados do IBGE (2007) apontam 0s municipios do
Estado do Parana que mais se destacaram na producéo de citros concentra-se
na regido Noroeste como sendo os municipios de Paranavai, Alto Parana e

Nova Esperanca.

2.2. Taxonomia e identificacao de Phytophthora spp.

Em geral, a identificacdo de micro-organismo é feita através da
taxonomia classica, baseando-se nas suas caracteristicas morfofisiolégicas.
Em algumas situacdes tém existido dificuldades para a classificacdo de

algumas espécies, como é o caso daquelas que apresentam reproducéo



assexuada, ou quando apresentam pleomorfismo. Além disso, alguns aspectos
morfoldgicos dificultam a identificacdo da espécie, de modo que a identificacédo
classica se torna pouco adequada. Apesar de que, atualmente, os critérios
utilizados na taxonomia classica de micro-organismos receberem criticas,
esses ainda séo utilizados na maioria dos estudos fitopatoldgicos. Estudos de
caracterizagdo morfofisiolégica de micro-organismos séo ainda importantes
para estudos de distribuicdo espacial, para identificacdo de género, de
espécies, de aspectos biologicos e ecoldgicos, dentre outros.

De acordo com Shurtleff e Averre 11l (1997), a identificacdo dos agentes
causais de doencgas de plantas envolve principios cientificos e tecnolégicos,
incluindo a biologia molecular, que devem estar associados aos conhecimentos
sobre os hospedeiros e as praticas agricolas empregadas.

Luz e Matsuoka (1996) estudando a taxonomia do género
Phytophthora, apontaram que o maior problema para identificacdo de espécies
sao aqueles referentes as variacdes morfologicas das estruturas reprodutivas e
vegetativas nas diferentes condicbes de cultivo ou de ambiente e as técnicas
utilizadas para inducdo de formacao de determinadas estruturas. Waterhouse
(1963) elaborou uma chave taxonémica para classificar espécies de
Phytophthora baseada em critérios morfolégicos e fisiologicos, tais como a
presenca e tamanho de esporangios, de clamidésporos e de odsporos,
natureza dos anteridios e a presenca ou ndo de papilas nos esporangios.
Segundo Luz e Matsuoka (1996), a partir de entdo seus trabalhos tém
contribuido enormemente para que taxonomistas e fitopatologistas possam
classificar e identificar espécies desse género.

A diagnose convencional de doencas tem levado em consideracao,
principalmente, a sintomatologia da doenca. A grande dificuldade em usar
sintomas para diagnosticar doencas de plantas reside no fato de que diferentes
doencas podem apresentar quadro de sintomas semelhantes (DUARTE BOA,
2005). Métodos mais sofisticados, com maior sensibilidade, como PCR
(Polimerase Chain Reation), associados a sintomatologia tornam a diagnose
mais completa e confiavel.

Devido as vantagens, esta técnica tem sido exaustivamente empregada

no diagndstico e caracterizagéo de virus e viréides (HUANG et al., 2004; UGA



et al., 2005; DU et al.,, 2006), bactérias (NUNES et al., 2004, CUBERO,
GRAHAM, 2005) e fungos fitopatogénicos (MATSUDA et al., 2005).

O desenvolvimento de métodos moleculares permitiu o estudo das
relagbes filogenéticas tanto dentro do género Phytophthora quanto deste com
outros organismos. Varias técnicas como padrdes de proteinas totais,
isoenzimas, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), SSPC (Single-Strand-Comformation
Polymorfism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple
Sequence Repeats) e andlises de sequéncias da regido ITS do DNA
ribossémico (rDNA) e de outros genes nucleares e mitocondriais tém sido Uteis
para determinar diferencas genéticas ou semelhancas entre as espécies. Estas
técnicas, mas principalmente a analise de sequéncia de DNA, combinadas com
dados morfologicos, subsidiaram a solugcdo de diversos problemas na
sistematica do género (SOUZA et al, 2007).

A regido ITS (internal transcribed spacer) € a mais sequenciada em
oomicetos do género Phytophthora devido ao elevado nivel de variagdes,
maior que das regides SSU (“Small Subunit’) e LSU (“Large Subunit”) do
rDNA. O grau de variabilidade nas sequéncias de rDNA pode ser usado na
classificacdo especifica e subespecifica (PALLOIX et al., 1988; LEE e
TAYLOR, 1992; LEE et al., 1993; FOSTER et al., 2000; ZHANG et al., 2004).

Segundo Martim e Tooley (2003), o avanco do emprego de técnicas
moleculares nos Uultimos anos, na taxonomia do género Phytophthora,
apresentou novos procedimentos e informacdes sobre a caracterizacdo e
identificacdo de espécies ou grupos nesse género, bem como o estudo das
relacdes filogenéticas.

Para Fedorka et al. (2001), a andlise SSCP é uma busca rapida e
sensitiva para caracterizar sequéncias de DNA. Além disso, o autor afirma que,
desde sua descricdo, ele tem sido usado com éxito para detectar varias
alteracdes nas sequéncias de base do DNA incluindo substituicdes, delecdes,
insercdes e redistribuicdo. Produtos de PCR sao agora rotineiramente usados
para analises SSCP (PCR-SSCP). A técnica do SSCP foi inicialmente
desenvolvida para examinar pontos de mutagdes no DNA humano. Mutacdo
em DNA de fita simples tem sido estudada por esta técnica, desenvolvida por
Orita et al. (1989).



O método tem sido ampliado para detec¢cdo de mutagbes em micro-
organismos que resultam em resisténcia antimicrobiana, podendo também ser
utilizado como marcador molecular em estudos epidemiolégicos de bactérias,
fungos e virus (KERR e CURRAM (1996); SEKIYA, (1993); SLAUBAUGH et al.
(1997). Os autores também afirmaram que o método SSCP foi considerado um
método répido, sensitivo e barato para detectar variacdes de sequéncias.
Desde entédo, tem sido estendido para estudar variabilidade de patdégenos de
plantas, incluindo viroses (KONG et al, 2000), nematdides (CLAPP et al., 2000)
e fungos (MORICCA et al., 2000).

Assim, segundo Sousa et al. (2001) a técnica baseia-se no fato de que
o DNA dupla fita, quando desnaturado, migra como dois fragmentos de DNA
fita simples em eletroforese com gel de poliacrilamida ndo desnaturante. Essa
migracdo das duas fitas depende da sequéncia de nucleotideos e da
conformacao adquirida nas condigdes de eletroforese. Por isso, procede-se a
desnaturacdo das amostras de DNA para se obter a cadeia simples.
Fragmentos do mesmo comprimento (nimero de bases) podem assumir
diferentes conformacdes devido as mutagcbes pontuais em suas sequéncias.
Baseia-se no fato de que as diferencas em um Unico nucleotideo sao
suficientes para que a cadeia simples de DNA adquira uma conformacéo
diferente. A grande vantagem dessa ferramenta € a possibilidade de uma
rapida varredura em busca dos polimorfismos na regido estudada em questéo
e 0s baixos custos e a simplicidade dos equipamentos necessarios para sua

geragao.

2.3. O Género Phytophthora

O género Phytophthora, do Grego Phyton = planta e phthora =
destruidor (destruidor de plantas), foi estabelecido por Anton De Bary em 1876,
pertence ao Reino Straminipila, filo Oomicota, classe Oomycetes, ordem
Pythiales e familia Pythiaceae. O género Phytophthora, até pouco tempo,
estava classificado dentro do reino Fungi, reino dos fungos verdadeiros. No
entanto, Phytophthora e outros oomicetos apresentam caracteristicas que séao
relativamente incomuns em outros tipos de fungos (ERWIN e RIBEIRO, 1996).

Esses autores afirmam também que os Oomycetes constituem um grupo de



organismos do tipo fungo que atualmente pertencem ao Reino Straminipila, por
serem filogeneticamente distantes dos fungos verdadeiros. Segundo Cvitanich
e Judelson (2003), grande parte dos Oomycetes patogénicos de plantas
pertence aos géneros Pythium e Phytophthora.

O género Phytophthora estd amplamente distribuido em todas as areas
geograficas do mundo e segundo Luz e Matsuoka (2001), é comum o
assinalamento de novos hospedeiros para as espécies existentes,
principalmente entre plantas nativas ou a observacdo de novas doencas
causadas por este patdbgeno em plantas cultivadas. Ainda segundo estes
autores, as espécies de Phytophthora, em sua maioria, sdo fitopatogénicas e,
muitas delas, bastante destrutivas as culturas de importancia econdmica.
Embora as espécies de Phytophthora sejam importantes patdégenos da parte
aérea, sao, também, patégenos habitantes de solo, atacando as raizes e o
coleto de plantas de inUmeras culturas que elas tém se notabilizado.

Desde a descricdo do género Phytophthora, as caracteristicas
morfologicas tém constituido os componentes principais das chaves existentes
para classificar as espécies desse género, ainda que existam duavidas sobre o
mérito de alguns caracteres utilizados na taxonomia. A partir de 1960, com 0s
trabalhos de Waterhouse (1963; 1970a, 1970b e 1983), surgiu o0 sistema que
até hoje é utilizado por inumeros micologistas e fitopatologistas no mundo
inteiro para identificacdo de muitas espécies de Phytophthora com
confiabilidade (BRASIER, 1991). O crescimento micelial em altas temperaturas
€ um carater fisioldgico que tem sido muito usado para auxiliar na classificacédo
de espécies de Phytophthora que apresentam taxa de crescimento sob altas
temperaturas. Para espécies que sao morfologicamente semelhantes,
diferencas nas taxas de crescimento micelial sob determinada temperatura
pode auxiliar na sua separacdo (ERWIN e RIBEIRO, 1996).

As caracteristicas morfolégicas empregadas na taxonomia tradicional
sdo dimensao e estrutura do esporangio (papilado, nao-papilado e semi-
papilado), a disposicdo do anteridio (anfigeno ou paragino) e o modo de
reproducdo (homotalicas ou heterotalicas). Estes ainda continuam sendo o
ponto de partida para classificacdo de Phytophthora, havendo, hoje, mais de 80
espécies descritas, com 48 consideradas validas. Pesquisas para

reclassificacdo ou constatacdo de novas espécies tém sido desenvolvidas



ininterrupitamente (ANN e KO, 1994; BRASIER et al., 1993 e1995; KENNEDY
e DUNCAN, 1995). Para Briand (1995), o género Phytophthora abrange
patdgenos destrutivos a inUmeras espécies de plantas em todo mundo.

Segundo Chen e Hoy (1993), Hardhan et al. (1994), com o avanco
tecnologico, outros critérios taxondmicos mais estaveis tém sido procurados
para a familia Pythiaceae. O papel das técnicas moleculares em
complementacdo aqueles de evidéncia 6tica tem sido enfatizado nas ultimas
décadas. Pesquisas nos aspectos bioquimicos e citolégicos visando a
taxonomia de Phytophthora tém se estendido amplamente, com importantes
aplicacdes, onde eventualmente possam resultar em novo tipo de chave
(STAMPS et al., 1990). A combinacdo entre a taxonomia derivada de andlises
moleculares e a taxonomia classica baseada na morfologia € topico de grande
interesse para os estudos atuais (MARTIM e TOOLEY, 2003).

As técnicas moleculares vém se tornando de grande auxilio na
taxonomia, através de sequenciamento de regides conservadas, como aquelas
presentes nos nucleotideos das regifes internas transcritas (ITS1 e ITS2) dos
genes ribossomais (rDNA), e ja foram utilizadas anteriormente na taxonomia de
Phytophthora (LEE e TAYLOR, 1992). Segundo Cooke et al. (2000), citados
por ROSA et al. (2006), a regido ITS1-5.8S-ITS2 também tem sido utilizada
para fins de filogenia por ser conservada entre as espécies e com baixas
variacbes entre o género. Nesse sentido, Jung et al., (2003) relataram que as
sequéncias desta regido tém sido muito utilizadas na detecc¢éo e identificacéo
de novas espécies de Phytophthora e outros Oomycotas, como Pythium.

O género Phytophthora possui como caracteristicas micélio diploide,
cenocitico com nenhum ou poucos septos (ERWIN e RIBEIRO, 1996), podendo
produzir esporos sexual e assexual, além de clamidésporos. O esporo assexual
chamado de esporéangio emerge diretamente das hifas através de estruturas
conhecidas como esporangiéforos, os quais, sob condi¢cdes 6timas de
temperatura e umidade, liberam os zodsporos biflagelados (KAMOUN, 2000).

Para Erwin e Ribeiro (1996), algumas espécies de Phytophthora
possuem a habilidade para se reproduzir por meio de esporangios e zo0Sporos.
Isto € considerada a razdo principal pelas quais certas doengas incitadas por
este patdgeno serem epidemiologicamente mais explosivas sob condicdes

ambientais apropriadas. Segundo Feichtenberger (2001), para espécies de
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Phytophthora associadas a gomose em citros, a formacdo dessas estruturas
sempre ocorre na superficie do solo, ou de 6rgédos afetados, pois a aeracao é
essencial para sua formacdo e que a presenca de agua livre é fundamental
para a producao e liberacdo de zodsporos.

Algumas espécies de Phytophthora sdo autoférteis, sendo chamadas
homotélicas, enquanto outras sdo auto-estéreis ou heterotalicas (KAMOUN,
2000). Seus esporos sexuais, 0s o6sporos, sao formados quando um oogénio
(gametangio feminino) € fertilizado pelo anteridio (gametangio masculino)
(SMITH, 2007). O autor também afirma que na fertilizagdo ocorrem sucessivas
meioses e cariogamia, sendo o esporo resultante denominado oésporo. Para
ERWIN e RIBEIRO (1996), um unico esporo sexual se forma dentro do oogénio

apos a fertilizacédo pelos nucleos do anteridio.

2.4. Gomose em Citros

Segundo Rossetti (2001), a doenca se manifesta produzindo o que se
chama comumente “gomose” de Phytophthora, isto é, a presenca de goma que
exsuda da regido infectada do tronco da planta. A gomose é a doenca fungica
mais grave dos pomares de citros e ocorre em todas as regides produtoras de
citros do globo. Para Davis (1988) e Santos Filho (1991), os sintomas
resultantes da infeccéo sao lesdes na casca da base da planta, raizes e galhos
baixos com exsudacdo de goma pelo fendilhamento da casca. Pode ser
observada na parte interna da casca, uma coloracdo pardacenta que, com o
progresso da doenca, os tecidos apodrecem e, quando a lesédo envolve toda a
circunferéncia do troco, a planta morre rapidamente.

Feichtenberger et al. (1997) relataram que, em citros, Phytophthora
spp. colonizam o tronco das plantas em direcdo aos tecidos do cambio,
necrosando-os. Se a lesdo paralisa a expansdo, forma-se tecido de
cicatrizagdo na regido da lesdo, originando calo na superficie do tronco. Nas
situacbes mais graves da sintomatologia pode ocorrer anelamento de uma
regido do tronco, provocando podriddo nas raizes e sintomas reflexos na copa.
Normalmente, os sintomas evoluem lentamente; no entanto, arvores nao
tratadas podem apresentar morte de ponteiros, amarelecimento e

definhamento progressivo da copa e desfolha até a sua morte
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No Brasil, segundo Feichtenberger (2001), a gomose constitui-se huma
das principais doencas da cultura dos citros, principalmente em pomares
novos, e a importancia da doenca aumentou apds o aparecimento da tristeza.
A tristeza inviabilizou o uso do porta-enxerto de laranja Azeda, predominante
até a década de 40 no Pais, e tido como moderadamente resistente a
Phytophthora. Em adicdo, o autor relata que sua incidéncia em pomares
recém-implantados é muito elevada, devido, principalmente, ao generalizado
uso de mudas contaminadas. Das varias manifestacdes da doenca, a podridao
do pé e as podriddes de raizes e radicelas sdo as mais comuns e as mais
importantes nas condicbes do Brasil. No campo, 0s principais sintomas
observados sdo escurecimento e morte da casca e do lenho, exsudacéo de
goma, seca e fendilhamento da casca, podriddo do pé e das raizes,
amarelecimento e queda das folhas, baixo desenvolvimento, murcha, queda
das folhas e morte da planta.

Neste sentido, Medina Filho et al. (2003) também relatam que a laranja
azeda, considerada resistente a Phytophthora spp., era o porta-enxerto mais
utilizado no Brasil até a década de 1940. Com o aparecimento do CTV (Citrus
Tristeza Virus), esta foi substituida pelo limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck),
constituindo-se no principal porta-enxerto da citricultura brasileira. O limé&o
‘Cravo’ é menos tolerante a infecgdo por Phytophthora spp., 0 que tem causado
aumento consideravel na incidéncia e na severidade dos danos causados por
esses patdgenos.

Relatos da FUNDECITRUS (2006) mostram que a doenca continua em
expansado no Estado de Sao Paulo devido a utilizacdo de mudas produzidas em
viveiros contaminados por esses fungos. Nos Estados Unidos, as perdas por
incidéncia de gomose nos pomares tém gerado prejuizos na producdo da
ordem de 76 milhdes de ddlares anuais (STEDDOM et al.; 2002).

Rossetti (2001) e Silva et al. (2008) observaram que o ataque do fungo
pode ocorrer em radicelas, em viveiros e em pomares e pode passar
despercebido. Segundo os autores, a doenca é mais grave quando atinge as
raizes principais, podendo interromper o fluxo de seiva elaborada para as
raizes, ou a regido do colo, provocando lesdes 20 a 30 cm abaixo e acima do
solo, que também sado portas de entrada para fungos através dos ferimentos,

podendo provocar a morte da planta. Ainda segundo Silva et al., (2008) quando
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todo o didmetro do tronco é atingido pelo patdégeno, a planta morre por
estrangulamento devido ao ataque do cambio ou floema, que interrompe o
fluxo descendente de seiva.

Na sementeira, esses fungos causam o “tombamento” ou “damping off”
atacando as plantulas e afetando os tecidos da regido do colo, onde surgem
lesbes deprimidas e de coloragdo escura, que crescem e provocam a morte
(DAVIES, 1988; SANTOS FILHO 1991; FUNDECITRUS, 2006).

2.5. Etiologia da gomose

Com relacdo a etiologia, a gomose representa um complexo de
doencas que podem ocorrer nos citros, provocadas por diferentes espécies do
género Phytophthora. Em nivel mundial, sdo citadas 12 espécies de
Phytophthora ocorrendo em citros, mas no Brasil Phytophthora nicotianae e P.
citrophthora séo as mais encontradas em pomares e viveiros (LARANJEIRA,
2005). Para esse complexo de doencas, gomose constitui-se no principal
sintoma que ocorre N0 campo: caracteriza-se pela morte de tecidos da casca e
internos do lenho, evoluindo para fendilhamento e com frequente exsudacao de
goma. Num estagio mais avancado da doenca pode ocorrer a podriddo de
raizes e radicelas e, geralmente, resulta em morte da planta (TIMER et al.,
2000).

A gomose tornou-se doenca importante para citricultura no Brasil apés
substituicdo do porta-enxerto laranja ‘Azeda’, suscetivel ao virus da tristeza,
pelo limoeiro ‘Cravo’ susceptivel a Phytophthora. Estima-se que 90% dos
pomares brasileiros foram formados com plantas enxertadas com este porta-
enxerto (LARANJEIRA, 2005). Com a troca de porta-enxerto, a gomose se
espalhou para as principais regides produtoras de citros. Segundo
Feichtenberger (2001), as copas e 0s porta-enxertos de citros apresentam
grandes variagbes em sua suscetibilidade as infeccbes por espécies de
Phytophthora. Em &arvores formadas sobre porta-enxertos suscetiveis sao
comuns as podriddes na base do tronco, no colo e nas raizes principais, logo
abaixo do nivel do solo. Com sintoma secundario nos tecidos lesionados,
geralmente ocorrem morte e escurecimento das camadas internas do lenho

devido a sua colonizagcdo por organismos secundarios, como bactérias,
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leveduras, fungos dos géneros Diplodia, Fusarium, Macrophomina,
Chaetomium e outros.

Segundo Teixeira (2005), Phytophthora, devido as suas caracteristicas,
se constitui num patégeno potencialmente destrutivo e epidémico na
citricultura, especialmente Phytophthora nicotianae, que forma estruturas
telemorficas (sexuais), podendo ocorrer “mating types”, e estruturas capazes
de resistirem as condicbes adversas de temperatura e seca, presentes nos
viveiros e no campo durante diversos periodos do ano.

Condicdes de altas temperaturas, umidade relativa do ar e alta
umidade do solo sédo favoraveis ao desenvolvimento da gomose. Praticas
culturais realizadas de forma inadequada, que resultem em reducdo de
aeracdo no solo, reducdo de drenagem e excesso de irrigacdo, além da
presenca de outros patdégenos como virus, estado de vegetacdo da planta e
cultivar copa, podem favorecer seu desenvolvimento (SIVIERO, 2001).

Diante dos relatos de pesquisas realizadas em citros no Brasil, P.
citrophthora e P. nicotianae sdo 0s principais agentes causais da gomose,
sendo P. nicotianae a espécie predominante em areas subtropicais do globo,
incitando doencas em todos os 6rgdos da planta, porém com maior frequéncia,
em raizes, radicelas, colo e tronco. P. palmivora também j& foi encontrada no
Brasil raras vezes infectando plantas em viveiros e pomares comerciais.

Descrevendo sobre essas trés espécies, P. citrophthora, P. nicotianae
e P. palmivora de ocorréncia mais frequente na citricultura brasileira
Feichtenberger et al. (2005) relataram que o micélio de Phytophthora é hialino
e cenocitico; os esporangios dessas espécies sdo papilados com formato
geralmente globoso e se formam nas extremidades das hifas, sendo que cada
um pode produzir até 50 zodsporos no seu interior; a temperatura 6tima para o
crescimento micelial € de 27 a 32°C para P. nicotianae, de 27,5 a 30°C para P.
palmivora e de 24 a 28°C para P. citrophthora. e a presenca de agua livre é
essencial para a producdo e liberacdo de zoosporos. Segundo 0os mesmos
autores, com o0 inicio da estacdo chuvosa do ano, micélio dormente,
clamidésporos e o00sporos presentes no solo, ou em tecidos da planta
previamente infectados, podem germinar, formar esporangios, que podem
germinar indiretamente e produzir grande nimero de zodsporos, reiniciando

assim o ciclo da doenca.
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Os esporangios de P. nicotianae apresentam forma ovoide ou piriforme
com comprimento variando de 27 a 60 um (média de 43,4 um) e largura 18,7 a
40 um (média de 31,2 um), sendo a relacdo média comprimento/largura de
1,4:1 e abertura do poro apical de 3,1 a 10,4 um (media de 6,0 um). Os
esporangios de P. citrophthora sdo mais alongados, apresentam formas
variadas ou distorcidas com comprimento de 29 a 110 um (média de 54,8 um)
e largura de 21 a 64 um (média de 34,6 um). Nessa espécie, a relacdo média
comprimento/largura é de 1,6:1 e a abertura do poro apical € de 4,2 a 12,4 um
(média de 7,4 um), Feichtenberger et al., (2005).

Phytophthora spp. pode causar doencas nos frutos, folhagens, copas e
raizes de espécies como citros, pimenta, eucalipto, cacau, fumo, batata, soja,
morango, entre outras. O rapido crescimento de doencas causadas por
Phytophthora spp. é proporcionado pela rapida producdo de esporangios e
zooOsporos em tecidos de plantas infectadas, quando as condi¢cdes ambientais
sao favoraveis. Dessas condicfes, a mais importante € o excesso de umidade
(ERWIN e RIBEIRO, 1996)

Segundo Costa (2007), as espécies de Phytophthora podem sobreviver
por alguns anos no solo na forma de micélio, esporangio, cistos, clamidésporos
e odsporos. Os zoosporos produzidos sobre os tecidos doentes necessitam de
agua livre para se locomoverem e infectar a planta. Portanto, umidade elevada
do solo, assim como temperatura entre 21 a 30° C, séo fatores que favorecem

o desenvolvimento da doenca.

2.6. Espécies de Phytophthora em citros

Como patégeno de citros ja foram relatadas as espécies P.
boehmeria, P. cactorum, P. capsici (somente em plantas inoculadas
artificialmente), P. citrophthora, P. citricola, P. cinnamomi, P. drechsleri,
P.hibernales, P. megasperma, P. nicotianae (sinom. P. parasitica), P.
palmivora e P. syringae (Feichtenberger et al., 2005). Essas espécies estédo
amplamente distribuidas mundialmente em pomares de citros e em outras
plantas hospedeiras de alto valor econbémico. Algumas sdo mais

frequentemente encontradas e causando danos mais severos do que outras.
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Segundo Gallegly e Hong (2008), P. boehmeriae possui limitada
gama de hospedeiros, causando podriddo marrom em frutos de citros na
China, Argentina, Australia e Grécia.

P. cactorum foi primeiro ralatada por Lebert e Cohn (1970), sendo
mais comumente encontrada em regides temperadas, causando podriddes
em raizes e frutos, requeima em folhas e plantulas.

Lopes e Avila (2003) relataram que P. capsici apresenta varias
hospedeiras, sendo a maioria delas pertencentes as familias solanaceae e
cucurbitaceae. Feichtenbeger (2001) relata que P. capsici infectou citros
somente através de inoculacao artificial.

Segundo Gallegly e Hong (2008), P. cinnamomi var. cinnamomi é
patogénico, causando elevados danos, como apodrecimento de raizes em
véarias espécies de plantas, como abacaxi, cipreste, eucalipto, aveia e outras
arvores florestais, e nos Estados Unidos, constitui o principal patégeno para
a cultura do abacate. Segundo os autores, P. citricola constitui um complexo
de espécies, abrangendo trés espécies distintas, hoje classificadas como P.
citricola I, P. citricola 1l e P. citricola lll, cujas diferencas estdo nas
caracteristicas do odsporo.

A espécie P. drechsleri estd incluida no VI grupo (Stamps, 1990),
possuindo extensa gama de hospedeiros, incluindo aproximadamente 40
familias de plantas. Esta espécie é um patdgeno, principalmente, de raizes,
mas alguns isolados infectam também frutos, como meldo e pepino,
causando podriddo e possui caracteristicas morfoldégicas similares a P.
cryptogea.

Com relacdo e P. hibernales, o patégeno tem sido relatado na
Europa, América do Sul, Nova Zelandia, Estados Unidos e Austrdlia,
infectando frutos de citros, e de acordo com Holiday (1980), ocasionalmente
em folhas durante as estacdes frescas do ano.

P. megasperma € considerada como um complexo de espécies (P.
megasperma I, Il e 1ll), sendo que as principais diferencas entre elas residem
no tamanho e na forma das estruturas reprodutivas (Gallegly e Hong, 2008).

P. palmivora, segundo Erwin e Ribeiro (1996), € um patogeno de

distribuicdo mundial em citros, coqueiros e varias outras plantas. Associadas

16



a citros, a espécie ja foi relatada na india, Estados Unidos, Tailandia,
Malé&sia, Argentina e Brasil.

P. syringae foi colocada no grupo Ill por Stamps (1990) e descrita
como patogeno causador de podriddo de frutos, raizes e gomose. Nessa
espécie ndo tem sido relatado a presenca de clamiddsporos.

P. citrophthora e P. nicotianae sdo as espécies de maior ocorréncia
no Brasil, principalmente esta, a qual representa cerca de 90% dos relatos
(FEICHTENBERGER, 2001).

2.6.1. Phytophthora citrophthora

As sinonimias de Phytophthora citrophthora incluem Pythiacystis
citrophthora Smith e Smith (1906) e P. imperfecta var. citrophthora (Smith e
Smith) Sarejanni (1936). Segundo Guiscafré (1932), P. citrophthora foi
primeiramente isolada por Smith e Smith em 1906 de arvores e de frutos de
limdo na Califérnia (USA) e nomeada Pythiacystis citrophthora por Smith e
Smith em 1906, que posteriormente foi transferido para o género Phytophthora
(LEONIAN, 1925). Desde entédo, foi reconhecida ndo apenas como 0 mais
importante patdgeno de citros, causando podridao do coleto, gomose, podridao
das raizes fibrosas e podriddo marrom de frutos, bem como de varias outras
culturas (Erwin e Ribeiro, 1996). Doencas similares em espécies de citros sdo
causadas por P. nicotianae (= P. parsitica) (KLOTS, 1978).

De acordo com estudos realizados por Gallegly e Hong (2008), quanto
a compatibilidade, P. citrophthora é considerado como heterotélica, isto €,
organismo que para reproduzir-se sexualmente e completar o ciclo de vida
necessita que haja a conjugacdo de dois talos compativeis, masculino e
feminino com micélios fisiologicamente distintos, sendo que os dois tipos
compativeis foram encontrados dentro da espécie. O oogbnio mede 35,0 um
de diametro e o odsporo é do tipo plerético com 33,0 um de diametro. O
anteridio € anfigeno, com aproximadamente 17,0 um perpendicular a parede
oogonal e 15,0 um tangencial a este. Os esporangios sdo muito variaveis na
forma, de ovéide para obpiriforme para elipséide, com a base arredondada ou
afunilada. S&ao papilados, persistentes e ndo caducos, medindo 37 a 65 x 24 a

38 um (média 50 x 34 um). Formas bizarras ocorrem com papilas multiplas e a
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juncdo do pedicelo é descentrada. Os clamiddsporos e hifas ramificadas tém
sido relatados quanto a ocorréncia em alguns isolados. A temperatura maxima
de crescimento das coldnias é de aproximadamente 32°C, sendo a minima de
< 5°C e a 6tima entre 24 a 28°C.

Vial et al. (2006), em trabalhos de caracterizagdo morfofisiologica de
isolados estéreis observaram esporangios papilados, persistentes com formas
ovoides, obpiriformes, limoniformes ou distorcidas com um ou dois apices,
medindo 46,5 = 8,6 x 29,9 £+ 4,3 um, sendo 1,6 + 0,3 um a relacdo C/L. Para os
isolados estéreis, foram observados esporangios persistentes, papilados para
semi-papilados, ovdides, obpiriformes ou distorcidos com um ou dois apice
medindo de 53,5+ 12,7 x 31,9 £5,8 ume 1,7+ 0,4 um a relacédo C/L. Ob6sporos
apleroéticos foram produzidos apenas quando pareados com P. cinnamomi A2.
Em ambos os tipos néo foram observados crescimento micelial a 35°C.

A espécie P. citrophthora € o mais importante patdgeno desse género.
Podriddo da raiz e podriddo de copa, gomose, requeima da inflorescéncia,
podriddo de frutos, cancro no caule e requeima das folhas estdo entre os
sintomas das doencas causadas pelo patdgeno, que pode infectar mais de 80
espécies de plantas (ERWIN e RIBEIRO, 1996). Nos Estados Unidos, P.
citrophthora é de grande importancia para citros e no mundo todo, € muito
destrutiva em plantas ornamentais.

P. citrophthora esta associada as doencgas em citros em todo o mundo,
podendo causar grandes danos. No Brasil, além dos citros, também pode
infectar cacaueiro, sendo nesta hospedeira, a mais patogénica dentre as
espécies que ocorrem no Pais. Analises de sequéncia de DNA revelaram que
os isolados de P. citrophthora originados de cacau e de citros sdo mais
distantes filogeneticamente entre si, do que de uma outra espécie desse
género, como P. capsici (PAIM et al., 2005).

Em Porto Rico, desenvolvendo estudos sobre a podriddo marrom em
citros causada por Phytophthora (Pythiacystis), Guiscafré (1932) descreveu os
principais sintomas, hospedeiros susceptiveis e resistentes. O autor relatou que
laranja azeda (Citrus auratium) foi a espécie de Citrus mais resistente e o liméao
comum (C. lemonum) foi a espécie mais susceptivel. Avaliando resisténcia
varietal a isolados de Phytophthora sp. originados de Kiffutz Givat, Brener e
Israel (AFEK e SZTEJNBERG (1990) observaram que, dos 32 hibridos (P.
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trifoliata x ‘poorman orange’) testados, 14 hibridos foram resistentes, 8 foram
moderadamente resistentes e 10 foram susceptiveis. No Arizona (USA),
Matheron (1998), realizando testes de variagcbes de susceptibilidade na
colonizacéo de tecidos do floema em citros por P. citrophthora e P. nicotianae,
em quatro porta-enxertos e duas cultivares, observou flutuacdes temporais na
colonizagdo de porta-enxertos em tecidos de galhos pelas duas espécies
estudadas. Verniere et al. (2004) realizando estudos de patogenicidade de 35
isolados de P. citrophthora originados da Regido Mediterranea, constataram
que todos eles foram patogénicos a 20 diferentes espécies de Citrus. No
entanto, houve grande variagao na viruléncia entre os isolados. Nesse estudo,
0s autores obtiveram isolados de 17 localidades do Leste da Corcia. Entre as
espécies de Phytophthora que causam doencas em citros, P. citrophthora é a
mais destrutiva e predominante em importantes regides produtoras de citros da
bacia do Mediterranio estando presente na Corcia Oriental.

Thomidis et al. (2005) estudaram a susceptibilidade de diferentes
porta-enxertos a varios isolados de P. citrophthora, P. nicotianae, P. cactorum e
P. citricola. Todos os experimentos foram conduzidos de maio a junho e de
setembro a outubro de 2004 na Grécia. Foi observado que os isolados de P.
nicotianae foram mais virulentos e que a susceptibilidade dos porta-enxertos
diferiram de um isolado para outro. Observaram também que o porta-enxerto
Swingle citrumelo foi 0 mais resistente.

Vial et al. (2006) caracterizaram 27 isolados de Phytophthora spp.
associadas a podriddo de pé e raizes de citros no Chile de amostras coletadas
durante os anos 2003 e 2004. Desses, 20 isolados foram identificados
morfologicamente como P. citrophthora, com 11 isolados estéreis e nove
isolados férteis. Com base na andlise da amplificagdo da regido ITS do rDNA,
sete isolados foram identificados como pertencente a uma nova espécie: P.
inudata, sendo que estes demonstraram baixa viruléncia em plantas citricas.

Nagvi (2006) realizou levantamento da distribuicdo, incidéncia da
doenca e seus meting types de espécies de Phytophthora patogénicas a citros
na regido central da india. Os resultados mostraram que P. citrophthora, P.
nicotianae e P. palmivora estdo disseminadas em viveiros e pomares desta
regido, causando severo declinio e morte de plantas de laranja doce (C.

sinesis) e lima &cida (C. aurantifolia) consideradas como altamente
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susceptiveis ao patdgeno. Foi também observado a ocorréncia de ambos os
mating types Al e A2 devido a hibridizacdo natural e a evolucdo de novas
racas do patogeno.

Alvarez et al. (2008) observaram danos consideraveis na producéo de
citros na Espanha. Em levantamentos de Phytophthora spp., em 132 pomares
de citros, empregando caractaristicas do perfil da morfologia, fisiologia, testes
moleculares e caracterisitcas culturais. Alvarez et al. (2008) identificaram a
presenca de P. de citrophthora em 114 pomares, P. nicotianae em nove

pomares e em apenas um pomar foi encontrado P. citricola.

2.6.2. Phytophthora nicotianae (sinon. P. parasitica)

De acordo com Waterhouse (1956), citado por Erwin e Ribeiro (1996),
estdo incluidas como sinonimias dessa espécie: P. melogenae SAWADA
(1915), P. alli Sawada (1915), P. terrestris (P. terrestria) Sherbakoff (1917),
Blephaspora terrestris Sherbokoff Peyronel (1920), P. parasitica var. rhei
Godfrey (1923) , P. jatrophae, P. tabaci Sawada (1927), P. parasitica var.
piperina Dastur (1913), P. formosana Sawada (1942), P. lycopersici Sawada
(1942), P. ricini Sawada (1942) e P. parasitica var. sesami Kale e Prasad
(1957). Erwin e Ribeiro (1996) citam que Waterhouse (1963 e 1974)
descreveram as variedades nicotianae e parasitica a partir de P. parasitica,
mas que essas sdo de pouca aceitacdo. Acrescente-se ainda que nome P.
parasitica € mais aceito em relacdo a P. nicotianae, uma vez que esta foi
inadequadamente descrita por Breda de Haan (1896).

P. nicotianae foi caracterizada por Waterhouse (1963) com descricao
das seguintes caracteristicas: producao de oogonios esféricos (de 20 a 35 um
de diametro, normalmente de 24 a 30 um) em cultura Unica ou quando pareado
com isolados de “mating type” oposto; o6sporos esféricos ndo preenchidos com
oogbnio, mas sempre maior que 20 um, normalmente entre 24 a 30 um de
diametro com anteridio anfigeno; clamidésporos abundantes medindo de 20 a
40 um de diametro e espessura da parede de aproximadamente 1,5 um;
esporangios de formato ovoide ou elipsoide, persistentes e papilados. O autor
também caracteriza essa espécie pela producdo de oogobnios esféricos de 16 a

31 pum de diametro, normalmente de 24 a 26 pm, o0sporos esféericos com
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diametro médio de 20 um (maximo 26 um); anteridios anfigenos, ovais ou
esféricos.

Gallegly e Hong (2008) realizaram estudos morfofisiologicos e
moleculares de varios isolados tidos como pertencentes a P. parasitica e P.
nicotianae. Com base nos padrdes SSCP idénticos e similaridade morfologica
concluiram que se tratava de uma mesma espécie e propuseram que 0 home
mais correto seria P. nicotianae, uma vez que o termo sugere especificidade de
hospedeiro e P. parasitica sugere tolerdncia quanto a patogenicidade. A forma
esporangial mais comum é a ovoide, mas muitos estdo entre esféricos e
elipsoides; dimensdo dos esporangios entre 45 a 37 um (razdo C/L 1.24);
clamidésporo terminal ou intercalar (cerca de 30 um de diametro) na maioria
dos isolados e temperatura maxima de crescimento de 35°C.

P. nicotianae Dastur 1913 (P. nicotianae var. parasitica Breda de Haan,
1896) € uma das espécies de Phytophthora mais estudada e conhecida devido
aos grandes danos causados a cultura de citros e sua distribuicdo no mundo
todo. Para Lopes et al. (2005), P. nicotianae é considerada uma espécie muito
frequente em diversas regides do Brasil, parasitando 22 espécies hospedeiras.

Esta espécie tem sido assinalada nas mais importantes regides
citricolas. Timmer et al. (1988) estimaram a populacdo de P. nicotianae em
pomares de citros na Flérida analisando amostras de solo coletadas debaixo de
plantas citricas com sintomas de gomose. Os autores relataram alta densidade
populacional de propagulos, aproximadamente 5 propagulos/cm® de solo
contaminado. Lutz (1991) também estudou a flutuacédo de populacdes, niumero
e tipos de propagulos de P. nicotianae em pomares irrigados na Califérnia.
MensuracOes realizadas em amostras de solo extraidas da rizosfera foram
feitas e mostraram que populacbes de P. nicotianae aumentaram de 17
propagulos por grama (ppg) antes da irrigacdo para 70 ppg apos a irrigacao.
Duncan (1993) avaliou mensalmente, durante um periodo de 27 meses, a
populacdo de P. nicotianae e o nematdide Tylenchulus semipenetrans em
pomares de toranja em porta-enxertos de limdo rustico no Pico Central da
Flérida. Os resultados mostraram que a densidade da massa de raizes e a
concentragéo de agucar explicaram 86% da variagcdo mensal de P. nicotianae

na densidade de propagulos no solo.
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Comparando plantas hospedeiras e susceptiveis a infec¢do de raizes
fibrosas por P. nicotianae e P. palmivora, Widmer er al. (1998) utilizou porta-
enxertos susceptiveis a Phytophthora como laranja azeda (Citrus auratium) e
tolerante, trifoliata orange (Poncirus trifoliata).Observaram, entdo, reducao na
colonizagdo por ambos os patdégenos e ficou evidenciado um suposto fator de
resisténcia na hospedeira inibindo o crescimento de Phytophthora spp.

Crandall (1948) relata a ocorréncia de P. nicotianae em El Salvador
causando gomose em citros e sugere, para controle da doenca, calda
bordalesa ou pasta de carbonato de cobre. Em adi¢do, o autor cita a reacao
varietal em ordem decrescente de susceptibilidade de plantas citricas
hospedeiras a Phytophthora spp: laranja doce (Citrus sinensis), liméo (Citrus
limon), toranja (Citrus paradisi), limdo rustico (Citrus lemonia), Cledpatra
Mandarim (West Indian Time) e laranja azeda (Citrus auratium).

Sandler et al. (1989), realizando estudos sobre tratamento da podridao
da raiz de citros causada por P. nicotianae, empregando os fungicidas fosetil-
Al, em doses altas e baixas em aplicacdes foliares, e o fungicida metalaxil, em
aplicacdes no solo, em pomares da Florida, durante trés anos, observaram que
a densidade de raizes absorventes foi aumentada, bem como a quantidade de
frutose suco por planta.

Em Taiwam Ann (1984) identificou sete espécies de Phytophthora em
plantas de citros e outras espécies ainda ndo descritas através de pareamento
‘mating type’ com padrées Al e A2 e também através de testes de
patogenicidade. As espécies isoladas e identificadas foram Phytophthora
nicotianae, P. palmivora, P. citrophthora, P. cinnamomi, P. citricola. A excecéo
de P. isolita e P. nicotianae, todas as espécies foram patogénicas, nao
havendo significancia de viruléncia entre elas.

No Brasil, as espécies mais comuns acometendo pomares de citros
sdao P. citrophthora e P. nicotianae. Esta tem sido encontrada mais
frequentemente associada com o complexo gomose de Phytophthora, sendo
responsavel por mais de 95% das ocorréncias em viveiros e pomares
comerciais do Estado de S&o Paulo (MEDINA FILHO et al., 2004).

Muniz et al. (2004) caracterizaram nove isolados de Phytophthora
originados da rizosfera de laranjeiras infestadas por Phytophthora spp.

patogénicos a laranja doce (Citrus sinenis) no Estado de Alagoas, regido
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Nordeste do Brasil. Com base na caracterizacdo morfolégica de colbnia,
morfologia e morfometria das estruturas reprodutivas e no crescimento micelial
em diferentes temperaturas, os isolados foram identificados como P. nicotianae

pertencentes ao tipo compativel Al.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacdo Morfofisiolégica - Obtencéo dos isolados em cultura

pura

Pomares de laranja doce na regido Noroeste e de tangerina na regido do
Vale do Ribeira do Estado do Parana foram visitados entre dezembro de 2007
a maio de 2008 (Tabela 1; Figura 2). Plantas apresentando sintomas de
gomose na parte aérea foram amostradas. No solo, sob a projecéo da parte da
copa da planta que apresentava os sintomas da doencga, abriu-se uma
trincheira, retirando cuidadosamente o solo e descobrindo as raizes, sem
decepa-las (Figura 1A). Amostras de solo em contato e adjacente as raizes
apresentando necrosamento recente, sem a presenca de tecido em estado
avancado de decomposicdo, foram retiradas, aproximadamente 500 g de
solo/amostra (Figura 1B). Logo em seguida também foram coletados
fragmentos de raizes necrosadas, que foram misturados com o solo
amostrado. Todo esse material foi acondicionado em saco plastico e
transportado para o Laboratério de Fitopatologia/UEM/Maringa, onde foi
conservado a temperatura ambiente por no maximo dois dias.

Para isolamento, empregou-se a metodologia proposta por Matherom e
Matejka (1991), com algumas modificacbes. Dentro de 48 horas apds a
amostragem, 50 g de cada amostra de solo+raizes foram colocados em um
copo de vidro tipo béquer de 1000 mL de volume, acrescentando-se 300 mL de
agua destilada-esterilizados, seguido de suave homogeneizacdo. Em seguida,
um fruto maduro de pera cv D’anjou foi usado como isca. Lavou-se o fruto em
agua corrente de torneira, seguido da desinfestacdo em solucdo de hipoclorito
de sodio a 1,0 % durante 1 min., com posterior enxugamento usando papel
absorvente. Em seguida, o fruto foi mergulhado na suspensao de solo+raizes
no copo, de modo que cerca 2/3 ficaram imersos. O copo foi coberto com uma
tela de “nylon” de malha fina para permitir aeracdo e evitar a invasédo de

insetos. Este material foi mantido em laboratério, sob condigcbes ambiente
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(Figura 1 C), fotoperiodo de 12 h de luz fluorescente e temperatura variando 22
a 28°C.

Apos 5 a 8 dias, quando houve o aparecimento de manchas necroticas
no fruto, de 3,0 a 5,0 cm de diametro, de coloracdo marrom escuro e de
consisténcia dura, geralmente ao nivel da 4gua, o fruto foi retirado, lavado em
agua corrente de torneira e procedeu-se o isolamento de, possivelmente,
Phytophthora spp. Fragmentos de tecido do fruto da regido de intersecgéo tecido
sadio-tecido necrético foram retirados e transferidos, diretamente para placa de
Petri contendo 15 mL de meio de cultivo BDA (batata-destrose-agar), acrescido
de cloronfenicol, nistatina, rifampicina, ampicilina, benomil e PCNB
(pentacloronitrobenzeno), todos na concentracdo 50 ppm. Em cada placa de
Petri colocou-se quatro fragmentos equidistantes Figura 1D,E). As placas de
Petri foram mantidas em prateleiras sob luz fluorescente continua, a
temperatura ambiente (22 a 28° C). Passados trés a cinco dias, quando se
observou o desenvolvimento de colénias (Figura 1F) com aparéncia visual de
Phytophthora (hifas com aspecto cotonoso, de coloracao branca e asseptadas),
fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultivo
CA (cenoura-agar: 200 g de cenoura, 18 agar, agua g.s.p. 1000 mL). Apos a
formacéo de colbnia nesse meio, fragmentos de micélio foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 0 mesmo meio de cultivo, mantidos em camara tipo
BOD, sob escuro continuo, a 25° C, a fim de se obter crescimento vigoroso do
micélio para posterior caracterizacao e identificacdo em nivel de espécie.
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Figura 1. (A) Planta sintomética de tangerina ‘Montenegrina’; (B) Raizes com
sintomas de gomose; (C) Suspenséo de solo com fruto de pera cv.
‘D’anjou’ parcialmente submerso; (D) Frutos de pera com sintoma
tipico (necrose) de Phytophthora spp.; (E) Fragmetos de tecidos
necrosados de pera em meio de cultivo semi-seletivo para
Phytophthora spp.; (F) Colonias de Phytophthora spp.
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Tabela 1. Locais amostrados, caracteristicas dos pomares de citros e isolados

obtidos.
Isolado Localidade/Municipio Variedade ldade do
pomar
PR 1 Faz. Bom Sucesso / Apucarana Laranja ‘Péra’ 8 anos
PR 2 Faz. Bom Sucesso / Apucarana Laranja ‘Péra’ 8 anos
PR 3 Faz. Bom Sucesso / Apucarana Laranja ‘Péra’ 8 anos
PR 4 Faz. Bom Sucesso / Apucarana Laranja ‘Péra’ 8 anos
PR 5 Faz. Bom Sucesso / Apucarana Laranja ‘Péra’ 8 anos
PR 6 Faz. Limeira / Apucarana Laranja ‘Péra’ 5 anos
PR 7 Faz. Limeira / Apucarana Laranja ‘Péra’ 5 anos
PR 8 Apucarana Tangerina ‘Ponkan’ 11 anos
PR 9 Cerro Azul Tangerina ‘Ponkan’ 9 anos
PR 11 Cerro Azul Tangerina ‘Ponkan’ 9 anos
PR 14 Cerro Azul Tangerina ‘Montenegrina’ 9 anos
PR 17 Faz. Silvia Jardim / Paranavai Laranja ‘Péra’ 5 anos
PR 18 Faz. Silvia Jardim / Paranavai Laranja ‘Péra’ 5 anos
PR 19 Faz. Silvia Jardim / Paranavai Laranja ‘Péra’ 5 anos
PR 20 Faz. Silvia Jardim / Paranavai Laranja ‘lapar’ 5 anos
PR 22 Faz. Silvia Jardim / Paranavai Laranja ‘lapar’ 5 anos
PR 25 Faz. Limeira/ Congoinhas Tangerina ‘Montenegrina’ 8 anos
PR 26 Faz. Limeira/ Congoinhas Tangerina ‘Montenegrina’ 8 anos
PR 27 Faz. Werner / Marialva Lim&o Taiti 11 anos
PR 30 Faz. Fortaleza / S. Jorge do Ivai Laranja ‘Péra’ 5 anos
PR 32 Campus UEM/CTI Maringé Lim&o Taiti 4 anos
-54° -48°

Figura 2. Localizagdo no Estado do Parana dos municipios onde foram obtidas
amostras para isolamento de Phytopthora: 1- Apucarana; 2- Cerro
Azul; 3- Paranavai; 4- Congoinhas; 5 - Marialva; 6 - S. Jorge do lvai;
7 - Maringda; e Curitiba-Capital (PR).
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3.2. Teste de Patogenicidade dos isolados

Para avaliar a patogenicidade dos 42 isolados obtidos e supostamente
de Phytophthora associados a gomose em citros, foi realizado teste em plantas
de limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), produzidas em sacos plasticos, com
trés meses de idade, em condi¢cdo de casa-de-vegetacao, utilizando o “método
de insercéo de disco de meio de cultivo contendo micélio”, proposto por Siviero
et al, (2002).

Para producdo do inéculo, os isolados foram multiplicados em placas
de Petri com meio CA, em estufa de cultura tipo BOD, a 26° C, na auséncia de
luz, durante sete dias.

Para inoculacéo, utilizando-se de uma lamina cortante, retiraram-se
discos de meio de cultivo com 5,0 mm de didmetro, contendo micélio do
patdégeno e os fixou em ferimentos feitos no caule das plantas, com a superficie
contendo micélio em contato com a superficie do hospedeiro. Os ferimentos
nas plantas de limao foram realizados retirando-se discos da casca do caule de
5,0 mm de diametro. Em cada planta foram feitos trés ferimentos, distanciados
um do outro de 5,0 cm, com o primeiro a 8,0 cm da altura do caule (Figura 3A,
Figura 3B). Logo ap6s a inoculacdo, sobre o disco de micélio, foi retornado o
disco da casca e cobriu-se o caule nesta regido, diametralmente, com uma
porcdo de algodao hidrofilico umedecido em agua destilada/esterilizada (Figura
3C). O algoddo umedecido foi coberto com uma fita plastica transparente
(Figura 3D). Esse procedimento foi adotado para evitar a desidratacdo do
in6culo e dos ferimentos. Em seguida, as plantas inoculadas foram mantidas
em camara Umida a 28°C por 48 horas visando proporcionar condi¢ées ideais
de infeccéo e desenvolvimento da doenca. ApOs esse tempo, as plantas foram
transferidas para casa-de-vegetacao.

Para cada isolado foram inoculadas duas plantas com trés ferimentos
cada. Como controle, foram utilizados plantas s6 com ferimentos e disco de
meio de cultura sem a presenca de fungo.

Passados 11 dias da inoculagcdo em casa de vegetacéao, retirou-se a
fita plastica, o algoddo e foram realizadas as avaliacbes, considerando o
ferimento resultante da inoculacdo que apresentou maior didmetro de lesao.

Considerou-se isolado patogénico quando se observou, visualmente, a

28



presenca de qualquer tecido necrosado na regiao da inoculagéo tanto da casca
como do lenho. As lesbes foram medidas apenas com a afericdo do
comprimento diametral, na superficie do lenho (diretamente sobre a zona
cambial), com o auxilio de uma régua milimetrada, sendo a zona limite do
comprimento a alteracdo da coloracdo do tecido hospedeiro causada pela
colonizagdo do patégeno. Apos essa avaliagdo, acompanhou-se a formacgéo de

goma nas lesdes até aos 60 dias.

Figura 3. Plantas de liméo ‘Cravo’: (A) Ferimento no caule; (B) Disco do inéculo
no ferimento; (C) Camara Umida com algoddo umedecido em agua;
(D) Protecdo com filme plastico.

3.3. Avaliacédo do crescimento micelial
Para este e 0s demais ensaios experimentais utilizaram-se somente 0s

21 isolados que foram patogénicos a limao ‘Cravo’, sendo que os demais foram

descartados.
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O indculo foi produzido como no ensaio do teste patogenicidade (item 3.
2). Discos de meio de cultivo de 5 mm de didametro, contendo micélio retirados
das margens de colbnias, foram transferidos para o centro de placas de Petri
(90 mm de diametro) contendo 15 mL de meio CA. Em seguida, as placas de
Petri foram mantidas em estufa tipo BOD a 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 35 e 36°C
em escuro continuo. Para cada temperatura, foram preparadas cinco placas de
Petri (repeticdes) de cada isolado. As placas sob as prateleiras na estufa BOD
foram distribuidas de forma inteiramente casualizada.

A partir do terceiro dia até o sexto dia, o crescimento micelial foi
quantificado, diariamente. Procedeu-se a observacdo desse crescimento,
medindo-se o didmetro da colonia em dois sentidos diametralmente opostos,
com o auxilio de uma régua milimetrada. O diametro da coldnia foi expresso
pela média aritmética dos dois didmetros. Também se calculou a taxa de
crescimento diario de cada isolado nas diferentes temperaturas. Além disso,
foi avaliado o aspecto morfolégico de cada col6nia, observando-se o tipo de

coldnia e tipo de micélio presente nas culturas a 28°C.

3. 4. Avaliacéo da esporulacéao

3. 4.1. Producao de esporangio

A producédo de inéculo procedeu-se como no ensaio do item 3.2, assim
como o cultivo dos isolados ap6s a transferéncia para as placas de Petri bem
como a manutenc¢ao das culturas dos isolados na estufa BOD. A capacidade de
esporulacdo dos isolados foi avaliada empregando os meios de cultivo CA
(2009 de cenoura, 18g de agar, 1000 mL de agua destilada) e V8-agar (200 mL
de suco V8-agar, 4g de CaCO3; 18g de agar e 800 mL de agua destilada), a
temperatura ambiente (22 a 28° C), sob luz fluorescente continua, durante 10
dias.

Ao final do décimo dia, com o auxilio de al¢ca de ponta reta, retirou-se
uma aliquota de micélio, transferindo-a para uma gota de lactofenol colocada
sob lamina de microscopia, e em seguida, cobrindo-se o material com laminula,
para observagdo ao microscopio de luz, com aumento de 100 vezes. A

contagem de esporangio foi realizada em cinco campos da lamina indicados
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casualmente. A producédo de esporangio de cada isolado foi expressa como
pouca (+; variando de 1 a 5 esporangios por campo), mediana (++; 6 a 15
esporangios por campo) e alta (+++; mais de 16 esporangio por campo).

O experimento constou de trés repeticdes para cada isolado em cada
meio de cultivo, sendo considerada cada placa de Petri uma unidade

experimental e o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado.

3.5. Producéao de o06sporos

Para determinar o grupo de compatibilidade dos 21 isolados de
Phytophthora, a formagdo dos oo6sporos foi avaliada por meio do pareamento
destes isolados, com os isolados padrbes para os grupos de compatibilidade A;
(isolado 61) e A, (isolado 65) obtidos da micoteca da Embrapa
Floresta/Colombo/PR, ambos pertencentes a espécie P. nicotianae obtidos de
plantas de acécia-negra. Todos os isolados foram cultivados em placas de Petri
contendo o meio CA, durante sete dias, em incubadora, tipo BOD, em escuro
continuo, a 26° C. Apds esse tempo, discos de meio de cultivo de 5,0 mm de
diametro, contendo micélio dos isolados A; e A,, foram pareados com discos
de todos os isolados a serem testados, em placas de Petri contendo o meio
CA. Em cada placa de Petri, colocou-se um disco do isolado padréo e um disco
do isolado a ser testados distanciados de 3,0 cm, de maneira que, em uma das
metades da placa, ficasse o isolado do A; ou A, e, na outra metade, o isolado a
ser teste.

Em seguida as placas foram incubadas a 25° C em BOD por sete dias,
em condicfes de escuro continuo. Para observacao da formacédo de o4sporos,
com uma alca de ponta reta, raspou-se a superficie do meio de cultivo na
regido onde houve coalescéncia das duas col6nias. O material fungico raspado
foi colocado em gota de lactofenol em lamina de microscopia e observado ao
microscépio Optico de luz. A compatibilidade foi constatada pela presenca ou
auséncia de oosporos, indicando a qual grupo de compatibilidade os isolados
pertencem.

Todos os isolados foram pareados com os dois grupos padrbes, num

total de trés repeti¢cdes para cada combinacao de pareamento.
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3.6. Morfologia e dimenséo de esporangios e clamidésporos

Para avaliagdo das dimensdes dos esporangios, os isolados foram
cultivados em CA, em estufa de cultura tipo BOD, a 26° C, na auséncia de luz.
Passados cinco dias de incubacéo, discos de meio de cultivo contendo micélio
retirado das margens da col6nia foram transferidos para placas de Petri de 90
mm de diametro, contendo 15 mL de suspensfes de extrato de solo nao
autoclavado, meio liquido étimo para esporulacdo de Phytophthora, sendo oito
discos para cada placa. As placas de Petri foram dispostas sob luz fluorescente
continua, a 26° C, durante 48 horas. O solo utilizado foi do tipo nitossolo
eutroférrico, coletado da horta ensino/UEM/Departamento de Agronomia. O
extrato foi obtido misturando 10 g do solo em 1000 mL de agua destilada. Apos
homogeneizagdo, a suspensdo permaneceu em repouso por 24 horas para
sedimentacao da fracdo mais densa. Em seguida, a parte liquida foi retirada e
filtrada para retirada da frac&o grosseira e usada no ensaio experimental.

Apos as 48 horas sob luz fluorescente, nos dois discos de meio de
cultivo onde se observou, visualmente, maior desenvolvimento de estruturas
fungicas, retirou-se aliquotas destas, transferindo-as para gota de lactofenol em
lamina de microscopia. Ao microscopio de luz, utilizando-se de lamina e ocular
micrométricas, mediram-se as dimensdes (comprimento e largura) dos
esporangios formados. De cada placa de Petri, foram preparadas oito laminas
(quatro laminas de cada disco), medindo-se as dimensdes de 50 esporangios
para cada isolado, eleitos casualmente. Além disso, avaliaram-se as
profundidade e largura da papila do esporangio, como também se observou a
sua morfologia.

Para aqueles isolados onde houve formacdo de clamidésporos, foi
realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente para medir o diametro

e espessura da parede dessa estrutura.
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3.7. Ontogenia dos esporangios

O meio de cultivo e o procedimento para produgédo dos esporangios
foram os mesmos empregados no item anterior (3.6). Apés as 48 horas em
suspensao de extrato de solo, para os dois discos de meio de cultivo, onde
observou visualmente maior desenvolvimento micelial, retirou-se a tampa de
cada placa de Petri e, ao microscopio de luz, com aumento de 100 x (objetiva
de aumento de 10 x) observou -se a ontogenia dos esporangios (umbelada ou
simpodial). Para cada disco, observou-se cinco tipo de formacdo de

esporangio.

3.8. Morfologia do anteridio e dimensdes do oogdnio e o6sporo

O meio de cultivo e o procedimento para a producédo dessas estruturas
reprodutivas foram os mesmos do item (3.4), assim como a preparacao das
laminas. O procedimento para preparacao das laminas constou da retirada de
uma pequena aliquota de meio de cultura na linha de intersec¢do das duas
colonias onde se da a formacao de tais estruturas. As medicdes do diametro,
do oogbnio e do odsporo foram feitas em 50 unidades de cada um para cada
um dos 21 isolados. Cada anteridio observado foi classificado como anfigeno
ou paragino, conforme o ponto de ligagdo com o oogénio.

3.9. Caracterizacdo molecular
3.9.1. Isolamento do DNA

Para extracdo de DNA gendmico, os isolados foram cultivados em
meio liquido de cenoura (200g de cenoura; agua destilada g.s.p. 1000 mL), por
cinco dias, a temperatura de 25° C, em incubadora tipo BOD, em escuro
continuo. A massa micelial de cada isolado foi separada do meio liquido por
fitragem em gaze e colocada em tubos tipo Eppendorf, e em seguida,
preservada em ‘freezer a - 20° C. Empregou-se o kit de extracdo DNAzol
(Invitrogen) e, de acordo com as especificacdbes do fabricante,
aproximadamente 50 mg de micélio de cada isolado, macerados em cadinho
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de porcelana com nitrogénio liquido até obter um fino p6é que foi transferido
para tubo de Eppendorf de 1,5 mL. Em seguida, foi adicionado 1,0 mL do
reagente DNAzol e a mistura foi homogeinizada com uma pipeta por
realizacdo de movimento de vai-vem. Posteriormente, foram feitos 10
movimentos de inversédo nos tubos para melhor homogeinizagéo da suspenséo
das amostras Sequencialmente, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g
(11.600 rpm) por 10 minutos, removendo o sobrenadante para tubos de
Eppendorf. Para precipitacdo do DNA, foram adicionados aos tubos 500 uL de
etanol 100% e em seguida os tubos foram agitados invertendo-os gentilmente,
seguido de repouso, em temperatura ambiente, por trés minutos. Apos esse
tempo, as amostras foram novamente centrifugadas por dois minutos a 4.000g
(7.500 rpm) e descartou-se o0 sobrenadante. Para a solubilizacdo do DNA, os
tubos foram mantidos abertos por 5 a 15 segundos para evaporacao do etanol.
Esse processo foi argilizado fazendo-se a secagem das paredes dos tubos com
tiras de papel toalha autoclavadas. ApO0s a evaporacdo do etanol, foi
adicionado 0,3 mL de solucdo 8 mM de NaOH aos tubos e estes foram
mantidos expostos ao ar por mais alguns segundos para garantir maior
solubilizacdo do DNA precipitado. As amostras de DNA foram mantidas a 4° C.
Bandas de DNA gendmico total, separadas por eletroforese em gel de agarose
a 1%, foram usadas para quantificacdo e como indicadoras da integridade do
DNA extraido.

3.9.2. Reacéo da polimerase em cadeia (PCR) e sequenciamento

Para amplificacdo das regibes ITS1 e ITS2 e gene 5.8S do DNA
ribossdémico (rDNA) (Figura 4), foram empregados os pares de primers
ITS5/ITS2 e ITS4/ITS3, conforme o protocolo descrito por White et al. (1990). A
reacdo de PCR foi executada com volume total de 50 pL, contendo DNA
gendmico, 50 mM MgCl,, 10x PCR Buffer, 0,2 mM de cada um dos dNTP,
dATP, dCTP , dGTP, dTTP, 1 U da Tag polimerase e mais 1mM de cada
primer. Todas as reac6es foram baseadas em 30 ciclos, sendo: 1 min a 94° C;
1 min a 61° C; e 2 min a 72° C. Previamente aos ciclos, as amostras foram
submetidas a temperatura de 94° C por 1,0 min e de um periodo extra de

extens&o de 5 min a 72° C apos os 30 ciclos. As reacdes de amplificagdo foram
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conduzidas em um termociclador Tpersonal Whataman Biometra (Biometra
GmbH, Geottingen, Alemanha).

Para o sequenciamento do rDNA de Phytophthora spp., as
amplificacbes de PCR foram realizadas em um volume de 50 pL contendo
39,25 uL de agua, 5 pL de 10 x PCR buffer 1,5 pL, 50 mM MgCl,, 1 yL de 10
mM de dNTP’s, 1 yL de cada primer, 5 pL de DNA gen6mico e 0,25 pL da Taq
DNA polimerase. Todas as amplificacdes de PCR foram feitas em um aparelho
termociclador Tpersonal Whatman Bidometra (Biometa BmbH, Goettingen,
Alemanha). Os produtos da reagdo de PCR foram purificadas com o “Kit
PureLink™ PCR Purification” (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Apos a
purificacdo, as amostras foram encaminhadas para o sequenciamento no
Instituto Bioldgico de Séo Paulo/Laboratério de Bioquimica Fitopatologica. O
sequenciamento direto foi realizado com aparelho ABI Prism 377 DNA
Sequencer (PE Applied Biosystem, Noewalk, CT, EUA) para serem
comparadas com sequéncias de Phytophthora spp. disponiveis no GenBank.

ITSS ITS3
= =
18S ITS1 5.8S ITS2 28S ]
GSZ ?I'S4

ITS2 > 5- GCTGCGTTCTTCATCGATGC - 3
ITS3 2 5- GCATCGATGAAGAACGCAGC - 3
ITS4 > 5- TCCTCCGCTTATTGATAT- 3

ITS5 2 5- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’

Figura 4. Mapa do gene do DNA ribossomal (rDNA) nuclear, com a localizacao
dos primers (Baseado em WHITE et al., 1990).

3.9.3. Anélise dos resultados

Seguindo a metodologia proposta por Schneider (2003), as sequéncias
do rDNA dos 21 isolados avaliados neste trabalho foram comparadas com as
sequéncias de Phytophthora spp. disponiveis no banco de dados do Gen Bank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) para a mesma regido (‘blast search”). A

comparacao das sequéncias de nucleotideos do gene 5.8S, regides ITS1 e
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ITS2 do rDNA dos isolados de Phytophthora spp. foram realizadas atraves de
alinhamentos multiplos obtidos utilizando-se o programa CLUSTAL W

disponivel on line” no endereco eletrénico

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html). A partir dos alinhamentos,

foram preparadas arvores filogenéticas com o programa PAUP*4.0 (Sinauer
Associates, Inc., Sunderland, MA, EUA) utilizando-se o método de maxima
parcimdnia (maximum parsimony), com o procedimento de busca heuristica
(heuristic search/stepwise addition/random search) e o método de agrupamento
de vizinhos (“neighbor joining”). Os ramos das &rvores foram testados por

“bootstrap”, com 1000 repeticdes.
3.9.4. SSCP (single-strand-coformation polymorphism)

Para amplificacdo do DNA e realizacdo das analises SSCP dos
produtos da PCR, foi usado a metodologia de Kong et al. (2003), com algumas
modificacdes. Para amplificacdo do DNA dos isolados de Phytophthora,
utilizou-se um par de “primers” desenvolvido para Oomycetes (COOK et al.,
2002), sendo o “primer forward” ITS6: 5- GAA GGT GAA GTC GTA ACA AGG
-3’ localizado no gene 18S e o “primer reverse” ITS7: 5 - AGC GTT CTT CAT
CGA TGT GC - 3’ localizado no gene 5.8S do rDNA. A PCR foi executada com
o volume total de 50 pL, contendo, assim, 39,25 pL de agua ultrapura, 5 uL de
10 x PCR buffer, 1,5 uL de MgCl, a 50mM, 0,1 pL de dNTPs a 10 mM, 1 uL de
cada um dos primers (“forward e reverse”) e 0,25 pL de tag'™ polimerase. A
reacao de PCR se efetivou com o tempo inicial de desnaturacéo de 2,0 minutos
a 96° C, seguido de 30 ciclos de 94° C por 30 segundos, 55° C por 45 segundos
e 72° C por um minuto. Apés os 30 ciclos, as amostras foram submetidas a
temperatura de 72° C por 10 minutos de um periodo extra de extensdo. As
reacoes de amplificacdo foram conduzidas em um aparelho Termociclador
Tpersonal Whataman Biometra (Biometra GmbR, Geottingem, Alemanha). Em
seguida, as amostras foram preparadas para corrida em gel de agarose a 2%
corado com brometo de etidio para confirmar a amplificacdo do DNA. Para
visualizagcdo das bandas e documentacdo, as imagens foram capturadas

usando o equipamrnto fotografico “Doc-Print II” (Vilber Lourmat) e fotografado.

36


http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html

3.9.4.1. Gel de Poliacrilamida - SSCP

Para 30 mL de gel de poliacrilamida a 8%, foram utilizados 18,6 mL de
agua destilada/autoclavada, 3 mL de TBE 5x, 8 mL de acrilamida (29:1), 350
pL de persulfato de amodnia e 50 pL de TEMED. O tampé&o desnaturante foi
preparado com 950 pL de formamida, 40 pL de EDTA a 500 mM e pH = 8,0, 10
puL de agua e uma pequena pitada de bromofenol. As amostras foram
preparadas colocando-se as mesmas quantidades de produto de PCR e de
tampao desnaturante num microtubo de 0,2 pL de capacidade. A quantidade
utilizada foi de 5 pL de DNA (produto de PCR) mais 5 pL de tampéo
desnaturante. As amostras foram levadas ao termociclador por 10 minutos a 96°
C. Apl6s esse tempo, as amostras foram retiradas do termociclador
rapidamente e colocadas em gelo por um periodo de um minuto e, na
sequéncia, aplicadas em gel previamente pré-corrido por 10 minutos. O
preparo do “DNA ladder” foi feito com 2,0 uL de Phx174/Haelll diluido na
proporcédo 1:5 e 2 pyL de produto de PCR de P. cinnamomi amplificado com os
“‘primers” ITS6 e ITS7 para 36 uL de SSCP com corante carregador. O tempo
de corrida das amostras constou-se de 4 horas a 200 V. Apds a corrida, o gel
foi cuidadosamente retirado da cuba e transferido para um pote de vidro
transparente para efetivacdo da revelacdo das bandas com nitrato de prata. A
revelacdo do gel de poliacrilamida foi feita colocando inicialmente sobre o gel
uma mistura de etanol a 10% mais 180 mL de agua destilada por |0 minutos.
Apos esse tempo, o gel foi lavado rapidamente com agua destilada. Em
seguida, ao gel foi adicionada uma mistura de 3,08 mL de HNO3; a 65% e 197
mL de agua destilada durante 3,0 minutos. Em sequéncia, o gel foi lavado duas
vezes com agua destilada. Apos essa lavagem, foi colocada a solucédo de
nitrato de prata a 2% e deixou-se sob agitacdo leve durante 20 minutos.
Novamente, o gel foi lavado duas vezes com agua destilada. Em seguida,
colocou-se a solucao reveladora (200 mL de carbonato de célcio a 3% mais
108 pL de formaldeido) até obter boa visdo dos padrbes das bandas. Apos
descartar a solucdo reveladora, adicionou-se 200 mL de solucdo de &acido
aceético a 5% por 15 minutos para interromper a reagdo. Apés a revelacao, a

visualizagdo e documentacdo do gel foram realizadas sob luz branca em
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equipamento de fotodocumentacdo (UVPGDS- 8000 System) para comparacéo

e andlise entre as espécies.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencéao dos isolados

O uso de pera cv. D’anjou como isca biolégica para obtencdo de
isolados de Phytophthora spp. em cultura pura, associada a gomose dos citros
apresentou-se adequada. Entre o quarto ao quinto dia apos imergir
parcialmente o fruto de pera na suspenséo de solo apareceram 0S primeiros
sintomas de necrose. Para melhorar a eficiéncia de sucesso no resultado do
isolamento do fungo, no mesmo dia em que se observaram 0s sintomas de
necrose no fruto, foi necessario prosceder o isolamento. Caso contério, o indice
de contaminantes por micro-orgamismos saprofitas € muito grande, reduzindo
0 sucesso dessa técnica. Dos quatro fragmentos de fruto de pera colocados em
cada placa de Petri, a partir da maioria, observou-se o crescimento micelial
com caracteristicas ao de Phytophthora spp., ou seja, hifas asseptadas, de
coloracdo branca, delgadas e colbnias de aspecto cotonoso denso. Assim
foram obtidos 21 isolados de Phytophthora spp. associados a gomose em
citros (Tabela 1).

Outros  detalhes importantes que influenciaram muito  no
desenvolvimento dessa técnica foram os seguintes:

- O uso de frutos de péra de outras variedades ndo resultou em sucesso
dessa técnica, pois foram testados frutos de pera: ‘Willians, ‘D’agua’, ‘Péra-
rocha’, mas em nenhum houve formacao de necrose;

- O estadio de maturacdo do fruto de pera foi muito importante, visto
que o uso de frutos em estadios iniciais e mais avancados de maturacéo
reduziu drasticamente o sucesso da técnica. Em frutos em estadio inicial de
maturacdo, ndo ocorria infeccdo por Phytophthora, consequentemente, n&o
havia formacéo de necrose. Em frutos em estagio avancado de maturacao, o
indice de contaminacdo por micro-organismos saprofitos foi muito elevado nas

necroses, dificultando muito a obtencéo das culturas puras;
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- A amostragem também foi importante no sucesso da técnica.
Geralmente, os primeiros sintomas de gomose na parte aérea aparecem de
“‘um lado da planta” de citros, que corresponde ao “lado do sistema radicular”
afetado pelo patdgeno. A amostra de solo mais raizes deve ser retirada “desse
lado”. Deve-se, também retirar amostras do solo nas regides o mais proximo
possivel das raizes com necroses recentes. O uso de amostras de raizes em
estadio avancado de necrosamento resultou em alto indice de contaminacéo
com microrganismos saprofiticos e, conseqiientemente na obtencéo de cultura
pura. Seguindo-se cuidadosamente estes passos, obtem-se 90% de

aproveitamento da amostragem com sucesso no isolamento.

4.2. Teste de Patogenicidade

Dos 42 isolados obtidos em cultura pura, 21 isolados de Phytophthora
spp. foram patogénicos as plantas de limao ‘Cravo’, causando sintomas tipicos
de gomose. Limao ‘Cravo’ constitui-se no principal porta-enxerto empregado na
citricultura brasileira, em cerca de 95% nos pomares comerciais. Para estes
isolados, houve formacédo de lesGes necréticas no caule do hospedeiro, tanto
no lenho, e principalmente, na casca. As dimensdes longitudinal e radial das
lesBes variaram para os diferentes isolados (Quadro 1; Figura 5). Aos 14 dias
apos a inoculacdo, observou a exsudacdo de goma nas lesdes, cuja
intensidade também variou entre os isolados. Este sintoma se prolongou até
120 dias ap6s a inoculacado. Para os isolados PR7, PR11, PR22, PR26 e PR30,
ocorreram a cicatrizacao parcial da lesédo e para os demais isolados PR1, PR2,
PR3, PR4, PR5, PR6, PR8, PR9, PR14, PR17, PR18, PR19, PR20, PR25,
PR27 e PR32, ocorreram ininterruptos crescimentos longitudinal e radial da
leséo, ndo se observando formacao de quaisquer tecidos de cicatrizacao.

Aos 90 dias da inoculacao, observou-se o inicio de amarelecimento das
folhas (Figura 5D). Planta ndo inoculada (s6 com ferimento) ndo desenvolveu
nenhum tipo de sintoma e ocorreu a cicatrizagdo do tecido nos locais dos
ferimentos (Figura 5E).

Muniz et al. (2004) testaram a patogenicidade de nove isolados de
Phytophthora nicotianae obtidos da rizosfera de laranjeiras (Citrus sinensis)

infectadas do Estado de Alagoas em mudas do porta-enxerto liméo ‘Cravo’
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(Citrus limonia Osbeck) com cinco meses de idade e em frutos de laranja
‘Péra’. Todos os isolados foram patogénicos quando inoculados em frutos de
laranja ‘Péra’ e apenas dois isolados ndo foram patogénicos em mudas de
limdo ‘Cravo’. Plantas inoculadas com isolados de P. nicotianae produziram
apenas lesGes necréticas no caule, ndo observando clorose nas folhas ou
morte de planta apds 90 dias de inoculacao.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que, de acordo com a
observacdo do comprimento das lesbes, ocorreu diferenca de susceptibilidade
de mudas de limao ‘Cravo’ aos isolados testados de Phytophthora spp. Lesdes
> 10 mm foram consideradas altamente susceptiveis (PR6, PR14, PR20), <
10mm e > 6mm, moderamente susceptivel, (PR1, PR4, PR18, PR19, PR25,
PR26, PR27, PR32) e ainda = ou < 6mm, baixa susceptibilidade (PR2, PR3,
PR5, PR7, PR8, PR9, PR11, PR17, PR22, PR30). Para todos os isolados,
houve formacé&o de goma (Figura 5A), mostrando que n&o existiu relacdo de
formacdo deste sintoma com susceptibilidade do hospedeiro. Segundo
Feichtenberger (1990,1996) e SIVIERO et al. (2002), limdo ‘Cravo’ pode ser
considerado moderamente susceptivel a P. nicotianae. Feichtenberger
(1990,1996) também relatou que limdo ‘Cravo’ pode ser considerado
moderamente susceptivel a P. citrophthora.
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Tabela 2. Patogenicidade de isolados de Phytophthora spp. a mudas de limao
‘Cravo’, aos 20 dias ap6és a inoculacao.

Isolado Comprimento da Exsudacéo de goma
lesdo (mm) 15 dias 60 dias
PR1 8 +++ -
PR2 6 + + + + + +
PR3 5 +++ +
PR4 7 + + + + + +
PR5 6 +++ -
PR6 13 + + + + + +
PR7 5 + -
PR8 6 + -
PR9 5 +++ -
PR11 5 +++ -
PR14 13 ++ +++
PR17 5 ++ +++
PR18 7 ++ +++
PR19 8 + + + + + +
PR20 16 +++ ++
PR22 6 + -
PR25 9 +++ ++
PR26 7 ++ -
PR27 7 ++ +
PR30 6 ++ -
PR32 8 ++ +
+ gota pouco visivel de goma exsudada
++ gota facilmente visivel de goma exsudada
+++ goma formada em grande quantidade com escorrimento da gota

- auséncia de goma
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Figura 5. Sintomas de gomose em caule de mudas de liméo ‘Cravo’ inoculadas
com micélio do oomiceto Phytophthora spp. (A) exsudagdo de goma
na leséo; (B, C) lesbes em estagio avancado de desenvolvimento; (D)
amarelecimento de planta; e (E) tratamento testemunha.

4.3. Efeito da temperatura no crescimento micelial

Os resultados mostraram que houve efeito significativo da temperatura
sobre o crescimento micelial dos 21 isolados supostamente de Phytophthora
spp., havendo comportamento diferenciado entre os isolados (Tabela 3). A
excecgdo do isolado PR20 para a temperatura 36° C, todos os outros isolados
apresentaram crescimento micelial em todas as temperaturas avaliadas, que
variaram entre 8 a 36° C. Para o isolado PR20, o maior diametro das coldnias foi
observado entre 20 e 28° C, enquanto que para os demais isolados o maior
diametro das col6nias foi observado entre 24 e 32° C. Essa variagdo na faixa
Otima de temperatura para o crescimento micelial indica diferenca de espécies
entre os isolados.

As curvas de crescimento para o desdobramento das diferentes
temperaturas para cada isolado estdo representadas pela Figura 6. Através das

equacglOes ajustadas por regressao, temperatura em fungdo do crescimento
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micelial, estimou-se a temperatura 6tima de crescimento micelial, ou seja,

temperatura na qual foi observado maior pico de crescimento micelial para cada

isolado (Tabela 3). A partir das equacdes ajustadas pelas analises de regresséo,

foram calculadas as solu¢ées para a equacéo de segundo grau ax® + bx + ¢ = 0,

0 qual ndo ocorreria mais crescimento micelial (Tabela 4).

Tabela 3. Crescimento micelial (diametro de colénia em mm) de isolados do

oomiceto, Phytophthora spp. em diferentes temperaturas no meio de
cultivo cenoura-agar.

Isolado

Temperaturas (°C)

8 12 16 20 24 28 32 35 36

PR1
PR2
PR3
PR4
PR5
PR6
PR7
PR8
PR

PR11

PR14

PR17

PR18

PR19

PR20

PR22

PR25

PR26

PR27

PR30

PR32

9,2b' 256c 61,8a 682c 90,0a 90,0a 89,0a 660d 180a
104b 24,2c 620a 748b 90,0a 89,0a 87,0a 682d 140b
88b 260c 624a 698c 900a 874a 834b 598e 110c
96b 204d 604a 730b 900a 888a 856a 716c 122D
78b 22,0d 64,0a 754b 90,0a 90,0a 86,2a 524f 10,6c
74b 222d 616a 726b 90,0a 900a 818b 486g 7,0d
94b 22,0d 624a 70,0c 900a 90,0a 86,0a 77,6b 132D
96b 21,4d 620a 704c 900a 862a 880a 69,0d 98¢
76b 250c 620a 726b 90,0a 820b 810b 66,2d 154D
86b 240c 556c¢c 682d 71,0a 850b 820b 44,0h 8,0d
94b 22,0d 61,0a 690c 860b 850b 810b 71,0c 80c
76b 236c 524d 652d 900a 860b 836b 688d 142D
98b 20,8d 616a 71,2b 848b 858a 884a 578e 134D
90b 152e 50,2d 706b 854b 900a 826b 772b 7,8d
246a 37,2a 516d 60,2e 720c 626c 384c 84i 50d
1000b 24,6c 538c 756c 89,0a 86,2b 84,2a 804a 122b
1000b 31,2b 57,2b 80,4a 90,0a 87,0a 818a 800a 144b
1000b 27,6c 584b 708c 90,0a 87,6a 86,0a 806a 1460b
10,8b 24,2c 54,4c 70,2c 90,0a 90,0a 868a 824a 194a
104b 27,4c 580b 736b 90,0a 90,0a 858a 76,0b 9,0d
96b 260c 516d 744b 900a 900a 860a 762b 7,.6d

! Os dados sdo0 média de cinco repetices e médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knot, ao nivel de 5%
de probabilidade. CV 4,6 %.
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A 8° C, os isolados apresentaram crescimento micelial baixo,
enquadrando-se no mesmo grupamento, com excec¢ao do isolado PR20, que
apresentou crescimento relativamente maior (24,6 mm), diferindo-se
estatisticamente dos demais. Houve crescimento micelial dos isolados aos 36°
C, com excecao do isolado PR20, que ndao mostrou nenhum crescimento,
embora n&o diferindo estatisticamente dos isolados PR6, PR11, PR19, PR30 e
PR32. Deve-se ressaltar que presenca ou auséncia de crescimento micelial a
temperatura de 36° C constitui caracteristica importante para identificacdo de
Phytophthora citrophthora uma vez que este micro-organismo ndo apresenta
crescimento micelial a temperaturas acima de 35° C.

O maior diametro de col6nia foi observado entre 24 e 32° C para todos
os isolados, a excecao do isolado PR20, cujo maior diametro observado foi nas
temperaturas 24 e 28°C.

As curvas de crescimento para o desdobramento de temperatura para
cada isolado estdo representadas pela Figura 6. Através das equacdes
ajustadas por regressado, temperatura em funcdo do crescimento micelial,
estimou-se a temperatura 6tima para crescimento micelial, ou seja, temperatura
na qual se pode observar o maior crescimento micelial para cada isolado
(Tabela 4).
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Tabela 4. Temperatura 6tima e minima estimadas para o crescimento micelial
de isolados de Phytophthora originados de citros, através das
equacles ajustadas por regressdo e equacdo de segundo grau,
respectivamente, e pico de crescimento micelial observado para
temperatura 6tima.

solados  C'escimento  Temperatura  Temperatura
micelial (mm) 6tima (°C) minima (°C),y =0
PR1 87,6' 24,62 8.1°
PR2 88,6 24,4 8,1
PR3 87,0 24,1 8,2
PR4 87,4 24,6 8,3
PR5 89,2 23,9 8,4
PR6 87,2 23,8 8,4
PR7 87,3 24.8 8.2
PR8 87,1 24,4 8,3
PR9 85,9 24,3 8,2
PR11 78,9 23,9 8,1
PR14 84,2 24,5 8,2
PR17 82,7 24.9 8.3
PR18 85,7 24.3 8.2
PR19 82,7 25,0 8,6
PR20 66,7 21,3 5,8
PR22 86,7 24,9 8,2
PR25 89,9 24,7 7.9
PR26 87,4 24.9 8.0
PR27 86,0 25.3 8.1
PR30 87,8 24,5 8.1
PR32 86,8 24,6 8,2

! Maior crescimento micelial correspondente & temperatura 6tima;
2 Temperatura 6tima estimada pelas equacdes ajustadas por regressao;
% Temperatura minima estimada pelo ajuste das equacdes de segundo grau.

46



Y=-0.3228x*+15.92x-108.60

Y=-0.3339x*+16.33x-110.98

Temperatura °C

100 100 4
90 1 o o R=7873% 90 4 RS=77.39%
80 4 80 4
70 1 70
60 - 60 -
£ £ |
£ 50 £ 50
40 + 40 +
30 4 30 4
20 ° 20
L]
10 A ] 10 4 .
0 T T T T T T T ! 0 T T T T T T T !
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura °C

Isolado PR2

Y=-0.3450x°+16.63x-113.33

Y=-0.3298x*+16.24x-112.50

Temperatura °C

100 4 100

90 - o o R’=79.98% 90 - . o R=74.67%
80 1 ° 80 4
70 + 70 A
60 - 60
E 50 o E 50
40 A 40 +
30 4 30 1
20 + 20 1

10 . ° 10 4 . °
0 T T T T T T T l 0 T T T T T T T l
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura °C

Y=-0.3699x*+17.74x-123.47

Isolado PR4

Y=-0.3691x*+17.61x-122.83

100 S 100 +
o0 #R*=81.02% o0 | . *R’=79.31%
80 + 80
70 4 70
60 | 60 4
E 50 A E 50 1
40 40 -
30 - 30 4
20 4 20 1
10 4 . ° 10 4
0 T T T T T T T l 0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Temperatura °C Temperatura °C
Isolado PR5 Isolado PR6
100 Y=-0.3175x*+15.77x-108.45 100 - Y=-0.3348x"+16.37x-112.92
= 0,
] . + RZ=72.24% ] . . R. 74.23%
80 - ° 80 -
70 4 70 +
60 - 60 -
£ | € |
c 50 c 50
40 A 40 A
30 4 30 4
20 4 20 4
10 1 o d 10 4 . .
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T !

5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura °C

5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura °C

Isolado PR7

Isolado PRS8

Figura 6. Equacdes ajustadas a partir do desdobramento da variavel
temperatura dentro de cada isolado (diametro/mm).
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Continuacéo... (Figura 6).
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Continuacgéo... (Figura 6).

temperaturas, maxima de 37° C para o género Phytophthora, € um carater
fisiolégico que tem sido comumente usado para auxiliar na identificacdo de
espécies desse género, que crescem bem em temperaturas altas, uma vez que
as espécies possuem diferentes temperaturas maximas de crescimento. Essa
caracteristica pode ajudar a separar espécies que sejam morfologicamente
semelhantes. Alves (2008) considerou o efeito da temperatura no crescimento

micelial uma importante variavel para classificar espécies de Phytophthora

Isolado PR30

Segundo Erwin e Ribeiro (1996), o crescimento micelial em altas

7

associadas a doengas em acacia-negra (Acacia mearnsii).




Muniz et al. (2004) também relataram que os limites de temperatura
méaxima e minima para o crescimento micelial sdo uma caracteristica, que pode
ser muito importante na identificacdo de algumas espécies de Phytophthora.

Neste trabalho, a faixa de temperatura Otima para o0 crescimento
micelial de 20 dos 21 isolados foi semelhante a descricdo de temperatura 6tima
para a espécie P. nicotianae proposta por Erwin e Ribeiro (1996),
compreendida entre 24 a 32° C. De acordo com Holliday (1980), a temperatura
6tima para crescimento micelial de P. nicotianae esta entre 25 a 30° C.

Apenas um isolado, PR20, teve como temperatura O6tima para
crescimento 21,3° C sendo a faixa o6tima para crescimento micelial
compreendida entre 20 a 28° C. Segundo Erwin e Ribeiro (1996), P.
citrophthora apresenta pico de crescimento micelial a 21° C. No entanto
Graham e Timmer (1995), estudando a podriddo marrom em citros em regides
do Mediterraneo, observaram que, nessa espécie, a temperatura 6tima para
crescimento micelial se situa na faixa de 18 a 25°C.

Para McLennas (1936) essa faixa se situa entre 25 a 27,5 °C. Também
Matheron e Matejka (1992) testaram o efeito da temperatura no crescimento
micelial das espécies P. nicotanae e P. citrophthora causando podridédo do pé e
raizes em citros no Arizona e concluiram que a melhor temperatura para P.
nicotianae foi de 30° C e que esta desenvolveu um crescimento micelial
apreciavel a 35° C, enquanto que P. citrophthora foi de 25° C n&o apresentando

nenhum crescimento aos 35°C.

4.4. Caracteristicas culturais e morfolégicas de colbnias

Os 21 isolados que foram patogénicos ao liméo ‘Cravo’ pertencente a
Phytophthora spp., em meio de cultivo CA (cenoura-agar), apresentaram trés
padrées de crescimento micelial. Somente o isolado PR20 apresentou micélio
superficial pouco denso; oito isolados apresentaram micélio aéreo pouco denso
(PR7, PR8, PR9, PR11, PR14, PR17, PR18, PR19) e 12 isolados
apresentaram micélio aéreo denso (PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6, PR22,
PR25, PR26, PR27 PR30, PR32). Os padrdes de colbnias observados se
enquadraram quatro tipos: cotonoso (isolados PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR,
PR17, PR18, PR22, PR30), estrelado (isolado PR20), ligeiramente rosaceo
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(isolados PR9, PR11, PR14, PR19, PR25, PR26, PR27), estrelado para
roséceo (isolados PR7, PR8, PR32) (Tabela 8 e Figura 7). Alves (2008),
trabalhando com Phytophthora nicotianae associada a gomose em acéacia-
negra da regido Sul do Brasil, observou em meio CA que houve variacdes entre
isolados quanto as caracteristicas de formacéo do micélio aéreo, variando de
denso a pouco denso e colénias com padres estrelado, cotonoso, rosacea,
estrelado para rosaceo, ligeiramente estrelado e ligeiramente rosacea.

Islam et al. (2005) sugerem que essa variacdo entre isolados da
mesma espécie pode ser atribuida ao gendtipo de cada isolado, cuja expressao
fenotipica estd relacionada com a interagdo entre gendtipo e condi¢cdes do
meio, principalmente meio de cultura e temperatura de incubacdo. Segundo
Erwin e Ribeiro (1996), os padrbes de colbnias e tipo de micélio sao

caracteristicas pouco Uteis na identificacdo de espécies de Phytophthora.

Figura 7. Morfologia das colbénias de Phytophthora. (A) estrelado- P.
citrophthora; (B) cotonoso, (C) rosaceo, (D) estrelado para rosaceo-
P. nicotianae.
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4.5. Avaliagdo da esporulagao

Quanto a producdo de esporangios, houve diferencas entre os 21
isolados, dependendo do meio de cultivo, & temperatura ambiente (22 a 28° C)
(Tabela 5). De maneira geral, para o0 meio de cultivo V8-agar, houve maior
esporulacdo, do que para o meio de cultivo CA. No entanto, o isolado PR20
nao esporulou em ambos os meios de cultivo e os isolados PR4 e PR19
apresentaram baixa formacdo de esporangios. Os isolados PR8 e PR18
esporularam, abundantemente, em V8-agar. Os isolados PR14, PR17, PR19,
PR20, PR22 e PR25 n&o esporularam no meio CA e os demais isolados
apresentaram baixa esporulacdo neste meio de cultivo. Em meio liquido extrato
de solo ndo autoclavado, todos os isolados esporularam abudantemente.

Silva e Doihara (2003) testaram diferentes meios de cultura para obter
uma abundante esporula¢do com isolado de Phytophthora palmivora em meio
solido. Foram testados os meios de cultura CA, V-8 + CaCO3; e BDA em BOD a
25° C sob iluminag&o constante durante dez dias. Nesse estudo, foi observado
uma maior produgdo de esporangios do isolado no meio de cultura V-8 +
CaCOs;. Abdanur et al. (2003) também testaram estes mesmos meios de
cultura utilizando isolados de Phytophthora sp. patogénicos a acécia-negra e
obsservaram que os isolados produziram raros esporangios. Uma maior
esporulacéo foi obtida na presenca de meio liquido (solucdo de KNO3 e agua

destilada esterilizada), na presenca de luz continua.
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Tabela 5. Esporulacdo de isolados de Phytophthora spp. associados a gomose
do citros nos meios V8-agar e cenoura-agar (CA).

Isolado Meio V8-agar Meio CA Isolado Meio V8-4gar Meio CA
PRI * * PR17 ** -
PR2 * x * PR18 * ok *
PR3 * * PR19 * -
PR4 * * PR20 - -
PR5 * * PR22 * -
PR6 * x * PR25 * ok -
PR7 * * PR26 ** *
PR8 * ok * PR27 ** *
PR9 ** * PR30 ** -

PR11 * x * PR32 * ok *
PR14 ** -
* Poucos esporéngios (de 1 a 5 por campo de observagao);

o Quantidade mediana (de 6 a 15 por campo de observacao);
***  Esporangios abundantes (acima de 16 por campo);
- Auséncia de esporangios;

Campo de observacédo com aumento de 100 x

4.6. Avaliagdo das estruturas reprodutivas

4.6.1. Morfologia e dimensao de esporangios e clamidésporos

Para as dimensdes comprimento (C) e largura (L) dos esporangios
formados no meio extrato de solo, houve variacées entre os isolados. O maior
comprimento foi verificado para o isolado PR20, com média de 52,6 um, e o
menor foi verificado para o isolado PR3, com média de 36,0 um. Com relacao
aos limites superiores e inferiores, no intervalo de dimensdo de esporangio,
observaram-se valores de 25,5 - 65,8 um para comprimento e de 18,6 - 49,6
um para largura. A relacdo C/L foi de 1,3:1, profundidade média da papila foi de
6,1 um e abertura média de 5,8 um (Tabela 6). Estas dimensdes estdo dentro
daquelas preconizadas para P.citrophthora quanto aos valores maximos
encontrados e para P. nicotianae os demais valores.

Muniz et al. (2004), caracterizando nove isolados de Phytophthora,

encontraram intervalos de dimensdes de esporangios cujo comprimento foi de

53



24,6 - 78,7 pm e largura de 16,4 - 49,2 um, semelhantes aos observados neste
trabalho, enquadrando-os na espécie P. nicotianae. Santos et al. (2005),
também classificando espécie de Phytophthora associada a doenca em acécia-
negra, encontraram resultados semelhantes para dimensdes de esporangios e
enquadrou o0 patdgeno na espécie P. nicotianae. Embora Erwin e Ribeiro
(1996) caracterizando P. nicotianae, citaram a ocorréncia de intervalos de
dimensdes de esporangios um pouco menores para a espécie P. nicotianae, 0s
autores afirmaram que essas pequenas variacbes podem ocorrer, néo
caracterizando como uma espécie diferente. J& Feichtenberger (1990), Luz et
al. (2001) observaram valores de 27 - 60 um para o comprimento e de 18,7 -
40,0 um para a largura, também para isolados de P. nicotianae originados de
citros. Estes valores sdo pouco menores em relacdo aos encontrados neste
trabalho, mas, segundo Feichtenberger (1990), esses valores estdo dentro das
possibilidades de variagbes das dimensdes de esporangios, nao evidenciando,
assim, ser outra espécie que ndo P. nicotianae. Gallegly e Hong (2008)
observaram em isolados de P. nicotianae como forma esporangial mais comum
a ovOide, mas muitos estdo entre esféricos e elipsdides, sendo as dimensbes
médias dos esporangios entre 45 a 37 um (razédo C/L 1.2:1).

Em 1906, Smith e Smith relataram pela primeira vez a existéncia de P.
citrophthora em pomares de citros da Califérnia. Os esporangios observados
eram ovalados ou limoniformes, e as vezes, alongados com protuberancia
terminal medindo entre 20 a 30 um de largura por 60 a 90 um de comprimento
(média de 35 a 50 um). Esses valores sdo semelhantes aos encontrados nos
isolados de citros deste estudo quanto aos valores referentes ao comprimento
dos esporangios, porém sao relativamente menores quanto a largura dessas
estruturas. Assim, apenas o isolado PR20, cujas medidas foram 40,3 - 65,8 um
de comprimento e 27,9 - 37,2 um de largura, é o que mais se aproxima e pode-
se enquadrar nessa classificacdo proposto pelos autores para a espécie P.
citrophthora.

No entanto, Feichtenberger (1990) encontrou valores bem maiores para
as dimensdes de esporangios em isolados de citros para a espécie P.
citrophthora que variaram de 33 - 108 um para o comprimento e de 22 - 64 um
para a largura. Também Erwin e Ribeiro (1996) descrevem 0s esporangios da

espécie P. citrophthora com formas muito variadas: elipséide amplamente
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ovoide, globoso, limoniforme ou muito distorcidos com papila proeminente
alguns isolados com duas ou mais papilas. A dimenséo dos esporangios variou
de 27 - 65,3 um para o comprimento e de 18,8 - 40,4 um para a largura com
uma relacéo C/L variando de 1,3:1 - 1,8:1. Paim (2005) observou dimensfes de
esporangios de isolados de Phytophthora citrophthora originados de cacaueiro
de 49,8 £2,8 x 28,2 £1,2 um. Esses resultados foram um pouco menores que
os do isolado PR20, provavelmente pertencente a espécie P. citrophthora. No
entanto, esses valores estdo dentro dos padrdes descritos por Waterhouse
(1963) e Stamps et al. (1990).

Embora os esporangios de P. citrophthora serem descritos por Stamps
et al. (1990) como sendo caducos em alguns isolados, mas ndo em outros,
Mchau e Coffey (1994), numa analise de 77 isolados, todos foram nao
caducos. As formas sdo variaveis estendendo-se de esférico, ovoide,
obpiforme, obturbinado para elipséide, cujas dimensdes sdo 23 a 90 x 18 a 60
pum (média 45 a 30 um) e a relacdo C/L é de 1,2:1 para 2,0:1, (média 1:4).

Esses valores sao também similares aos encontrados nesta pesquisa.
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Tabela 6. Dimensdes de esporangios de isolados de Phytophthora spp.
originados de citros e produzidos no substrato extrato de solo.

Dimensao do esporéngio (um)

Dimenséao da papila (um)

Isolado Comprimento (C) Largura (L) C/L  Profundidade Largura

PR1 62,0™- 48,42-434,13 46,5-338-248 14 12,4-7,7-31 93-6,9-3,1
(+5,76) (+3,6) (+1,7) (+1,6)

PR? 62,0-36,6-26,8 40,3-256-186 14 93-57-3,1 93-48-3,1
(+7,6) (+4,9) (+2,0) (+1,9)

PR3 58,9-36,0-255 434-278-21,7 13 93-61-31 93-61-3,1
(+6,8) (5,2) (+1,4) (+1,9)

PRA 55,8-43,4-279 496-31,3-248 13 93-63-31 93-7,3-46
(+6,5) (+4,2) (+1,3) (+1,4)

PRS 55,8 - 39,9 - 27, 40,3-289-21,7 13 93-54-31 93-57-31
(+6,6) (+3,9) (+1,5) (+1,4)

PRE 58,9-46,4-34,1 40,3-30,7-248 15 10,8-7,0-46 93-65-4,6
(5,8) (+2,7) (+1,4) (+1,3)

PR7 55,8-439-34,1 465-31,8-248 13 93-62-46 93-6,0-3,1
(+4,9) (+4,2) (+1,1) (+1,2)

PRE 58,0-48,7-31,0 465-332-279 14 93-60-31 93-61-3,1
(+6,1) (+4,5) (+1,1) (+1,4)

PRO 55,8-43,1-34,1 40,3-316-248 14 93-57-31 93-53-31
(+6,2) (+3,7) (+1,3) (+1,4)

PR11 496-422-341 37,2-298-248 14 7,7-52-31 7,7-53-3,1
(+3,5) (+2,4) (+1,2) (+1,2)

PR14 55,8-43,8-279 40,3-30,6-248 14 93-59-31 93-57-31
(5,8) (+3,7) (+1,2) (+1,6)

PR17 55,8-455-37,2 37,2-31,1-186 14 93-56-3,1 93-57-3,1
(+4,9) (+3,3) (+1,4) (+1,3)

—_— 62,0-47,4-37,2 40,3-33,3-248 14 93-46-31 93-45-3,1
(5,6) (+3,6) (+1,3) (+1,4)

PR19 49,6 -405-31,0 37,2-296-248 13 93-47-31 62-44-31
(5,3) (+3,0) (+1,4) (+1,1)

PR20 65,8-52,6-40,3 37,2-31,2-279 14 62-50-3,1 62-53-3,1
(+3,3) (+2,1) (+1,1) (+0,9)

PR22 55,8-46,9-31,0 458-33,7-279 14 93-55-31 93-62-46
(£5,3) (£3,9) (£1,2) (x1,4)

PR2S 55,8-50,2-40,3 40,3-33,2-279 15 93-55-31 93-56-3,1
(+4,1) (+3,4) (+1,2) (+1,2)

PR26 55,8-455-341 40,3-321-279 14 93-55-31 93-59-3,1
(+6,4) (+3,8) (+1,1) (+1,7)

PR27 58,9-47,6-37,2 40,3-329-279 14 93-63-3,1 93-66-3,1
(5,7) (+4,0) (+1,3) (+1,6)

PR30 55,80-46,5-34,1 40,3-31,1-248 14 62-53-31 93-58-31
(+5,4) (+3,2) (+1,1) (+1,3)

PR32 52,7-469-37,2 37,2-305-248 15 93-54-31 93-6,0-3,1
(+3,9) (+2,9) (+1,2) (+1,3)

‘Limite superior; °‘Média de 50 esporangios; °Limite inferior; “Desvio padrao.

Todos os isolados, a exce¢cdo do PR20, formaram clamidésporos em
abundéancia no meio de cultura CA e em meio liquido extrato de solo (Tabela 7,
Figura 8). Os clamidosporos se apresentaram de formato globoso (esférico),

com paredes lisas, as vezes, amareladas, terminais ou intercalares com
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didmetro variando de 21,7 - 43,4 um (média de 32,2 um) e espessura da parede
de 1,2 - 3,1 um (média 1,9 pm).
Os 20 isolados que produziram clamiddsporos abundantemente, nos
referidos meios de cultivo, foram classificados como P. nicotianae. J& o isolado
PR20, classificado como P. citrophthora, ndo produziu clamidésporos em
nenhum dos meios testados.
De acordo com Stamps (1990), as caracteristicas dos clamidésporos
podem ser usadas como carater taxondmico para diferenciar algumas espécies
de Phytophthora. Erwin e Ribeiro (1996) citaram que, pelo fato da morfologia
dos clamidésporos nao variarem apreciavelmente entre as espécies de
Phytophthora, a significAncia desse carater na taxonomia, na maioria das vezes,
se limita a sua presenca ou auséncia. Segundo Smith (2007), entre cerca de 80
espécies de Phytophthora descritas, 35 delas formaram estruturas de
sobrevivéncia tipo clamidésporos e segundo Erwin e Ribeiro (1996), entre elas,
esta P. nicotianae. Luz et al. (2001) classificaram os clamidésporos desta
espécie como sendo esporos de resisténcia, produzidos abundantemente apoés
alguns dias de idade da colonia, com dimensé&o entre 22 a 30 um de diametro e
parede espessa (3 a 4 um). Ainda segundo os autores, a producdo de
clamidésporos ocorre quando as condicbes sdo desfavoraveis ao seu
crescimento micelial. Sob condi¢cbes favoraveis, os clamidésporos germinam
indiretamente, produzindo esporangios e zodsporos, ou diretamente, formando
micélio.
Alves (2008) observou a presenca de clamidésporos em 12 isolados de
P. nicotianae da acécia-negra, cujo diametro foi de 24,8 a 55,8 um (média de
37,16 um). Estes eram de paredes espessas, variando de 1,55 a 6,2 pum,
apresentando-se globosos, terminais ou intercalares. Muniz et al. (2004), na
caracterizacdo de nove isolados de P. nicotianae, observaram a formacao de
clamidésporos, predominantemente terminais com diametro variando de 13,1-
45,9 um (média = 27,3 um). No entanto Gallegly e Hong (2008) observaram em
P. nicotianae clamiddsporo terminal ou intercalar (cerca de 30 um de diametro),
na maioria dos isolados, e temperatura maxima de crescimento de 35° C.

Em meio liquido de cenoura, PAIM (2005) observou producéo rara de

clamidésporos por P. citrophthora originada de citros. No entanto, Vial et al.

57



(2006), caracterizando espécies de P. citrophthora e P. inundata, observaram a
auséncia de formacédo de clamiddsporos para essas duas espécies.

P. citrophthora é classificada no grupo Il (STAMPS et al., 1990).
Segundo Erwin e Ribeiro (1996), os clamidésporos presentes em alguns
isolados s&o terminais e intercalares, semi-esféricos, 10 a 43 + 5,2 um de
diametro, alguns com forma irregular, hialinos, formando dentro de sete dias,
paredes grossas com 0,5 a 1,5 um quando produzidos em meio de cultivo V8
adgar em escuro a 25° C. Mchau e Coffey (1994) relataram que clamidésporos
dessa espécie foram encontrados apenas em isolados de cacau no Brasil, com
10 a 43 um de diametro e hialinos. Estes foram produzidos isoladamente ou em

cachos.
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Tabela 7. Dimensdes dos clamidésporos produzidas por

Phytophthora spp. originados de citros em extrato de solo.

Isolado

Dimensdes do clamidosporo (um)

Diametro

Espessura da parede

PR1
PR2
PR3
PR4
PR5
PR6
PR7
PR8
PR9
PR11
PR14
PR17
PR18
PR19
PR20
PR22
PR25
PR26
PR27
PR30
PR32

40,3 - 34,4%- 29,43 (+3,1)*

40,3 - 31,4 -23,2 (+4,1)
37,2 - 31,3 - 24,8 (£3,0)
40,3 - 31,8 - 24,8 (£3,4)
37,2 - 29,0 - 24,8 (£3,0)
40,3 - 32,2 - 24,8 (+4,5)
43,4 - 36,5 -27,9 (+4,0)
43,4 - 33,0 - 24,8 (+4,1)
40,3 - 32,3 - 27,9 (£3,4)
43,4 - 35,5 - 27,9 (£3,8)
40,3 - 34,2 - 27,9 (£3,9)
35,6 - 30,2 - 24,8 (+2,8)
37,2 - 33,0 - 27,9 (£2,8)
40,3 - 30,4 - 21,7 (+4,6)
43,4 - 34,0 - 24,8 (+4,8)
37,2 - 30,1 - 24,8 (£3,8)
37,2 - 29,6 - 24,8 (+2,8)
43,4 - 32,5 - 21,7 (+4,9)
40,3 - 29,6 - 23,2 (3,4)
40,3 - 33,2 - 24,8 (+3,8)

3,1'-1,52%1,2% (+0,2)*
1,5-1,5-1,5 (+0,0)
21-1,5-1,5(+0,1)
3,1-1,4-1,5 (+0,4)
1,5-1,5-1,5 (+0,0)
3,1-2,3-1,5(+0,7)
3,1-2,5-1,5(+0,7)
3,1-1,8-1,5(+0,6)
3,1-2,0-1,5(0,7)
3,1-2,7-1,5 (+0,6)
3,1-25-1,5(+0,7)
3,1-2,1-1,5(+0,7)
3,1-2,4-1,5(+0,7)
3,1-2,0- 1,5 (+0,7)
3,1-1,5-1,5(+0,2)
1,5-1,5-1,5(0,0)
3,1-2,0-1,5(+0,7)
3,1-1,9-1,5(+0,7)
1,5-1,5-1,5(0,0)
3,1-1,8-1,5(+0,6)

!Limite superior; “Média de 50 clamidésporos; °Limite inferior; “Desvio padr&o.

--- N&o forma clamidésporo.
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Figura 8. Imagem microscépica-Clamidésporos: (A e B) terminal; (C e D)
intercalar.

4.6.2. Ontogenia dos esporangios

Em extrato de solo n&o autoclavado, todos os isolados produziram
esporangios papilados e persistentes (Figura 9). Quanto ao formato dos
esporangios houve diferengas entre isolados (Tabela 8), com variacdes entre
ovoide, globoso, limoniforme, obpirifirme, distorcida, papilados e bipapilados,
com predominancia das formas ovéide, globoso, limonifome e papilados,
dependendo do isolado. Isolados PR1, PR2, PR3, PR5, PR8, PR14, PR17,
PR19, PR22, PR25, PR26, PR27 e PR30 formaram esporangios ovoides
globosos, isolados PR4 e PR9 formaram esporangios obpiriformes globosos e
os isolados PR6, PR7, PR11l, PR18, PR20 e PR32 formaram isolados
limoniformes globosos, sendo que o isolado PR20 apresentou Vvarios
esporangios bipapilados e formas distorcidas.

60



Quanto a disposi¢do do esporangio no esporangioforo, observaram-se
diferencas entre os isolados: simpodial simples ou irregularmente simpodial
(Figura 9E e 9F).

Alves (2008), testando sete meios liquidos para esporulacdo de P.
nicotianae, constatou que extrato de solo ndo autoclavado foi o melhor,
observando-se maior producdo de esporangio para observacdo dessas

estruturas e sua ontogenia.

Figura 9. Tipos de esporangios produzidos por Phytophthora e sua ontogenia:
(A) ovoide; (B) limoniforme; (C) bipapilado; (D, E e F) distorcido; (G)
simpodial inregular; (H e I) simpodial simples.
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Tabela 8. Caracteristicas de coldnias formadas por isolados de Phytophthora
originado de citros em meio de cultivo cenoura-agar (CA).

Isolado Colbnia Esporéangio
Colbnia Micélio Forma
. Papilado, ovéide,
PR1 Cotonosa Aéreo, denso globoso
. Papilado, ovéide,
PR2 Cotonosa Aéreo, denso globoso
. Papilado, ovéide,
PR3 Cotonosa Aéreo, denso globoso
. Papilado,
PR4 Cotonosa Aéreo, denso obpiriforme globoso
. Papilado, ovéide,
PR5 Cotonosa Aéreo, denso globoso
. Papilado
PR6 Cotonosa Aéreo, denso limoniforme, globoso
PR7 Estrelada para Aéreo, pouco Papilado,
rosacea denso limoniforme, globoso
PRS Estrelada para Aéreo, pouco Papilado, ovéide,
rosacea denso globoso
PRY Ligeiramente Aéreo, pouco Papilado,obpiriforme
rosacea denso globoso
Ligeiramente Aéreo, pouco Papilado,
PR11 . : .
rosacea denso limoniforme, globoso
Ligeiramente Aéreo, pouco Papilado, ovoide,
PR14 .
rosacea denso globoso
Aéreo, pouco Papilado, ovoide,
PR17 Cotonosa denso globoso
Aéreo, pouco Papilado,
PR18 Cotonosa denso limoniforme,globoso
Ligeiramente Aéreo, pouco Papilado, ovéide,
PR19 .
rosacea denso globoso
Superficial, Papilado,
PR20 Estrelada pouco denso limoniforme,globoso
. Papilado, ovéide,
PR22 Cotonosa Aéreo, denso globoso
Ligeiramente . Papilado, ovoide,
PR25 r0SAcea Aéreo, denso globoso
Ligeiramente . Papilado, ovoide,
PR26 r0SAcea Aéreo, denso globoso
Ligeiramente . Papilado, ovoide,
PR27 r0SAcea Aéreo, denso globoso
. Papilado, ovoide,
PR30 Cotonosa Aéreo, denso globoso
PR32 Estrelada para Aéreo. denso Papilado,

rosacea

limoniforme, globoso
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4.6.3. Compatibilidade de isolados de Phytophthora spp.

A formacéao dos odsporos foi observada apos sete dias de incubacéo a
temperatura de 26° C em escuro continuo no meio de cultivo CA. Os o6sporos
se formaram na regido de intersecao das duas colonias dos isolados pareados
na placa de Petri (Figura 10).

Dos 21 isolados testados, 20 isolados (P. nicotianae) foram
compativeis com o isolado padréo do grupo A2, formando odsporos. Isto indica
que esses isolados s@o heterotalicos pertencentes ao grupo Al. Apenas um
isolado (PR 20: P. citrophthora) foi compativel com o isolado padrédo do grupo
Al, também formando odsporos indicando pertencer ao grupo A2 (Tabela 9).

Pela analise morfométrica, dos 21 isolados testados, 20 isolados foram
classificados como sendo P. nicotianae e apenas o isolado PR20 como P.
citrophthora, com base na chave taxondmica de Stamps et al. (1990) (Tabela
10). Segundo esses autores, a formacédo de esporos ndo faz parte do ciclo de
vida da espécie P. citrophthora, entretanto Mchau e Coffey (1994) relataram a
producdo desses esporos sexuais por alguns isolados (menos de 30%) dos 77
isolados por ele estudado de P. citrophthora, quando pareados com isolados do
tipo compativel A2 de P. capsici. No presente trabalho o pareamento foi feito
com o tipo compativel A1 (P. nicotianae), resultando na formac¢éo abundante de
00Sporos.

Também, Gallegly e Hong (2008) descreveram P. nicotianae como
heterotalico, capaz de formar estrutura sexual abundante em meio de cultura
agar-feijao lima, quando pareados com isolados dos tipos Al e A2; oogbnio
esférico e liso, com didmetro de 24 um aproximadamente (entre 23 a 30 um);
oosporo aplerético com diametro de 20 um aproximadamente; anteridio
anfigeno e essencialmente esférico, com cerca de 13 pum de diametro;
esporangio papilado (ocasionalmente bipapilado) e persistente, porém
raramente caduco com pedicelo curto deslocado. Em adicdo, os autores
também relatam que espécie P. citrophthora € considera heterotélica
produzindo o6sporos quando pareadas com tipo Al de isolados de P. capsici e
P. cinnamomi. Portanto, existe a possibilidade de cruzamento entre as

espécies.
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Tabela 9. Grupo de compatibilidade, dimensdées do oogbnio e odsporo, e tipo
do anteridio de isolados de Phytophthora spp. originados de citros.

Grupo de Diametro (um)

Isolado compatibilidade Oogobnio Odbsporo Anteridio
PR1 Al 232" 'ég:g;{ 325° 186 '(J_zrg’:g;' 27,9° Anfigeno
PR2 Al 23,2 'ég%’ 32,5 18,6 'éé:;)' 27,9 Anfigeno
PR3 AL 232-286°341  186-233-294  pigeng
PR4 Al 23,2 _(igjg)_ 34,1 18,6 'éﬁjg)' 27,9 Anfigeno
PR Al 23,2 -é;:g)- 32,5 18,6 &221,6725 26,3 Anfigeno
PRo A1 82:21-325  186-219°2603  ppigeng
PR7 Al 2L.7 'ég:%' 34,1 18,6 'é;:g)' 27,9 Anfigeno
PRS AL 21,7 i1228,,1365 31,0 18,6 -(g:g)- 27,9 Anfigeno
PR9 Al 2L.7 'ég:i)' 34,1 13,9 'é%)' 27,9 Anfigeno
PR11 Al 2L.7 'é;:%' 34,1 18,6 (122%3) 21,9 Anfigeno
PR14 Al 24,8 'ég:g)' 35,6 18,6 'égé)' 21,9 Anfigeno
PR17 Al 2L.7 'égzg)' 310 18,6 é;% 26,3 Anfigeno
PR18 Al 23,2 'é;;—))' 32,5 18,6 _(igjg)_ 29,4 Anfigeno
PR19 Al 21’7'(172’,12)' 32,5 18,6 'éé:g)' 26,3 Anfigeno
PR20 A2 22’4'(2225 313 17.8 'é;:z)' 26,8 Anfigeno
PR22 Al 2L.7 '(ig:g)' 310 18,6 'é;:g)' 26,3 Anfigeno
PR25 Al 2L.7 '(iié)' 29,4 18,6 _(ijg)_ 24,8 Anfigeno
PR26 Al 2L.7 '(ﬁ:é)' 31,0 17,0 '(ﬁ:g)' 24,8 Anfigeno
PR27 Al 20,1 ég%) 310 17,0 '(i%g)' 24,8 Anfigeno
PR30 Al 24,8 '(g:g)' 32,5 18,6 'ég:é)' 21,9 Anfigeno
PR32 Al 20,1 'ég:g)' 31,0 17,0 'ééjé)' 21,9 Anfigeno

Limite inferior; °Média de 50 oogdnios ou odsporos; >Limite superior; *Desvio

padréo.
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Figura 10. Teste de compatibilidade: (A) Placa de Petri com culturas pareadas
de Phytophthora; Od6sporo aplerético com anteridio em posi¢do
anfigeno, (B) P. nicotianae, (C) P. citrophthora.

4.6.4. Morfologia do anteridio e dimensdes do oogdnio e 060sporo

Aos sete dias de incubagdo em camara climatizada do tipo BOD, a
+26° C em escuro continuo, observou-se a formacdo de odsporos em meio de
cultura CA (Figura 10). O oogbnio apresentou diametros variando de 20,1 - 35,6
um (média 27,1um). Os od6sporos apresentaram-se globosos, com diametro
variando de 17,0 - 29,4 pm (média 21,6 pum). Nao foram observadas
ornamentacdes nas paredes dos oogonios de nenhum dos isolados. A forma do
anteridio de todos os isolados apresentou-se na posi¢ao anfigeno e ndo houve
formacdo de oogbnios e anteridios em monocultura, tratando-se, portanto, de
culturas heterotalicos.

P. nicotianae foi caracterizada por Waterhouse e Waterston (1964b) por
produzir oogdnios esféricos de 20 a 35 um de diametro e odsporos com
didmetros de 20 a 30 um e anteridios anfigenos. Por outro lado, Muniz et al.
(2004) observaram em nove isolados de P. nicotianae, oogonios globosos, com
14,8 - 45,9 um de diametro (média 26,4 um), contendo odsporos apleroéticos,
medindo 11,5 - 29,5 um de diametro (media 22,7 um). Gallegly e Hong (2008)
observaram oogonios lisos medindo de 23 - 30 um de diametro (média 24 um) e
o0sporos aplerdticos com diametro médio de 20 um.

As médias da dimenséo dos oogdnios e dos obsporos de cada isolado
estdo de acordo com os intervalos apresentados por Waterhouse e Waterston
(1964b), Muniz et al. (2004), Gallegly e Hong (2008) em relacdo a P. nicotianae.
Os valores apresentados para o isolado classificado como P. citrophthora estao

dentro das mesmas médias apresentados pelos isolados de P. nicotianae.
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4.7. Caracterizagdo molecular

4.7.1. Reacao da polimerase em cadeia (PCR)

Os segmentos das regides ITS1 e ITS2 e do gene 5.8S do rDNA
amplificados de Phytophthora spp. apresentaram o mesmo tamanho para cada
par de primers, sendo o par ITS3/ITS4 produzindo uma amplificacdo de
aproximadamente 600 pares de base e ITS2/ITS5 com amplificacdo de

aproximadamente 350 pares de base (Figura 11).
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Figura 11. Bandas em gel de agarose mostrando o produto de PCR obtido com
os pares de primers ITS4/ITS3 (A) e ITS5/ITS2 (B), compreendendo
as regides ITS1 ITS2 e 5.8S do rDNA de Phytophtora spp. de citros.

A homologia de bases de DNA entre os isolados de Phytophtora de
citros, analisados neste estudo, variou de 90 a 100%. Isto significa que a
similaridade dos isolados, baseada em segmentos amplificados com os
primers ITS3/ITS4, foi de 90 a 100%, sendo que, entre os isolados de P.
nicotianae, esta homologia foi de 99 a 100%. A menor homologia foi
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encontrada entre o isolado PR20 (90% identificado como P. citrophthora), em
relacdo aos demais isolados identificados como P. nicotianae.

As regibes do rDNA, ITS1 e ITS2 sdo amplamente usadas para
estudos filogenéticos, por apresentarem variacdes entre espécies dentro do
género, mas nenhuma ou muita variagcéo intraespecifica (CHOWDAPPA et al.,
2003). Outra vantagem € que esta regido foi extensivamente sequenciada para
a maioria das espécies de Phytophthora e outros fungos relacionados (COOKE
et al., 2000). Segundo Hayden et al. (2004), esse fato tem ajudado no desenho
de primers especificos para identificacdo de espécies.

Segundo Berbee e Taylor (1992) e Lee e Taylor (1992), as sequéncias
de nucleotideos das regides internas transcritas (ITS1 e ITS2) do gene
ribossomal 5.8S do rDNA, bem como o proprio gene 5.8S do rDNA, tém sido
utilizadas na taxonomia de Phytophthora visando um rapido diagndstico.

Em relacdo as espécies do género Phytophthora, a maioria dos
trabalhos tem utilizado a técnica da PCR, geralmente associada a analise de
sequéncia de genoma e outras técnicas moleculares, com a finalidade de
detectar, identificar, caracterizar e diferenciar os isolados de espécies. MARTIN
et al. (2009), estudando 47 isolados de Phytophthora sp. através da PCR,
baseado na amplificacdo das regides ITS, Cox1 e B-tubulina, juntamente com
analises SSCP, classificaram todos eles em nivel de espécies. Shen et al.
(2005), trabalhando na identificacdo de 106 isolados fungicos empregando a
técnica da PCR, enquadaram-nos em 14 espécies de Phytophthora e 20 outras
espécies de outros géneros. Os autores usaram ‘primers’ especificos PB1 e
PB2, resultando numa amplificacdo de aproximadamente 750 pb. Ippolito et al.
(2004) utilizaram dois primers especificos para P. nicotianae e P. citrophthora
de citros com o objetivo de detectar e identificar, em tempo real, esses
patdgenos em solos e raizes de citros em viveiros com muito sucesso.

Estudos comparativos das sequéncias nucleotidicas de genes do RNA
ribossomal (rDNA) permitem analisar e classificar isolados de espécies
fangicas com base filogenética em varios niveis taxonémicos (WHITE et
al.,1990). Estes estudos tém elucidado a ligacdo evolucionaria de muitas
espécies de oomicetos (CRAWFORD et al., 1996; ERWIN e RIBEIRO 1996;
APPIAH et al., 2004). Vérios autores estudaram a regidao ITS de espécies de

Phytophthora, entre eles pode se destacar: Lee e Taylor, (1992); Foster et al.,
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(2000) e Ordonez et al., (2000). Appiah et al. (2004) analisaram 161 isolados
de Phytophthora oriundos de cacau identificando quatro espécies e a analise
das sequéncias rDNA permitiu dividir os isolados em dois grupos, sendo um
representado por P. capsici e P. citrophthora e o outro por P. palmivora e P.
megakarya. A comparacdo das sequéncias com aquelas da literatura
publicada sugeriu que os isolados de P. capsici de cacau pertenceriam a
espécie P. tropicalis, recentemente descrita infectando Cyclamen sp. e
Dianthus sp..

Lee e Taylor (1992) estudando a diversidade filogenética da regido ITS
de 27 isolados de Phytophthora pertencentes a cinco espécies, observaram
gue existe maior similaridade entre isolados de P. capsici e P. citrophthora, do
que isolados de P. palmivora e P. megakarya. A espécie P. cinnamomi
distinguiu se gradativamente das demais.

A arvore filogenética inferida pelo método de méxima parcimdnia,
resultante do consenso de cinco arvores mais parcimoniosas, mostrou que 0s
21 isolados de Phytophthora spp. provenientes de citros do Estado do Paran,
guando analisadas em conjunto com outros isolados de Phytophthora do Gen
Bank, agruparam originando dois grupos com suporte pelo teste de
“bootstrapt” de 100% (Figura 12). O isolado PR20 agrupou-se com os isolados
de P. citrophthora e os isolados PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6, PR7, PRS,
PR9, PR17, PR18, PR19, PR25, PR26, PR27, PR30 e PR32 agruparam-se
com P. nicotianae. Esses dois grupos formaram um clado com “bootstrapt” de
100%, o qual incluem as espécies do “GenBank” P. citrophthora e P.

nicotianae (= P. parasitica) .
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4.7.2 - Andlise do Sequenciamento
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Figura 12. Arvore filogenética consenso inferida pelo método de maxima
parcimbnia a partir de sequéncias de DNA das regides ITS1 e
parte do gene 5.8S do rDNA de isolados de Phytophthora sp. de
citros. Os nameros sobre os ramos indicam a porcentagem de
repeticbes da andlise de bootstrap nas quais as repeticbes foram
observadas (1000 repeticbes). As sequéncias de rDNA dos
isolados em negrito foram obtidas neste trabalho, enquanto as
demais sequéncias foram obtidas do GenBank (com o numero de

acesso).
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Figura 13. Arvore filogenética consenso inferida pelo método de maxima
parciménia a partir de sequéncias de DNA das regides ITS2 e
parte do gene 5.8S do rDNA de isolados de Phytophthora sp.
de citros. Os numeros sobre os ramos indicam a porcentagem
de repeticdes da analise de bootstrap nas quais as repeticdes
foram observadas (1000 repeticdes). As sequéncias de rDNA
dos isolados em negrito foram obtidas neste trabalho,
enquanto as demais sequéncias foram obtidas do GenBank
(com o numero de acesso).

A andlise dos resultados do sequenciamento do DNA dos isolados de
Phytophthora originados de citros baseados na regido ITS1 - 5.8S - ITS2 teve
como finalidade a confirmacdo das duas espécies, que foram identificadas
empregando caracteristicas morfofisiologicas. Essas analises demonstraram

qgue os 21 isolados de Phytophthora, associados a gomose em plantas de
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citros utilizados nesse estudo, pertencem as espécies P. citrophthora (Isolado
PR20) e P. nicotianae (20 isolados), que estdo prOximas as espécies
depositadas no Gen Bank.

Os 21 isolados de Phytophthora de citros desse estudo além de
apresentarem similaridade em relagdo as sequéncias das regides ITS1, ITS2 e
5.8S gene do DNA ribossomal com as espécies depositadas no GenBank,
morfologicamente apresentaram similaridades compativeis com a chave
taxondmica de Stamps (1990). Portanto, foi possivel confirmar as espécies de
Phytophthora de citros que causam danos nos pomares do Estado do Parana,
tanto pelos dados moleculares como pelos dados morfolégicos a existéncia
das duas espécies predominantes no Brasil, P. nicotianae sempre relatada
com muita frequéncia e P. citrophthora com menor frequéncia.

Dos 21 isolados estudados, o maior numero encontrado para P.
nicotianae (20 isolados) evidencia o que a literatura tem relatado
(FEICHTENBERGER, 2001), sendo esta a espécie predominante ndo s6 no
Brasil como no mundo todo. O pequeno numero de isolados de P. citrophthora
também justifica tal afirmativa e sugere que nimero maior de amostragem
poderia aumentar esse numero em relacdo a citricultura paranaense,
baseando-se no fato de ter sido encontrado pelo menos um isolado da referida

espécie no conjunto de isolados deste estudo.
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4.7.3. Andlise SSCP
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Figura 14. Alinhamento de padrbes de bandas single-strand conformational
polymorphism (SSCP) de isolados de Phytophthora nicotianae e
P. citrophthora do Estado do Parana.
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Todos os isolados estudados apresentaram padrdo de bandas SSCP.,
sendo que, dos 21 isolados, 20 deles formaram bandas uniformemente
distribuidas com o ponto mais alto do que 6.1 e 0 mais baixo do que 8.6 para o
“ladder SSCP”. Esses resultados estdo de acordo com a chave de classificacao
proposta por KONG et al. (2003), onde os respectivos valores apontam para a
espécie P. nicotianae. Um isolado teve suas bandas com o ponto mais alto em
7.9 e 0 mais baixo em 9.0 para o “ladder SSCP”. Esses resultados também
estdo de acordo com a chave de classificacdo proposta por KONG et al. (2003)
que apontam para a espécie Phytophthora citrophthora.

Kong et al. (2003) caracterizaram por SSCP da amplificacdo do rDNA
da regido ITS1 282 isolados que representaram seis grupos e 59 espécies de
Phytophthora. Os autores caracterizaram variagfes intra e interespecificas,
bem como investigaram como os padrées SSCP correspondem a entidades
taxondmicas, visando avaliar a confiabilidade da técnica no comportamento de
277 isolados ndo caracterizados. Para 24 das 29 espécies, cada uma tem
padrées SSCP idénticos entre todos os isolados examinados independente da
origem do isolado e tipo cruzado. Kong et al (2004) caracterizaram 12 isolados
de Phytophthora ramarum, onde todos os isolados testados apresentaram
padrées de bandas SSCP idénticos independentes de suas origens. Quatro
bandas uniformemente distribuidas para o ‘ladder SSCP” mostrando um Unico
padrao para P. ramarum, quando comparado com espécies geneticamente

préximas como, por exemplo, P. lateralis. Isso indica que a técnica é util para
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distinguir espécies geneticamente préximas e com um alto grau de
confiabilidade. Além disso, estudando isolados de Pythium, aplicando tal
técnica, os autores caracterizaram 58 isolados representando 41 espécies de
grupos de “Plaats Niterink”. Os testes com o protocolo SSCP do rDNA do
espaco 1 da regido ITS1 demonstrou que ser uma ferramenta prética e
confiavel na identificacéo de patdégenos do género Pythium neste estudo.

Neste mesmo estudo, os autores relataram que 0 uso dessa técnica
fornece taxa de suporte essencial para a analise SSCP uma efetiva alternativa
para distinguir espécies de Phytophthora proximas, permitindo avaliar o
potencial da técnica para detec¢do rapida, segura e positiva para confirmacao
direta do patégeno em materiais como plantas, amostras de solo e agua. Além
disso, Gallegly e Hong (2008) relataram que a técnica PCR-SSCP se
caracteriza pela mais auta resolucdo em menor tempo para identificacdo de
espécies dentro do género Phytophthora.

Sousa et al. (2003) investigaram, por meio das técnicas SSCP (Single-
Strand Conformation Polymorphism), PCR RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism-Polimerase Chain Reation) e DS-PCR (Double-Stingeney-
Polimerase Chain Reation), as mutagcdes no DNA mitocondrial de populacdes
de Milipona rufiventris no Estado do Espirito Santo, buscando identificar a
técnica mais adequada para esse tipo de andlises de abelhas. Nesse estudo,
0s autores concluiram que a técnica SSCP foi a mais eficiente e adequada

para detectar mutacdes no DNA mitocondrial de M. rufiventris.
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Tabela 10. Espécies de Phytophthora identificadas por caracetristicas
morfofisiolégicas e confirmadas por método molecular.

o Comparacao com
Caracterisiticas parag

Isolados morfofisiolégicas sequénciasldo Padrdes SSCP?
GenBank
PR 1 P. nicotianae Phytophthora P. nicotianae
nicotianae
PR 2 P. nicotianae P.nicotianae P. nicotianae
PR 3 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 4 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 5 P. nicotianae P.nicotianae P. nicotianae
PR 6 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR7 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 8 P. nicotianae P.nicotianae P. nicotianae
PR 9 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 11 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 14 P. nicotianae P.nicotianae P. nicotianae
PR 17 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 18 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 19 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 20 P. citrophthora P. citrophthora P. citrophthora
PR 22 P. nicotianae P.nicotianae P. nicotianae
PR 25 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 26 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 27 P. nicotianae P.nicotianae P. nicotianae
PR 30 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae
PR 32 P. nicotianae P. nicotianae P. nicotianae

! http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast searcch
2 Gallegly e Hong (2008)
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5. CONCLUSOES

» Em teste de patogenicidade, os 21 isolados causaram doencas em mudas

de liméo ‘Cravo’, com reproducdo dos sintomas de gomose.

» Os resultados das andlises das caracteristicas morfofisiologicas e
moleculares e o seu confrontamento com a bibliografia comprovaram que,
dos 21 isolados obtidos de Phytophthora, 20 se enquadraram como P.
nicotianae e um como P. citrophthora.
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A: Alinhamento de nucleotideos de sequéncia do gene ITS1 (primers
ITS5/ITS2) de isolados de Phytophthora spp. de citrus e de amostras
disponiveis no GenBank*

P_citrophthora_r3802055 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 311
P_citrophthora_r3801837 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 309
PR20 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PRI e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR32 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR7 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR2 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR6 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR8 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR26 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR27 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PRO e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR17 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR30 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PRS e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR25 e AAATTTCGAACGCATATTG 19
PR1I8 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PRIL e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR3 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
PRA AAATTTTGAACGCATATTG 19
PR19 e AAATTTTGAACGCATATTG 19
P_parasitica_Gull1682 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 394
P_nicotianae_F31801260 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 342
P_nicotianae_F31801517 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 342
P_nicotianae_F31802104 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 342
P_cactorum_F1802000 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 332
P_cactorum_FJ1801936 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 332
P_drechsleri_F3801619 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 321
P_drechsleri_F3801387 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 321
P_hibernalis_F1802067 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 317
P_hibernalis_F1801948 AATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTG 317
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CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGGCATTAGTCCTGGAATGTATGCCTGTATCAGAAGTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTA--
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGAA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
CACTTCCGG-GTTAGTCCTGGGA-GTATGCCTGTATCAGT-GTCCGTACA
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TCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGATGTGC-CAG
TCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGATGTGC-CAG
TCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGATGTGC-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT -CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT -CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT -CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT -CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT -CAG
-=-AACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TTAAACTTGACTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGT-CAG
TCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGC-CAG
TCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGA-GGAGATGC-CAG
CTAAACTTGGCTCCCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGGGACGCGCAG
CTAAACTTGGCTCCCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGGGACGCGCAG
TCAAACTTGCCTCCCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGGGACGTGCAG
TCAAACTTGCCTCCCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGGGACGTGCAG
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ATGTGAAGTGTCTTGCGGTTTTTGTGCCTTCGGGCCATGGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGGTTTTTGTGCCTTCGGGCCGTGGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGGTTTGTGTGCCTTCGGGCCGAGGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGACC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGGCTG----GTTTTCGGACC--GACTGTGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGGCTG----GTTTTCGGACC--GACTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGGCTG----GTCTTCGGTCC--GGCTGCGAGTCC
ATGTGAAGTGTCTTGCGGCTG----GTCTTCGGTCC--GGCTGCGAGTCC
ACGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGGCC--GGCTGCGAGTCC
ACGTGAAGTGTCTTGCGATTG----GTCTTCGGGCC--GGCTGCGAGTCC
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TTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGGTGTT
TTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGGTGTT
TTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGGTGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTAAACTGAACTTCTCTTTGCTCGAAAAGTGGTGGCGTT
TTTTAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGGCGTT
TTTTAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGGCGTT
TTTTAAATGTACTACACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGACGTT
TTTTAAATGTACTACACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCG-TGACGTT
TTTTAAATGTACAGAACGGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCA-TAATGGA
TTTTAAATGTACAGAACGGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCA-TAATGGA
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GCTGGTTGTGGAGGCTGCCTGCGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGGAGGCTGCCTGCGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGGAGGCTGCCTGCGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGAAGGCTGCTATTGTGGCAAATTGGCGACTGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGGAGGCTGCTATTGTAGCAAGTTGGCGACCGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGGAGGCTGCTATTGTAGCAAGTTGGCGACCGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGGAGGCTGCCTGTGTGGCATGTCGGCGACCGGTTTGTCTGC
GCTGGTTGTGGAGGCTGCCTGTGTGGCATGTCGGCGACCGGTTTGTCTGC
ATTGGTTGTGGAAGCTTCCCG-GTGGCAAGTCGGCGACTGGTTTGTCTGC
ATTGGTTGTGGAAGCTTCCCG-GTGGCAAGTCGGCGACTGGTTTGTCTGC
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TGCGGCGTTT-AATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTTT-AATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTTT-AATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--CATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCRTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCATT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCATT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGTGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTT--AATGGAAGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTTTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TGCGGCGTTTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGG
TACGGCGTTT-AATGGAGGAATGTTCGATTCGCGGTATGGTTAGCTTCGG
TACGGCGTTT-AATGGAGGAATGTTCGATTCGCGGTATGGTTAGCTTCGG
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CTGAACAG-GCGCTTATTGTATGCTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGGCTG
CTGAACAG-GCGCTTATTGTATGCTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGGCTG
CTGAACAG-GCGCTTATTGTATGCTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGGCTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCACTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTG
CTGAACAATGCGCTTATTGGATGTTTTTTCTGCTGTGGCGTGATGGACCG
CTGAACAATGCGCTTATTGGATGTTTTTTCTGCTGTGGCGTGATGGACCG
CTGAACAG-ACGCTTATTGGGTGCTTTTTCTGCTGCGGCGGGATGGACTG
CTGAACAG-ACGCTTATTGGGTGCTTTTTCTGCTGCGGCGGGATGGACTG
CTGAACAATGCGCTTATTGGATGTTTTTCCTGCTGTGGTGGTAATGACTG
CTGAACAATGCGCTTATTGGATGTTTTTCCTGCTGTGGTGGTAATGACTG
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GTGAACCGTAGCTGTGTGTGGCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCGTAGCTGTGTGTGGCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCGTAGCTGTGTGTGGCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGT
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGGTGTACT
GTGAACCATAGCTCGGTG--GCTTGGCTTTTGAATTGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCAGTT--GCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCATAGCTCAGTT--GCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGC
GTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACCGGCGGTATTGT-GC
GTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACCGGCGGTATTGT-GC
GTGAACCGTAGCTATGCAGGGATTGGCCTTTGAACTGAGGATGTTGT-GT
GTGAACCGTAGCTATGCAGGGATTGGCCTTTGAACTGAGGATGTTGT-GT
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GAAGTAGAGTGGC------------ GGCTTCGGCTGTCGAGTGTCGATCC
GAAGTAGAGTGGC------------ GGCTTCGGCTGTCGAGTGTCGATCC
GAAGTAGAGTGGC------------ GGCTTCGGCTGTCGAGTGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC-----------~- AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC-----------~- AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC-----------~- AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAAGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
G--GCAGCTTCGG-----—--—--- TTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA
----TCGGTATGC------------ ATCTCAA---——=—————=——————
GAAGTAGGGTGGC------------ AGCTTCGGTTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGAGTGGC------------ GGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGAGTGGC------------ GGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCC

GAAGTAGGGTGTCTGTCTCGGCGCAAGCTGGGGTGGGCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGGGTGTCTGTCTCGGCGCAAGCTGGGGTGGGCGAGGGTCGATCC
GAAGTAGAGTGGCGGT-TTGGCGCAAGCTGGGCTGT-CGAGGGTCGATCC
GAAGTAGAGTGGCGGT -TTGGCGCAAGCTGGGCTGT-CGAGGGTCGATCC
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P_citrophthora_F1802055 ~ATTTTGGGAACGTTTGTGTGCGCTTTCGAGTGT--GCATCTCAA----- 783
P_citrophthora_F1801837 ~ATTTTGGGAACGTTTGTGTGCGCTTTCGAGTGT--GCATCTCA------ 780
PR20 ~ATTTTGGGAACTTTTGTGTGCGCTTTCGAGTGT--GCATCTCAATTGGA 496
PR1 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR32 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAAT-GGACC 486
PR7 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR2 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR6 -ATTTGGGAACTT-AATGTGTTACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 488
PR8 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR26 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR27 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR9 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR17 -ATTTGGGAACTT-AATGGGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR30 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR5 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR25 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 490
PR18 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR11 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR3 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR4 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 487
PR19 -ATTTGGGAACTTTAATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 488
P_parasitica_Gull1682 -ATTTGGGAACTT-AATGTGT-ACTTCGGTATGC--ATCTCAATTGGACC 862
P_nicotianae_FJ801260 ~ACTTAATGTGTACTTCGGTATGCATCTCAA----——————————————— 788

P_nicotianae_FJ801517 = =  ———--—mmmm oo

P_nicotianae_FJ802104 ~ATTTGGGAACTTAATGTGTACTTCGGTATGCAT--CTCAA--------- 803
P_cactorum_F3802000 ~ATTTGGGAAATG--TGTGTGTACTTCGGTATGC--ATCTCAA-------— 792
P_cactorum_F3801936 ~ATTTGGGAAATG--TGTGTGTACTTCGGTATGC--ATCTCAA------- 792
P_drechsleri_F3801619 ~ATTTGGGAAACGT-TGTGTGCG-CTTCGGC-GT--GCATCTCAA----- 798
P_drechsleri_F3801387 ~ATTTGGGAAACGT-TGTGTGCG-CTTCGGC-GT--GCATCTCAA----- 798
P_hibernalis_F1802067 TATTTGGGAAATTTGTGTTGGCGGCTTCGGCTGTTGGCATCTCAA----- 797
P_hibernalis_F3801948 TATTTGGGAAATTTGTGTTGGCGGCTTCGGCTGTTGGCATCTCAA----— 797

'As sequéncias PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6, PR7, PRS8, PR9, PR11,
PR14, PR17, PR18, PR19, PR20, PR22, PR25, PR26, PR27, PR30 e PR32,
sdo originadas desse estudo, enquanto as demais foram buscadas do
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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B: Alinhamento de nucleotideos de sequéncia do gene ITS2 (primers
ITS4/ITS3) de isolados de Phytophthora spp. de citrus e de amostras
disponiveis no GenBank*

PR e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR3 mmmmmmmeemeo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR3O  mmmmmmmeemoo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR2  mmmmmmmmemeo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PRS mmmmmmmmemeo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR32  mmmmmmmmeee AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR22  mmmmmmmmemeo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR6 mmmmmmmme—oo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR27  mmmmmmmmeee AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR17 e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PRI  mmmmemeeeoo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR14 mmmmmmeee—eo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PRIL e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PRE e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR26 mmmmmmmmemeo AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PRI8 e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR17 mmmmmmemeeee AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PRO e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
PR& e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 36
P_nicotianae_F31802104 = ----- CCACACATAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 44
P_parasitica_Gul11682 TCATACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCAATAG- 95
P_megasperma_AF541896 = ----- CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCCTTAAA 45
P_megasperma_F3802097 = ----- CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCCTTAAA 45
P_megasperma_AF541899 = ----- CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCCTTAAA 45
P_palmivora_Gul11658 CATTACCACACCTAAAAA-CTTTCCACGTGAACCGTATCAAAAC-TTAG- 97
P_citrophthora_Gul33066 CATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCTTTTAG 98
P_palmivora_Gul11662 CATTACCACACCTAAAAA-CTTTCCACGTGAACCGTATCAAAACT--TAG 97
P_citrophthora_F3801247  ----- CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCTTTTAG 45
PR20 e AAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCCTTTTAG 37
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PR20

TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTGGGGGTCTTATTTGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--AATTG-TTGGCG-
TTTGGGGGCTTGCTCGGCGGCGTGTGTGCTGGCCTGTAATGGGTCGGCGT
TTTGGGGGCTTGCTCGGCGGCGTGTGTGCTGGCCTGTAATGGGTCGGCGT
TTTGGGGGCTTGCTCGGCGGCGTGCGTGCTGGCCTGTAATGGGTCGGCGT
TTGGGGGTCTCTTTCGGCGGCGGC--TGCTGGCTT--CATTG-CTGGCG-

TTGGGGGTGTTGCTTGGCATTT -~ === === === == - - oo GGCTG
TTGGGGGTCTCTTTCGGC--——============—=——=—————- GGC--
TTGGGGGTGTTGCTTGGCATTT-—- === === === —=————————— TGCTG
TTGGGGGTGTTGCTTGGCATTT -~ === === === == - ——o oo TGCTG
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GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGAGTGAGCCCTATCAAAAAAAAGGCGAACGTTTGGGCTTCG

GCTGCTGCTGGGCGGGCTCTATCATG----~- GGCGAGCGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGGGCGGGCTCTATCATG----~- GGCGAGCGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGCTGGGCGGGCTCTATCATG----~- GGCGAGCGTTTGGGCTTCG
GCTGCTGTTGGGAGAGCTCTATCATG-----— GCGAGCGTTTGGGCTTCG
AGCCGCGCCCTATCATGGCGAATGTT---—-—-—==——-=---— TGGACTTCG
——————————————————————————————————————————— GGCTTCG
AGCCGCGCCCTATCATGGCGAATGTT---—-—-—————-——-— TGGACTTCG
AGCCGCGCCCTATCATGGCGAATGTT---—-—-—==——-—--— TGGACTTCG
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130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
130
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140
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PR1

PR3

PR30

PR2

PR5

PR32

PR22

PR6

PR27

PR25

PR19

PR14

PR11

PR8

PR26

PR18

PR17

PR9

PR4
P_nicotianae_F1802104
P_parasitica_GUl11682
P_megasperma_AF541896
P_megasperma_F31802097
P_megasperma_AF541899
P_palmivora_Gul1l1658
P_citrophthora_Gul33066
P_palmivora_Gul11662
P_citrophthora_F1801247
PR20

GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCCTGATTTAGTAGTCTTTTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGAA
GCTCGAGCTAGTAG---CTATCAATTTTAAACCCTTTCTTAAATACTGAA
GCTCGAGCTAGTAG---CTATCAATTTTAAACCCTTTCTTAAATACTGAA
GCTCGAGCTAGTAG---CTATCAATTTTAAACCCTTTCTTAAATACTGAA
GTCTGAACTAGTAG------- CTTTTTTAAACCCATTCTTTATAACTGAT
GTCTGGGCTAGTAG---CTTTTTGTTTTAAACCCATTTAACAATACTGAT
GTCTGAACTAGTAG---CTT----TTTTAAACCCATTCTTTATAACTGAT
GTCTGGGCTAGTAG---CTTTTTTGTTTTAAACCATTTAACAATACTGAT
GTCTGGGCTAGTAG---CTTTTTTGTTTTAAACCATTTAACAATACTGAT
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105

180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
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239
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PR1

PR3

PR30

PR2

PR5

PR32

PR22

PR6

PR27

PR25

PR19

PR14

PR11

PR8

PR26

PR18

PR17

PR9

PR4
P_nicotianae_F1802104
P_parasitica_GUl11682
P_megasperma_AF541896
P_megasperma_F31802097
P_megasperma_AF541899
P_palmivora_Gul1l1658
P_citrophthora_Gul33066
P_palmivora_Gul11662
P_citrophthora_F1801247
PR20

TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
CATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
CATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
CATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTAGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTAGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
TATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAG
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230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
230
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PR1 CAGGGGATGTCTAGGCTCGCGCGTCGATGAA- - -~ ——————————————— 261
PR3 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--———-—————————————— 261
PR30 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 261
PR2 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR5 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR32 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 261
PR22 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR6 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--———-—————————————— 261
PR27 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR25 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 261
PR19 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 261
PR14 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 261
PR11 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR8 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR26 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR18 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--———-—————————————— 261
PR17 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR9 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA--————————————————— 261
PR4 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 261
P_nicotianae_F1802104 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 288
P_parasitica_Gull1682 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 339
P_megasperma_AF541896 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 287
P_megasperma_FJ802097 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 287
P_megasperma_AF541899 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 287
P_palmivora_Gul11658 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 328
P_citrophthora_Gul33066 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 307
P_palmivora_Gull1662 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 268
P_citrophthora_F1801247 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGAT 254
PR20 CAGTGGATGTCTAGGCTCGCGCATCGATGAA- - ————————————————— 227

Fedede Fededededededededededdedededed o deddedddhd

'As sequéncias PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6, PR7, PR8, PR9, PR11,
PR14, PR17, PR18, PR19, PR20, PR22, PR25, PR26, PR27, PR30 e PR32,
sdo originadas desse estudo, enquanto as demais foram buscadas do
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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