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RESUMO

Um total de 49 isolados de Phytophthora spp. associados com a doenga da tinta do
castanheiro foram obtidos, pelos métodos classicos de isolamento, em diferentes situagdes de
crescimento do castanheiro na regido Norte de Portugal: viveiros, plantagdes jovens, soutos
adultos e do solo. Os isolados de Phytophthora foram identificados por PCR-RFLP da regiao
ITS-rDNA amplificada pelos “primers” universais ITS6 (Cooke & Duncan, 1997) e 1TS4
(White et al., 1990). A restricdo enzimatica do fragmento amplificado foi realizada com as
enzimas Alu I, Msp 1 e Taq 1 cujo perfil de restrigio permite a identificacdo ao nivel da espécie
no género Phytophthora. A populagdo de Phytophthora associada com a doenga da tinta foi
caracterizada quanto ao tipo de compatibilidade sexual, polimorfismo RAPD e sensibilidade
ao metalaxil.

P. cinnamomi é a espécie predominante em viveiro, plantagdes jovens, soutos adultos e
no solo junto das plantas mortas. Apenas quatro isolados foram identificados como P.
cambivora ¢ dois deles foram obtidos em plantas de castanheiro com sintomas caracteristicos
da doenga no colo da planta. Todos os isolados (P. cambivora e P. cinnamomi) sdo A2 ¢ 9 %
dos isolados de P. cinnamomi evidenciaram sensibilidade reduzida ao metalaxil. A
caracterizacdo RAPD permitiu a separacdo das espécies de Phytophthora associadas a doenga
da tinta embora os primers “10-mer” utilizados ndo tivessem possibilitado a caracterizagao dos
isolados de P. cinnamomi. O estudo RAPD permitiu, no entanto, identificar um fragmento de
amplificagdo caracteristico de P. cinnamomi. O fragmento foi purificado clonado e
sequenciado (SCAR) e desenharam-se primers especificos (Cinl, Cin2 e Cin3) para a deteccao
e identificagdo de P. cinnamomi por PCR. Os primers utilizados na combinac¢do Cin2/Cinl e
Cin3/Cinl proporcionam um produto de amplificagdo PCR com aproximadamente 650 pb.
Com esta metodologia de diagndstico ndo se detectaram reacgdes cruzadas com as espécies de
P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi var. parvispora, P. citricola, P. cryptogea,
P. nicotianae, P. quercina, P. syringae e ainda com Cryphonectria parasitica, Pythium sp. e
Castanea sativa. O método PCR-Diagnostico foi aplicado com sucesso, em raizes de
castanheiro, que cresceram em substrato inoculado com P. cinnamomi, em tecidos vegetais

(folhas de castanheiro) e na agua da técnica armadilha de detecgdo de Phytophthora no solo.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca da tinta do castanheiro, Phytophthora cinnamomi,

P. cambivora, PCR-Diagnostico.
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ABSTRACT

A total of 49 isolates of Phytophthora spp. associated with ink disease of chestnut were
obtained by classical methods from diverse chestnut growing regions of the north of Portugal:
nurseries, young and old chestnut groves, and also in the soil near dead plants of sweet
chestnuts. Phytophthora isolates were identified by PCR-RFLP of ITS-rDNA amplified by the
universal primer pair ITS6 (Cooke & Duncan, 1997) and ITS4 (White ef al., 1990). Restriction
digestions of the amplified DNA product were performed with restriction enzymes Alu I,
Msp 1, and Tag 1, which allowed individual species identification. The population of
Phytophthora was characterised in terms of mating type, metalaxil resistance and RAPD
polymorphisms.

P. cinnamomi is the most prevalent species in nurseries, orchards and in soil of chestnut
groves. Only four isolates were identified as P. cambivora and two of them were obtained
from typical rot crown of chestnut. All the isolates (P. cambivora and P. cinnamomi) were
mating type A2 and 9 % of P. cinnamomi were metalaxil tolerant. Although RAPD
polymorphisms allowed species differentiation the “10-mer” primers used were not suitable
for P. cinnamomi characterization. The RAPD analyses allowed, however, the identification of
a fragment characteristic of P. cinnamomi. The fragment was purified, cloned and sequenced
(SCAR) and then species-specific primers were designed (Cinl, Cin2, and Cin3) for detection
and identification of P. cinnamomi by PCR. Each primer pairs Cin2/Cinl and Cin3/Cinl
produced an amplicon of approximately 650 bp from all tested P. cinnamomi isolates. Both
primer pairs revealed no undesirable cross-reaction with a diverse range of Phytophthora
species (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi var parvispora, P. citricola, P. cryptogea,
P. nicotianae, P. quercina, P. syringae), Cryphonectria parasitica, Pythium sp., and Castanea
sativa. The PCR-Diagnostic assay based on the species-specific primers was successfully used
to detect P. cinnamomi in roots of chestnut plants, which were grown in artificially infected
substrate with this pathogen, in bait tissue (chestnut leaves) and in the water of the same bait

test.

KEY WORDS - Ink disease of chestnut, Phytophthora cambivora, P cinnamomi,
PCR-Diagnostic
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1. INTRODUCAO

A doenca da tinta do castanheiro, considerada como uma das principais causas
do desaparecimento dos soutos, tera surgido em Portugal por volta de 1838 junto das
margens do rio Lima (Fernandes, 1966). O avanco da doenca foi de tal forma
devastador que hoje praticamente ndo existem castanheiros no Minho e as éareas de
ocupacgao regrediram em mais de 50 % em Tras-os-Montes e Beira Alta, regides onde
existem ainda as maiores manchas de castanheiro em Portugal (Marques, 1988).

O castanheiro constitui um verdadeiro patriménio civilizacional e paisagistico
que caracteriza a regido do Nordeste de Portugal, sendo actualmente uma das culturas
agricolas mais rendiveis desta regido.

A doenca da tinta que invariavelmente provoca a morte do castanheiro ¢ ja uma
doenca endémica em todas as regides castaneicolas. Na regido de Tras-os-Montes
varias estimativas indicam 15 % de arvores afectadas pela doenca (Carvalheira, 1997;
Martins et al., 1997) mesmo nas regides de maior aptiddo para o castanheiro como a
Terra Fria Transmontana.

Os meios de luta contra esta doenga apesar dos varios métodos utilizados nao
tém solucionado este grave problema sanitario no castanheiro. As estratégias que
assentam na utilizagdo de material de propagagdo isento de propagulos dos parasitas,
na utilizacao de variedades resistentes e nas actividades fitotécnicas que promovam o
equilibrio microbioldgico do solo sdo consideradas as mais adequadas para travar o
desenvolvimento epidémico da doenca e evitar a sua dispersdo para areas cada vez
mais alargadas.

Para tornar efectiva esta estratégia de luta ¢ necessario que os métodos de
diagnodstico sejam sensiveis e fidveis e que proporcionem resultados num periodo de
tempo que viabilizem a aplicagdo das medidas sanitarias adequadas. No entanto, os
métodos de microbiologia classica apresentam em Phytophthora uma série de
limitagdes de natureza pratica na obtengao dos isolados, dado que estes organismos
reagem como procariotas a muitos dos antibidticos (Tsao, 1987; Tsao, 1990) e os
métodos de rotina laboratorial conduzem na maioria das situa¢des a resultados
negativos. Uma vez obtidos os isolados, a identificagdo ao nivel da espécie em
Phytophthora é considerada dificil, morosa e muito laboriosa (Grente, 1961; Zentmyer

1980; Waterhouse et al., 1987; Gallegly, 1987) que exige consideravel conhecimento



do género e da arte para obter as estruturas morfologicas necessarias ao processo de
identificacao.

Os métodos moleculares aplicados em todas as areas do estudo dos seres vivos
tém contribuido para um conhecimento mais aprofundado em todas os dominios da
biologia. Em filogenia e sistematica contribuiram para uma nova organizacao dos seres
vivos ao nivel da megasistematica. Os Oomycetes, tradicionalmente classificados
como fungos, foram incluidos num novo reino que Cavalier-Smith (1986) designou
Chromista e Dick (1995) Stramenopila, atribuindo assim significado as singularidades
biologicas, fisiologicas, bioquimicas e de ultra estrutura celular em Phytophthora.
Estes estudos impulsionaram a aplicagdo dos métodos moleculares na classificacao,
identificagdo, deteccdo e diagndstico de Phytophthora. Os métodos moleculares de
identificacdo de Phytophthora baseados na amplificagdo PCR da regido do genoma
que codifica para os ribossomas (rDNA) mais concretamente na regido ITS1, 5.8S e
ITS2, (Lee & Taylor, 1992; Cooke et al., 1996, Cooke & Duncan, 1997; Cooke et al.,
2000), por serem independentes da morfologia, permitem a identificacdo objectiva das
espécies. Esta regido gendmica foi utilizada com sucesso em estratégias de detec¢cdo de
Phytophthora pelo desenho de “primers” especificos no interior desta mesma
sequéncia de nucledtidos. A especificidade dos primers utilizados em diagndstico foi
também obtida em outras regides gendomicas como a regido que codifica para as
elicitinas (Coelho et al., 1997) e em regides an6nimas do genoma caracteristicas de
determinada espécie (Schubert et al., 1999).

Os métodos moleculares em diagnostico de Phytophthora pela especificidade,
sensibilidade e rapidez na obtencdo dos resultados constituem uma ferramenta
fundamental para que as medidas de proteccdo do castanheiro baseadas nos meios
preventivos sejam implementadas e verdadeiramente efectivas.

Com este trabalho pretendeu-se identificar e caracterizar por métodos
moleculares as espécie de Phytophthora associadas com a doenca da tinta do
castanheiro e obter um método de diagnostico especifico e sensivel baseado nas
técnicas moleculares para aplicagdo em plantas e solo dos viveiros de castanheiro € em
plantagdes ja instaladas.

Para concretizar este propdsito estabeleceram-se etapas que foram
sucessivamente realizadas e permitiram atingir os objectivos especificos que a seguir

se indicam:



i) Obter isolados de Phytophthora associados com a doenga da tinta do castanheiro, na
regido Norte de Portugal em diferentes situagcdes de desenvolvimento do castanheiro:

viveiros, plantagdes jovens e soutos.

ii) Identificar por métodos moleculares os isolados de Phytophthora associados com a

doenga da tinta do castanheiro, ao nivel da espécie.

iii) Caracterizar a populag¢do de Phytophthora associada com a doenca da tinta quanto
ao tipo de compatibilidade sexual, sensibilidade ao metalaxil e variabilidade genética

por marcadores moleculares (RAPD).

iv) Obter um método molecular de diagnostico baseado na técnica PCR especifico para

P. cinnamomi a utilizar em raizes de castanheiro, solo ¢ agua.

v) Aplicar o método PCR-Diagndstico em raizes de castanheiro que cresceram em
substrato inoculado com P. cinnamomi, tecidos vegetais (folhas de castanheiro) e agua

do solo dos métodos armadilha.






2. 0 GENERO PHYTOPHTHORA

2.1. Particularidades do Género Phytophthora

“Phytophthora”, palavra de origem Grega que significa destruidor de plantas foi
o epiteto escolhido, por Anton de Bary em 1876, para designar o novo género que
incluia apenas o organismo responsavel pelo mildio da batateira, Phytophthora
infestans. Durante muitos anos P. infestans foi a Unica espécie deste género. O seu
nimero ndo parou, entretanto, de aumentar estando incluidas no livro Phytophthora
Diseases Worldwide, de Erwin & Ribeiro (1996) 64 unidades taxondmicas todas elas
parasitas de espécies vegetais. Recentemente foram descritas novas espécies,
P. quercina (Jung et al., 1999); P. europaea E. M. Hansen & T. Jung sp. nov.,
P. uliginosa T. Jung & E. M. Hansen sp. nov., P. psychrophila T. Jung. & E. M.
Hansen sp. nov. (Jung et al., 2002) parasitas de espécies florestais, P. ipomoeae Flier
& Grunwald sp. nov. (Flier et al., 2002) parasita em Ipomoea longipedunculata e
estritamente relacionada com P. infestans; P. brassicae De Cock & Man in’t Veld sp.
nov. (Man in’t Veld et al., 2002) parasita do género Brassica e estritamente
relacionada com P. porri a que se acrescenta ainda a associacdo de espécies de
Phytophthora ja conhecidas a novos hospedeiros: P. megasperma em oliveira
(Sanchez et al., 2001), P. cactorum em Carya illinoensis (Reilly et al., 1997) e
P. boehmeriae em algodao (Elena & Paplomatas, 1997)

O género Phytophthora ¢ um taxa de remarcdveis caracteristicas em termos
fitopatologicos. Todas as espécies do género Phytophthora sao parasitas de plantas
estando as espécies dicotiledoneas amplamente representadas. Por outro lado, possui
espécies que no seu conjunto sdo capazes de infectar e colonizar todos os 6rgaos das
plantas, englobando espécies com capacidade de parasitar elevado numero de espécies
vegetais e espécies que pela sua especificidade se aproximam dos organismos
biotroficos.

O género Phytophthora caracteriza-se em termos bioldgicos por possuir micélio
cenocitico (alguns septos podem estar presentes em culturas mais velhas), as hifas sao
hialinas podendo ter uma aparéncia lisa, nodosa ou botriosa. As ramificacdes laterais
apresentam geralmente uma ligeira constricao na base.

Produz esporos assexuados, os zodsporos, numa estrutura designada por

zoosporangio (= esporangio). Os esporangidforos sdo semelhantes as hifas podendo ter



proliferacdao interna ou serem produzidos de forma simpodial conseguindo, assim,
formar esporangios de forma sucessiva e continuada.

Os esporangios variam na forma e no tamanho, podendo ser esféricos,
subesféricos, ovoides, piriformes, obpiriformes, serem papilados ou ndo papilados,
podendo germinar directamente ou libertar zodsporos uninucleados e biflagelados.

Os zoodsporos de aspecto reniforme possuem dois flagelos de morfologia
diferente (“heterokont”) que emergem da parte concava. Os zoosporos depois de se
movimentarem durante algum tempo desenvolvem uma parede celular que dé origem
ao processo de enquistamento. Depois de enquistados germinam por emissdo de um
tubo germinativo ou podem dar origem a outro zodsporo. Sao considerados os
propagulos mais eficiente no processo de infec¢do das plantas.

Os clamidosporos sdo os esporos de resisténcia as condigdes desfavoraveis,
podendo ser esféricos ou ovais, terminais ou intercalares, sendo delimitados do micélio
por um septo.

Os oo0sporos sdo os esporos de origem sexuada e resultam da conjugagdo do
anteridio com o oogoénio. Os oogénios sdo globosos ou piriformes e os anteridios
podem ser anfigineos ou paragineos em fung¢do do tipo de ligagdo ao oogodnio.

Algumas espécies sao homotélicas (auto-compativeis) e outras heterotéalicas
(auto-incompativeis) necessitando neste caso da presenca de micélio de
compatibilidade sexual oposta para que ocorra a multiplicagdo sexual. O processo
sexual em Phytophthora pode ainda ser desencadeado em resposta a factores
exteriores, nomeadamente por estimulo de substancias quimicas produzidas por
espécies de Trichoderma ou extractos de raizes de plantas.

O género Phytophthora, da classe dos Oomycetes e familia Pythiaceae, incluido
actualmente no Reino Chromista ou Stramenopila foi durante muito tempo
classificado no reino Fungi por serem organismos heterotroficos, possuirem
crescimento por polarizagdo das hifas, esporos vegetativos adaptados a dispersao pelas
correntes de ar ou pela 4dgua e utilizarem estratégias de infeccdo das plantas
semelhantes as dos fungos. De referir no entanto, que desde sempre se conheceram em
Phytophthora caracteristicas bioldgicas e fisiologicas que lhe conferiam singularidade
no contexto do reino onde se inseriam e que estudos posteriores foram sucessivamente
ampliando.

Zentmyer (1987) refere as seguintes caracteristicas do género Phytophthora nao

usuais em organismos classificados como fungos:



- Possui zooOsporos que produzem a parede celular durante o processo de

enquistamento necessario para que possam germinar € causar infec¢ao;
- Os zodsporos possuem dois flagelos com morfologia diferente;
- Formam apenas um odsporo em cada oogonio;

- A parede celular ¢ constituida por B-glucanas e alguma celulose ao contrario

dos fungos cujo principal constituinte € a quitina;

- Durante a fase vegetativa sdo organismos diploides ao contrario dos fungos que

sao haploides;

- Acumulam como substincia de reserva micolaminarinas ( 1-3-glucanas e
manitol) enquanto nos fungos acumulam como principal substancia de reserva o

manitol;

- Nao sintetizam esterdis € por essa razado nao sao sensiveis aos fungicidas que

interferem com a sua biosintese.

2.2. Posicao Taxonomica do Género Phytophthora

Os Oomycetes, por serem eucariotas hetrotroficos nos quais a assimilagdo ocorre
por absorc¢do através da parede celular, foram incluidos pelos sistemas classicos de
classificag@o no reino dos fungos — Reino Fungi.

Na Sub-Divisdao Mastigomycotina estao incluidos todos os organismos que
possuem esporos flagelados. O nimero, tipo e insercao do flagelo no zodsporo sdo as
caracteristicas que definem as trés classes do Phylum: Chytridiomycetes,
Hyphochytriomycetes € Oomycetes.

A aplicagdo de outros critérios na formulacdo de hipoteses filogenéticas originou
esquemas de classificacdo dos fungos que diferem do anteriormente referido. Moore
(1980) considera os QOomycota conjuntamente com Hyphochytriomycota e
Chytridiomycota, fungos inferiores, com base nas caracteristicas de ultraestrutura
celular. Kreisel em (1969) tinha ja excluido do reino dos fungos os Myxomycota,
Chytridiomycetes ¢ Oomycetes classificando os Oomycetes como uma classe dos

Chysophyta (Algae).



Ainsworth & Bisby’s (1983) consideram o seguinte esquema de classificagao

para os Qomycetes.

Reino Fungi (Ainsworth & Bisby’s, 1983)

Divisdo Sub-Divisio Classe Ordem Familia
Eumycota Mastigomycotina  Qomycetes Lagenidiales 3 Familias
Leptomitales 2 Familias
Peronosporales Albuginaceae
Peronosporaceae
Pythiaceae
Peronophythoraceae
Saprolegniaceae Saprolegnia

Os sistemas classicos de classificagdo dos seres vivos, por se basearem num
pequeno numero de caracteristicas, podem nao reflectir as relagdes naturais entre os
organismos, uma vez que ndo tém em consideragdo a possibilidade de determinada
caracteristica poder estar presente em grupos ndo relacionados como resultado de
evolugdo convergente.

Os sistemas de taxonomia mais recentes, ao contrario dos sistemas classicos,
consideram um elevado numero de caracteristicas para classificar os organismos,
nomeadamente o sistema de aquisi¢do de nutrientes, ciclo de vida, sistema de
reproducdo, ultraestrutura dos organelos celulares, caracteristicas bioquimicas e
moleculares. A concordancia de resultados, obtidos pela utilizagdo independente dos
diferentes critérios, proporciona maior grau de certeza nas afinidades estabelecidas e
na evolucdo sequencial de determinado grupo de organismos.

O estudo dos genes conservados como o 18S rRNA, a e B-tubulina evidenciam
que os fungos e os Qomycetes sdo filogeneticamente distintos (Sogin & Silberman,
2001).

As caracteristicas bioldgicas, fisiologicas, ultraestruturais, bioquimicas e
moleculares diferenciam os OQomycetes dos fungos e relaciona-os mais estreitamente
com organismos anteriormente classificados como algas ou protistas, nomeadamente

com Phaeophyceae, Chrysophyceae, Bacillariophyceae e Synuridae, que Cavalier-



Smith (1986) designou Chromistas (orgamismos com cor) — Reino Chromista, ¢ Dick
(1995) Straminipila (organismos com “straminipilous flagellum”) — Reino
Stramenopila.

A organizacdo sistematica dos Qomycetes segundo os autores referidos € a que a

seguir se apresenta:

Reino Chromista (Cavalier-Smith, 1986)

Subdivisao Subphylum Classe Ordem

Heterokonta Pseudofungi Oomycetes Rhipidiales
Leptomitales
Sclerosporales
Pythiales
Peronosporales

Reino Stramenopila (Dick, 1995)

Subphylum Classe Subclasse Ordem

Peronosporomycotina Peronosporomycetes Peronosporomycetidae  Peronosporales

Pythiales
Rhipidomycetidae Rhipdiales

Saprolegniomycetidae Saprolegniales
Sclerosporales
Leptomitales

Salilagenidales

Hyphochytriomycetidae ~ Hyphochytriales

Na bibliografia da especialidade ndo ¢ uniforme a designacdo adoptada. A ultima
edi¢do do “Dictionary of the Fungi” (Kirk et al., 2001), na sua 9* edi¢do, adoptam a
designacdo de Reino Chromista enquanto a base de dados EMBL da European
Bioinformatic Institute (EBI) adopta Stramenopila para estes mesmos organismos.

Os métodos moleculares, com a sequenciacdo de genes conservados como 0s
rRNA (16S ou 18S rRNA) e a e B-tubulina permitiram testar de forma independente as
hipoteses filogenéticas obtidas pelas caracteristicas fenotipicas, fisioldogicas ou

bioquimicas e promover as alteracdes na classificacdo dos organismos ao nivel da



megasistematica, no sentido que Cavalier-Smith (1998) lhe atribui, ou seja ao nivel da
ordem classe e reino.

A perspectiva evolutiva proporcionada pelo 16S rRNA evidencia novos grupos
como os Stramenopila os Alveolata, os Rhodophytes e Haptophytes e outras linhagens
ameboides independentes que terdo divergido quase simultaneamente com os animais,
plantas e fungos, formando o topo evolutivo dos organismos eucariotas “crown

eukaryota” como esta representado na Figura 1 de Sogin & Silberman (2001).

Haptophytes

Rhodophytes
Chlorophytes
sreen Plant:

etc.

Stramenopiles:

’ Oomycetes, Labyrinthulids,
Bicasoecids, Rrown Algae,

Yellow Algae, Diatoms,

Chrysophytes, Eustigmatophytes,

Synurophytes, etc.

Fungi - Usie Alveolates
A" Apicomplexans
Animals s Dinoflagellates
l Ciliates
0.10 p% R Vanella
Lingulamoeba
4
by,

a{? Mastigelia sp.

Phreatoamoeha

Figura 1 — Radiag@o eucariota: arvore filogenética 16S rRNA (Sogin & Silberman, 2001).

Os métodos moleculares em taxonomia tém impulsionado as alteragdes ao nivel
da classificacdo dos organismos ndo s6 ao nivel da megasistematica mas também ao
nivel da espécie por complementarem as hipdteses baseadas nas caracteristicas
fenéticas ou por clarificarem entre as diferentes hipoteses em estudo.

Nesta perspectiva de classificagdo dos seres vivos os Qomycetes estao
filogeneticamente tdo distantes dos fungos, plantas e animais como dos Alveolata
(Plasmodium malariae, um dos agentes causadores da maldria) e confere-lhe

caracteristicas biologicas especificas, resolvendo assim, muitas das questdes que se
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colocavam em termos de modelo biologico e dos meios de luta contra estes

importantes parasitas das plantas.

2.3. Classificaciao Taxonomica em Phytophthora

A classificacdo taxonoémica do género Phytophthora baseia-se essencialmente
nas caracteristicas morfologicas.

As caracteristicas morfologicas apresentam elevada plasticidade e sdo em
numero reduzido face ao elevado nimero das espécies descritas, o que determina que a
classificagdo e identificacdo de Phytophthora seja considerado pela generalidade dos
autores como um processo dificil, laborioso e muito moroso.

Da resenha histérica da classificagdo em Phytophthora (Waterhouse, 1987)
realcam-se as chaves de Rosanbaum (1917), um dos primeiros autores a considerar as
relagdes métricas dos esporangios na classificacdo, a chave de Tucker (1931) e
Leonian (1934) que para além das caracteristicas morfologicas consideram as
caracteristicas fisiologicas e de patogénese na classificacdo e identificacdo das
espécies. Muitas outras chaves com utilizacdo mais restrita sdo referidas pelo mesmo
autor como a de Wager (1940) na Africa do Sul, a de Fezzi (1950) na Argentina e a de
Schwim (1959) na Alemanha o que dificultou a identificacdo das espécies de
Phytophthora com a existéncia de um numero cada vez maior de epitetos com as
dificuldades de comunicacdo dai resultantes. A chave de Waterhouse (1963) baseada
em caracteres morfolégicos e introduzindo o estudo em cultura pareada como
fundamental no aspecto taxondomico, foi aceite por todos os investigadores de
Phytophthora e estabeleceu a ordem numa altura em que muita confusdo existia
(Gallegly, 1987). Nesta classificagdo o género Phytophthora é dividido em seis grupos
(I - VI) com base em critérios morfologicos dos esporangios e do tipo de anteridio.

A estabilidade desta chave na classificacdo, identificacdo e descri¢do das
espécies assenta, segundo os seus autores, na divisdo dos caracteres em caracteres
estaveis para a defini¢do dos grupos principais, caracteres estadveis ao nivel da espécie,
caracteres importantes em algumas espécies, ¢ ainda caracteres indicadores

(Waterhouse ef al., 1987).
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A chave de Waterhouse foi revista pela autora e seus colaboradores Newhook e
Stamps; (Newhook et al., 1978) e (Stamps et al., 1990) esta Gltima na forma de chave
tabular para facilitar a movimentacao na chave no processo de identificacao.

Os critérios de classificacdo propostos por Waterhouse, uniformizaram a
classificagdo, identificacdo e descricdo das espécies de Phytophthora, designadas
actualmente “morfoespécies”, mas mantiveram-se as dificuldades de delimitacdo das
espécies (P. cryptogea/P. drescheleri) e de sobreposi¢do dos caracteres
(P. parasitica/P. nicotianea).

A chave de Waterhouse e seus colaboradores é considerada por muitos autores
como muito minuciosa e Gallegly (1987) considera mesmo que quem trabalha com a
chave fica com a sensagdo que alguns caracteres seriam mais adequados para separar
variantes e nao espécies.

A variabilidade morfologica no género Phytophthora e das espécies
individualmente consideradas € um assunto sempre presente na taxonomia deste
género. A variabilidade e instabilidade morfoldgica estdo associadas e dependem dos
meios de cultura e das condi¢des ambientais. Por outro lado, sdo necessarias condi¢des
especiais para a producdo das estruturas necessarias ao processo de identificagdo em
determinadas espécies o que dificulta a estandardizagdo das condi¢des ambientais
desde sempre consideradas importantes no processo de identificagdo.

A variabilidade morfologica em Phytophthora leva mesmo alguns autores a
questionar o conceito de “type specie”, definido pelo codigo de nomenclatura botanica,
pelo qual se regem estes organismos e propoe o conceito de populacao para a definigao
de espécie neste género (Brasier, 1987). Neste conceito de espécie ¢ dada especial
énfase a amplitude global de diversidade dos caracteres morfologicos e a necessidade
do desenvolvimento de outras ferramentas nao morfoldgicas para a delimitagdo das
espécies. Este conceito de espécie foi aplicado em espécies de grande variabilidade
morfologica por Mchau & Coffey (1994). Estes autores estudaram 77 isolados de
P. citrophthora obtidos em 30 hospedeiros diferentes e de origens geograficas muito
diversas, tendo obtido uma nova descrigdo de P. citrophthora com base na
variabilidade global das caracteristicas morfologicas e nos perfis isoenzimaticos dos
isolados em estudo.

Mecanismos intrinsecos de adaptacdo e evolucdo associados a fendomenos de
hibridagdo natural s3o igualmente referidos como factores de instabilidade e

variabilidade morfologica. Brasier e seus colaboradores quando do estudo da espécie
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de Phytophthora que ataca os amieiros classificaram-na como uma espécie de origem
recente resultante do cruzamento de P. cambivora e P. fragariae. Nesta situacao
fitopatologica foram ainda identificadas formas instdveis com caracteristicas
morfologicas e bioldgicas particulares e com niimero de cromossomas intermédio

entre diploide e tetraploide, (Brasier et al., 1999; Brasier & Kirk, 2001).

2.4. Reproduc¢ao Sexuada em Phytophthora

No género Phytophthora existem espécies homotalicas (auto-compativeis) e
heterotalicas (auto-incompativeis). As espécies heterotalicas necessitam da presenca de
micélio de compatibilidade sexual oposta (A1/A2) para que ocorra a reproducdo
sexual. A formacao dos o6sporos ocorre tanto em cruzamentos intra-especificos como
inter-especificos desde que o micélio seja de compatibilidade sexual oposta.

Ko (1989) considera o comportamento sexual das espécies de Phytophthora
como um processo singular no mundo vivo, uma vez que pode ocorrer entre espécies
morfolégica e fisiologicamente distintas.

Galindo & Gallegly (1960) que identificaram o heterotalismo em P. infestans,
verificaram que ocorria hibridagao entre os isolados de compatibilidade sexual oposta
e que os isolados eram bissexuais, formando o tipo Al o anteridio e o tipo A2 o
oogobnio acontecendo o oposto noutros pareamentos. Constataram ainda a existéncia de
sexualidade relativa, ou seja isolados que produziam quase exclusivamente anteridios
(strong male) e outros isolados que produziam oogonios existindo outros com
relatividade sexual intermédia.

Em espécies heterotdlicas ocorre ainda a produg¢do de odsporos por auto-
compatibilidade como verificou Ko (1978) pela utilizacgdo de membranas de
policarbonato para impedir o contacto fisico das hifas de compatibilidade sexual
oposta. Evidéncias experimentais levaram Ko a postular que uma hormona ol
produzida por micélio de compatibilidade Al induziria a reprodugdo sexual em
isolados A2 e uma hormona a2 produzida por micélio de compatibilidade A2 induziria
a reproducdo sexuada em isolados A1, podendo estas hormonas actuar de forma inter-
especifica. Os isolados seriam heterotdlicos porque ndo teriam receptores para a

hormona que eles produzem e ndo reagem a essa substancia ou porque nao produzem
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hormonas. As espécies homotélicas, por outro lado, reagem 4s hormonas que
produzem podendo ser ol ou 02 ou mesmo ale 02.

Em P. cinnamomi e outras espécies heterotalicas de Phytophthora e em micélio
de compatibilidade sexual A2 foi ainda observada a producdo de esporos de origem
sexuada por estimulo quimico associado a extractos de raizes de abacate (Zentmyer,
1980) e por estimulo de substincias volateis produzidas por diferentes espécies de
Trichoderma (Brasier, 1974), que desta forma produzem odsporos sem ser necessario a
presencga de micélio compativel.

Os esporos de origem sexuada em Phytophthora resultam da unido de um
nucleo haploide do oogoénio com outro nucleo haploide do anteridio sendo, este, o
unico estado haploide durante o ciclo de vida destes organismos.

O processo sexual (Hemmes & Bartnicki-Garcia, 1975, Hemmes, 1987;
Gallegly, 1987; Irwin et al., 1995) inicia-se pelo contacto e penetracdo do precursor do
anteridio (“anteridio initial”’) pelo precursor do oogédnio (“oogonio initial”) sem que
nesta fase ocorram trocas ou misturas de citoplasma entre os gametas. Segue-se a fase
de expansao do oogonio que ocorre devido ao fluxo do citoplasma através da haste do
oogdnio que permanece aberta e funcional. Quando a fase de expansao termina, a haste
do oogonio fica bloqueada com material semelhante ao da parede celular. O anteridio
circunda a haste do oogénio dando origem ao tipo de anteridio anfigineo. No tipo de
anteridio paragineo o processo inicial ¢ mais simples uma vez que ndo ocorre
penetragdo nem expansao do oogoénio, ocorrendo a fusdo dos gametas por contacto
directo. O processo da formacao dos odsporos € a partir desta etapa semelhante nas
espécies de Phytophthora com anteridio anfigineo ou paragineo.

Todos os nucleos do oogdnio, excepto um, migram para a periferia do oogdnio
onde ficam sequestrados no periplasma. O tubo fertilizador do anteridio rompe a
parede do oogonio e deposita o ntcleo haploide do anteridio, formando-se de imediato
uma membrana que delimita o periplasma da oosfera. Quando se forma a odsfera a
composi¢ao do citoplasma modifica-se drasticamente aparecendo vactiolos e corpos
lipidicos em quantidade aproximadamente semelhante. O processo de formagdo dos
ob6sporos termina com a formacdo de uma parede celular e pelo rearranjo das
substancias de reserva num ooplasto central rodeado por um cortex de corpos lipidicos
A morfogénese dos odsporos em P. capsici esta representada na Figura 2 que foi

adaptada de (Hemmes, 1987).
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Formagéo da odsfera Formagio da parede do césporo

Figura 2 — Morfogénese dos odsporos em P. capsici: relagdo entre os gadmetas e desenvolvimento do
oosporo. AW — Parede do anteridio, FP — vactiolo, FT — Tubo de fertilizagdo (degeneragdo),
IOW — Parede interna do odsporo, L — Corpo lipidico, OOW — Parede exterior do odsporo, OP —
ooplasto, OW — Parede do oogonio, P — Obturagdo do oogénio, PE — Periplasma, WC — Parede da zona
de contacto. (Adaptado de Hemmes, 1987)

’ .

A morfologia do oogénio e dos oOsporos ¢ muito semelhante em todas as

espécies de Phytophthora para poder ter valor diferenciador na classificacdo das



espécies, sendo no entanto a posicdo do anteridio (anfigineo ou paragineo) um dos
caracteres principais na classificacdo de Waterhouse. Espécies que possuem anteridios
paragineos sdo incluidos no Grupo I, I e V e com anteridios anfigineos no Grupo II,
IV e VI. O caracter de anteridio anfigineo ¢ consistente em todas as espécies do
Grupo II, podendo aparecer isolados que também possuem anteridios paragineos no
Grupo IV e VL.

A dimensdo dos oogénios ¢ considerada como caricter diferenciador no
complexo de espécies englobadas em P. megasperma, embora com valor taxondémico

muito reduzido dada a falta de estabilidade deste caracter.

2.5. Phytophthora cinnamomi e Phytophthora cambivora

P. cinnamomi Rands e P. cambivora (Petri) Buisman sdo espécies
morfologicamente muito proximas, incluidas no Grupo VI da chave de Waterhouse,
Newhook et al. (1978) e Stamps et al. (1990), por possuirem esporangios nao
papilados. Os o6sporos formam-se por pareamento com micélio compativel e os
anteridios sd3o sempre anfigineos. Neste grupo morfolégico estdo ainda incluidos
P. cryptogea Pethyler & Laff., P. dreschsleri Tucker var. dreschsleri, P. dreschsleri
var. cajani Pal, Grewall & Sarbhoy, P. cajani Amin, Aldev & Williams, P. melonis,
Katsura, P. sinensis Yu & Zhuang, P. erythroseptica Pethybr. var. erythroseptica,
P. erythroseptica var. pisi Byw. & Hickman, P. richardiae Buisman, P. gonapodyides
(Peterson) Waterh. e P. undulata (Peterson) Dick.

A chave de Stamps et al. (1990) que avalia os caracteres relacionados com os
esporangios, anteridios, oogdnios, clamidosporos e hifas, s6 a presenga de oogonios
ornamentados com protuberancias em P. cambivora, e a presenga de micélio coraloide
em meios com agar ou dilatagdes grandes e esféricas em agua em P. cinnamomi,
permitem diferenciar as duas espécies. Os oogdnios formam-se por pareamento de
micélio de compatibilidade sexual oposta da mesma espécie ou de espécie diferente,
ndo possuindo, no entanto, neste caso valor taxondémico.

As caracteristicas morfoldgicas das hifas para que possam ter valor taxonémico
devem ser realizadas em determinadas condigdes. Grente (1961) verificou que o

micélio aéreo ¢ igual nas duas espécies e s6 o micélio submerso no meio de cultura
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agarisado permitiria diferenciar as duas espécies. Nestas condigdes, o micélio de
P. cambivora ¢ liso e uniforme apresentando vesiculas de forma e volume muito
variado em P. cinnamomi. Estas dilatagdes diferenciam-se dos clamiddsporos por nao
possuirem septo basal e parede celular continua a volta das dilatagdes. Estas
caracteristicas das hifas facilmente observaveis na extremidade das colonias em
crescimento activo s3o indicadoras de P. cinnamomi dada a estabilidade destas
caracteristicas nos diferentes meios de cultura. Esta caracteristica das hifas foi por nos
utilizada na identificacdo de P. cinnamomi nos isolados de castanheiro. Alguns
isolados de P. cambivora podem apresentar alguma irregularidade nas hifas tanto em
meios com agar como em meios liquidos o que torna esta caracteristica pouco
objectiva na delimitacdo e identificacdo das espécies.

P. cambivora nao produz ou raramente produz clamiddsporos em cultura e
P. cinnamomi apresenta quanto a esta caracteristica comportamento oposto. No
entanto, por existirem isolados de P. cinnamomi que nao produzem clamidosporos
torna esta caracteristica pouco estavel na identificacdo dos isolados.

A dificuldade de defini¢do de critérios objectivos de identificagdo morfologica
das espécies do género Phytophthora, a necessidade de aplicagdo de técnicas, meios de
cultura e procedimentos muito definidos para a obtencdo das estruturas morfoldgicas
diferenciadoras determinou que as novas metodologias no dominio da bioquimica, da
serologia e mais recentemente os métodos moleculares fossem aplicados na

sistematica, classificagdo e filogenia do género Phytophthora.

2.6. Métodos Moleculares na Classificacido e Filogenia do Género Phytophthora

Os métodos moleculares, com a disponibilidade de técnicas de facil aplicagdo
no estudo dos acidos nucleicos, revolucionaram todas as areas das ciéncias biologicas.
Em estudos de sistematica, evolucao e filogenia as sequéncias de DNA proporcionam
valores semi-quantitativos de relagdo entre os organismos que permitem elucidar
mecanismos de evolucao contribuindo assim para a defini¢do de grupos sistematicos.

Samuels & Seifert (1995) consideram como objectivo fundamental da
sistematica, o de organizar os seres vivos num esquema taxonomico que facilite a

identificacdo dos organismos e permita predizer as suas caracteristicas bioldgicas. Este
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objectivo foi formulado para a sistematica em micologia mas podera ser alargado a
todos os dominios da taxonomia dos seres vivos.

A chave de identificacdo das espécies de Phytophthora de Waterhouse (1963)
baseia-se em caracteristicas morfologicas e foi adoptada pela generalidade dos
estudiosos deste género dando origem ao conceito de “morfoespécie”. Este conceito ¢
aplicado ao conjunto dos individuos com morfologia definida na chave anteriormente
referida, sem que no entanto sejam conhecidas as inter relacdes genéticas e de
compatibilidade sexual entre as unidades taxonomicas. Nos sistemas de classificacdo
natural a compatibilidade sexual entre as unidades taxondmicas ¢ considerada
fundamental na defini¢dao das unidades taxonomicas.

A morfologia por si s6 ndo permite definir as relacdes entre as espécies do
mesmo género sendo dificil identificar e distinguir entre homologia ou convergéncia
das caracteristicas morfoldgicas. Os caracteres baseados no DNA sdo caracteristicas
independentes da morfologia e podem ser utilizadas para determinar a homologia ou
convergéncia das caracteristicas morfoldgicas e estabelecer relagcdes de filogenia.

O sucesso dos métodos moleculares nos estudos filogenéticos e de sistematica
dependem em grande parte das moléculas escolhidas para a andlise. Sogin &
Silberman (1998) referem a existéncia de importantes bases de dados de sequéncias
dos genes da actina, tubulina e RuBisCo que foram extensivamente estudadas pelo seu
papel fundamental em estudos de biologia celular e de bioquimica que apenas
permitiram estabelecer relagdes filogenéticas entre alguns grupos de organismos
eucariotas ndo permitindo no entanto estabelecer relagdes de filogenia entre esses
organismos. Sogin & Silberman (1998) referem ainda que Woese em 1977 tinha
considerado a regido do genoma que codifica para os ribossomas (rDNA) com um
potencial extraordinario em filogenia e sistematica por existir em todas as formas de
vida. A sequenciagdo desta regido gendmica demonstrou as potencialidades previstas
por Woese e tem sido largamente utilizada em estudos de filogenia, sistemadtica e
diagndstico em medicina, agricultura e ecologia.

O DNA que codifica o RNA dos ribossomas ¢ constituido por genes que
codificam respectivamente as subunidades “Large”e “Small”, como esta representado
na Figura 3.

O produto do gene 18S, que ¢ RNA e ndo uma proteina, combina-se com

proteinas para formar a pequena subunidade ““ Small Subunit” dos ribossomas (SSU).
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A grande subunidade dos ribossomas “Large Subunit” (LSU) ¢ formada por
proteinas e pelo produto do gene 5.8S, 28S e 5S.

Nos eucariotas o gene 5S dos ribossomas ¢ relativamente independente dos
outros genes RNA, podendo estar associado aos genes RNA ou existir em série
repetitivas mas separadas desta regido ou mesmo disperso no genoma (Belkhiri ez al.,

1992).

5
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CHH - HH -

5.88

185 | o] 288 s

5 -_3

SSU
28S RNA
W SSRNA LSU

Ribossoma

Figura 3 — Esquema representativo da organizagdo do genoma que codifica para o RNA das sub-

unidades dos ribossomas, SSU — “Small Subunit”; LSU — “Large Subunit”.

O gene 18S — rRNA ¢ uma regido muito conservada e muito estavel em todos
os organismos sendo utilizada em estudos filogenéticos ao nivel da megasistematica.

A regido intergénica (ITS) que se localiza entre o gene 18S e 5.8S ¢ designada
ITS1, designando-se ITS2 a regido do genoma localizada entre o gene 5.8S e o gene
28S. Estas regides do DNA, por serem zonas ndo codificantes acumulam mutagdes
mais rapidamente, sendo muito utilizadas para caracterizar e identificar espécies ao

nivel de um determinado género.
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A parte terminal do gene 28S acumula mutagdes a uma taxa que se situa entre a
que ocorre na zona ITS e no gene 18S, sendo utilizado em estudos de sistematica e
filogenia ao nivel da familia e da ordem.

O conjunto destes genes, todos eles necessarios para a producdo dos
ribossomas, repete-se muitas vezes ao longo do genoma. O conjunto dos genes que
codifica para os ribossomas ¢ separado de outro conjunto por regides intergénicas
(IGS) que se revelaram igualmente interessantes em estudos de taxonomia e
caracterizagdo das espécies.

Nos procariotas os ribossomas sdo igualmente constituidos pelas duas
subunidades — a subunidade grande e a subunidade pequena como nos eucariotas. Cada
subunidade ¢ constituida por RNA e proteinas ribossomais. A subunidade pequena
(30S) contém proteinas € o produto do gene RNA denominado 16S enquanto a
subunidade grande (50S) além das proteinas ribossomais contém o produto do gene 5S
e 23S.

O RNA e as proteinas ribossomais desempenham um papel essencial na
manutencdo da estrutura e integridade dos ribossomas sendo o RNA fundamental no
processo de sintese proteica em todas as células o que lhe confere uma extraordinaria
importancia e conservagao em todos 0s organismos vivos.

Para o desenvolvimento da abordagem molecular em sistemadtica e filogenia
contribuiu de forma decisiva a técnica da reac¢do em cadeia da polimerase (PCR). A
PCR, descrita pela primeira vez em meados dos anos 80 por Saiki et al. (1985),
permite amplificar um determinado fragmento de DNA de forma exponencial. Inicia-
se pela desnaturagdo do DNA a que se segue a ligacdo de pequenos oligonucledtidos
sintéticos (primers) a cada uma das extremidades da zona que se pretende amplificar.
A regido do DNA entre os primers ¢ amplificada pela incorporacdo de nucleétidos
individuais fosforilados através da uma enzima especifica de polimerizagao do DNA.

As condigdes de temperatura sdo fundamentais para o sucesso da reaccdo PCR.
Inicialmente sdo necessarias temperaturas superiores a 90 °C para separar as cadeias de
DNA (desnaturagdo), sendo necessario depois temperaturas da ordem dos 35 — 55 °C
para a ligacao dos primers (emparelhamento). A sintese do DNA (amplificagdo) ocorre
a temperatura Optima de funcionamento da enzima. Cada etapa do processo decorre
durante 30 a 120 segundos.

No final de cada ciclo a quantidade de DNA tera duplicado. A utilizagdo de

25 — 45 ciclos nas reac¢des PCR determina que a quantidade de DNA amplificado seja
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muito elevada no final da reaccdo e seja possivel a sua visualizagdo em geis de
agarose.

Lee & Taylor (1992) utilizaram pela primeira vez em Phytophthora a técnica
PCR e da sequenciagdo dos nucledtidos do DNA da regido ITS1 e ITS2 como
ferramenta taxondémica e de caracterizacdo das espécies. Analisaram esta regiao
gendmica em quatro espécies de Phytophthora morfologicamente semelhantes
(P. palmivora, P. megakarya e P. citrophthora do Grupo Il de Waterhouse) e
P. cinnamomi do Grupo VI como espécie exterior ao grupo morfoldgico em estudo. As
relacdes de filogenia entre as espécies em estudo ndo sdo conhecidas, apesar das
espécies estarem perfeitamente delimitadas por caracteristicas morfoldgicas,
citologicas e bioquimicas. Os resultados obtidos permitiram a separagdo das espécies
de acordo com os caracteres morfologicos e sugeriam ainda a utilidade desta técnica
no estabelecimento de relagdes inter-especificas no género Phytophthora. Verificaram
ainda que a variacdo do ITS1 e ITS2 era reduzida ou nula dentro da mesma espécie e
suficientemente grande entre as espécies para permitir a sua delimitacdo e
identificacao.

Utilizando a mesma abordagem Cooke et al. (1996) estudaram as inter-relagodes
entre as espécies do Grupo I de Waterhouse (P. cactorum, P. ideae, P. pseudotsugae,
P. clandestina, P. iranica). Neste estudo o reduzido numero de diferencas nas
sequéncias de nucleodtidos da regido ITS ndo permitiu a delimitacdo de todas as
espécies em estudo. Em P. cactorum, P. ideae e P. pseudotsugae a regido ITS nao foi
suficiente para a delimitagdo especifica embora esta separacdo seja suportada por
caracteres morfoldgicos e outros marcadores genéticos.

Cooke e a sua equipa continuaram os estudos de sequenciagdo da regido ITS
em Phytophthora tendo sequenciado esta regido gendmica em espécies de todos os
grupos morfoldgicos (morfoespéscies). Cooke & Duncan (1997) publicam a sequéncia
da regido ITS1 e ITS2 de outras nove espécies de Phytophthora e confirmaram a
validade desta estratégia na classificagdo do género Phytophthora. A regido ITS1
evidencia menor dimensao e maior polimorfismo que a regido ITS2 embora a analise
obtida quando se considera individualmente cada uma das regides proporcione
resultados semelhantes.

Cooke et al. (2000) publicam posteriormente o estudo da sequenciacdo da
regido ITS1, 5.8S e ITS2 de 50 espécies de Phytophthora (234 isolados), espécies de

Pythium e espécies representativas de outros Qomycetes como Saprolegniales ¢
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Peronosporales. O estudo teve entre outros objectivos o de avaliar a posicao
filogenética de Phytophthora em relagdo a outros géneros dos QOomycetes
nomeadamente Pythium e Peronospora, testar hipdteses de evolucdo em Phytophthora
(espécies adaptadas ao ambiente solo ou ambiente aéreo) e verificar se as linhas de
evolugdo detectadas por este tipo de analise correspondiam a definicdo morfoldgica
para as espécies.

A Figura 4 de Cooke ef al. (2000) apresenta as relagdes filogenéticas entre o
género Phytophthora e outros Oomycetes e a Figura 5, do mesmo autor, as inter-
relacdes entre as diferentes espécies de Phytophthora obtidas pela utilizagdo da regido

genomica do ITS1, 5.8S e ITS2.

Clade 9
P thora macrochlamydoespora
hytophthora richardiae
Phytophthora Clades 1-8_, Phytophthora insolita
d % Clade 10

Pythium irregulare

Pythium ultimum

Pythium undulatum
Pythium aphanidermatum
Pythium dissotocum
Pythium graminicola
..-"'-'l.:'hﬂophm” Clades 1-8 Albugo

and Peronospora candida

0.1

Saprolegnia ferax

Dictyuchus sterilis
— Thraustotheca clavata
Achlya intricata

'Achlya bisexualis

Figura 4. — Diagrama das relagdes filogenéticas nos Qomycetes (Cooke et al., 2000).

Cooke et al. (2000) verificaram com a sequenciacdo desta regido gendmica que
o género Pythium ¢ polifilectico e mais diversificado que o género Phytophthora.

Phytophthora é um género parafilectico com dois grupos. Um dos grupos ¢
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monofilectico e inclui 47 espécies, subdividindo-se em oito clades. Neste grupo estao
igualmente incluidas as espécies de Peronospora que tinham sido incluidas no estudo.

Outro grupo ¢ constituido por apenas trés espécies: P. macrochlamydospora,

P. richardiae ¢ P. insolita que representam uma linha evolutiva diferente.
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Figura 5 — Diagrama das relagdes filogenéticas entre diferentes espécies de Phytophthora (Cooke et al.,

2000).

O trabalho de Cooke et al. (2000) que incluiu todas as espécies do género
Phytophthora demonstrou que o conceito tradicional ao nivel do género representa um

grupo natural de organismos e as relagdes filogenéticas estabelecidas com base na
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regido do ITS estdo de acordo com as obtidas com base em critérios morfologicos
quando se considera apenas o tipo de esporangio. De referir, que Briard et al. (1995)
pela utilizagao da regido do dominio D2 do gene 28S ndo obtiveram concordancia dos
resultados com a separagdo das espécies de Phytophthora em funcdo do tipo de papila
do esporangio e tipo de ligacao do anteridio.

A forma de ligacdo do anteridio (anfigineo ou paragineo) ao oogonio e o tipo
de reprodu¢do homo ou heterotdlica ndo sdo indicadoras de relagdes filogenéticas
estreitas uma vez que estas caracteristicas se encontram presentes nas diferentes
clades.

Este sistema de classificagao molecular ¢ actualmente aplicado na identificagao
das novas espécies. Jung et al. (2002) descreveram pela primeira vez P. psychrophila,
P. uliginosa e P. europaea tendo incluido na clade 3 desta classifica¢do a primeira das
espécies referidas e na clade 7a as outras duas espécies.

As relagdes filogenéticas situadas a outros niveis da classificagdo dos
Oomycetes foram igualmente estudadas com a utilizacdo de métodos moleculares.
Riethmiiller et al. (2002) com base em estudos da regido 28S do rRNA estudaram a
hierarquizagdo sistematica dos Peronosporomycetidae (classificacdo Dick, 1995) e
concluiaram que a familia Pythiales e Peronosporales sao polifilecticas. Os resultados
obtidos por este método ndo sdo totalmente compativeis com a classificagdo em vigor.
O género Phytophthora assumido como membro da ordem Pythiales estaria mais
relacionada com a familia Peronosporacea do que com o género Pythium que ocupa
por este método uma posicdo basal neste grupo sistemadtico. Estes autores propdem
mesmo que Phytophthora e Peronophythora fossem transferidas para a familia
Peronosporaceae.

Cooke et al. (2000) obtiveram, com base na regido do ITS, relagdes
filogenéticas mais abrangentes considerando que Phytophthora e Pythium deveriam
ser incluidas na ordem Peronosporales. Estes autores consideram que a regido
gendmica por eles estudada estaria no limite de resolucdo a este nivel taxondémico e
recomendam o estudo de outras regides do genoma para a confirmag¢ao ou nao destes
resultados.

A classificagdo das espécies com base na regido genémica do ITS1 e do ITS2
apresenta algumas limitagdes. Forster et al. (2002) referem que a regido ITS1 ¢é
relativamente pequena ¢ quando se estudam diversos organismos ¢ muito dificil

alinhar e analisar as sequéncias. A regido ITS2, que apresenta menor variabilidade
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origina filogenias similares, sendo necessario segundo este autor incluir outras regioes
genomicas para os estudos filogenéticos.

O rDNA nos eucariotas ¢ constituido por muitas copias, também designadas
paralogos, localizadas num ou em varios grupos. Em plantas foi detectado rDNA
divergente em estudos da regido ITS. Buckler et al. (1997) testaram mesmo a hipotese
de alguns pardlogos divergentes serem pseudogenes. O rDNA divergente podera ser
um peudo-gene quando um Jocus do ribossoma se tornou inactivo (O’Donnell et al.,
1998), ou quando uma copia do rDNA ficou disperso noutras zonas do genoma. Os
“ITS dos pseudogenes” poderao acumular substitui¢des de bases a uma taxa elevada o
que destabilizard a estrutura secundaria destas moléculas. A existéncia de paralogos
divergentes coloca sérios problemas para a reconstrucdo da filogenia das espécies
quando se utilizam pequenas amostragens de rDNA (Buckler et al., 1997). Nos
pardlogos divergentes, segundo o mesmo autor, pode ainda ocorrer recombinagdo o
que podera comprometer o estabelecimento da filogenia com base nesta regido do
genoma.

Recentemente a filogenia baseada apenas num unico gene ou regido gendmica
nao ¢ considerada valida sendo necessario para o estabelecimento da filogenia a
concordancia de resultados com outras regides do genoma. Taylor & Fisher (1999)
propdem mesmo que para o estabelecimento da filogenia ao nivel da espécie ¢
necessario a concordancia de resultados entre filogenias obtidas pelo menos em cinco
regides genomicas distintas, incluindo genes com apenas uma copia em todo o genoma
como a S-tubulina ou a endochitinase 42.

Em Phytophthora os genes citochromo oxidase | e II das mitocondrias (cox I e
cox II) foram sequenciados por Martin et al. (2003) tendo a sua andlise evidenciado
alguns conflitos com a filogenia obtida com a regido ITS. Segundo estes autores ¢
necessario a sequenciacao de outras zonas do genoma para que a filogenia com base

nos marcadores moleculares seja fiavel.

2.7. Métodos Moleculares na Identificacio das Espécies de Phytophthora

Em Phytophthora os estudos de sistematica e filogenia baseados na sequenciagao

da regido genomica que codifica para o RNA dos ribossomas (rDNA) contribuiu
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decisivamente para o desenvolvimento de estratégias de identificagdo, deteccao e
diagnodstico baseadas na técnicas PCR (Lee & Taylor, 1992; Bonants et al., 1997;
Cooke et al., 1999; Cooke & Duncan, 1997; Cooke et al., 2000).

Para além da regido gendmica que codifica para os ribossomas foram também
utilizadas com o mesmo objectivo o gene que codifica para as elicitinas, holoproteinas
consideradas caracteristicas do género Phytophthora (Ricci, 1977) e regides
“andnimas” do genoma obtidas por clonagem de fragmentos de DNA, considerados

caracteristicos de determinada espécie.

2.7.1. Regido Genomica que Codifica para os Ribossomas (rDNA)

A regido gendmica que codifica para o RNA dos ribossomas contém genes
funcionais e conservados em termos evolutivos separados por regides nao codificantes
e por regides intergénicas que ligam as diferentes unidades génicas.

O espaco entre regides codificantes dos genes rRNA (ITS) ¢ particularmente util
para a discriminacdo dos organismos ao nivel da espécie e do género (Cooke et al.,
1999), porque a taxa de acumulacdo de mutagdes nesta regido se aproxima muitas
vezes da taxa de especiagdo (Lee & Taylor, 1992), razdo pela qual muitas das
estratégias de identificacdo molecular por PCR no género Phytophthora se baseiam na
amplificacdo desta regido do genoma.

O método consiste em desenhar primers nas regides conservadas do rDNA para
amplificacdo de regides caracteristicas que depois de sequenciadas ou analisadas por
restri¢ao enzimatica permitem a identificacao dos organismos em estudo.

A Figura 6 representa a regido gendomica do rDNA e o diagrama das etapas e das
técnicas de identificacdo molecular das espécies de Phytophthora com base na regido
ITS1, 5.8S ¢ ITS2 do rDNA.

O estudo de Cooke et al. (2000) constitui uma referéncia na caracterizagdo da
regido ITS no género Phytophthora. O DNA foi amplificado por PCR usando os
primers universais [TS6 e ITS4. O primer ITS6 ¢ similar ao ITS5 de White et al.
(1990) mas modificado por Cooke & Duncan (1997) de acordo com a sequéncia da
regido 18S do rDNA de P. megasperma para aumentar a especificidade da

amplificacao desta regido em Phytophthora.
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Nas espécies dos Qomycetes biotroficos (Peronosporales) esta regido foi
amplificadada pela utilizacdo dos primers DC6 e ITS4 que amplifica especificamente a

regido ITS1, 5.8S e ITS2 de Peronosporales e Pythiales (Bonants et al., 1997).

ITS6 l

—
18S 5.88 28S
4—
ITS4
DC
>
PCR
4_‘
v 1 nCs

i

REA Sequenciac¢io “Nested” PCR

Figura 6 — Esquema representativo da organizacdo do rDNA e estratégias de identificacdo das espécies
de Phytophthora com base na Regido gendomica ITS1, 5.8S e ITS2, (Siglas e métodos descritos no

texto).

O fragmento amplificado por PCR, com aproximadamente 900 pb em

Phytophthora e de 1300 pb nos organismos biotroficos, € posteriormente sequenciado
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permitindo a andlise da sequéncia dos nucleétidos, identificar a unidade taxonomica
presente por comparacao com as existentes em bases de dados.

Alternativamente, o fragmento amplificado pode ser analisado por restrigdo
enzimatica (REA) ou também designado Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLPs). Os perfis de corte obtidos com as enzimas de restricdo permitem a
identificacdo da espécie por comparacio com as bases de dados.

Esta regido gendmica permite ainda a detec¢do e diagnostico das espécies de
Phytophthora directamente dos tecidos vegetais, 4gua ou solo. A estratégia consiste na
utilizagdo dos primers universais para amplificagdo da regido ITS1, 5.8S, ITS2 e
desenhar internamente a esta regido primers especificos. Em termos praticos realiza-se
uma primeira reaccdo PCR com os primers universais que constituird o DNA molde
para uma segunda reaccdo PCR a realizar com os primers especificos desenhados no
interior da sequéncia. Esta abordagem designada “Nested PCR” permite a deteccao e
identificacao simultanea da espécie de Phytophthora sem necessidade de se proceder

ao isolamento em cultura pura das espécies parasitas.

2.7.2. Regiao Intergénica (IGS)

As regides do genoma localizadas entre as unidades repetitivas que codificam
para os ribossomas denominam-se regides intergénicas (IGS) ou regides ndo
transcritas (NTS). Em Phytophthora, e em algumas espécies de Pythium, esta regido
contém o gene 5S embora noutras espécies este gene ndo se encontra associado a esta
regido do genoma (Belkhiri et al., 1992). Segundo os mesmos autores o gene 5S rRNA
estd presente na unidade repetitiva do rDNA nas espécies de Pythium que possuem
esporangios filamentosos e ausente nas espécies com esporangios globosos. Quando
presente na regido repetitiva do rDNA esta sequéncia encontra-se em orientagao
invertida.

Liew et al. (1998) estudaram a regido intergénica IGS2, regido localizada entre o
gene 5S e a regido que codifica a SSU, em Phytophthora com o objectivo de
desenharem primers especificos nesta regido gendomica para a deteccao e identificagdo

de P. medicaginis em tecidos vegetais. Esta estratégia de deteccdo e identificagdo
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proporcionou com base na técnica PCR a detec¢do de P. medicaginis em tecidos de
planta de luzerna de forma especifica e com elevada sensibilidade.

As caracteristicas da regido IGS sdo menos conhecidas em Phytophthora que as
da regido ITS, sabendo-se no entanto que em muitas espécies o gene 5SS se encontra
associado aos genes rRNA na regido do rDNA e ndo esta em posicao invertida como
acontece no género Pythium (Liew et al., 1998). Este mesmo autor, verificou que
também em algumas espécies de Phytophthora o gene 5S rRNA ndo estd na regido do
rDNA e esta organizado em unidades repetitivas noutras regides do genoma.

O estudo de Liew et al. (1998) evidenciou ainda que a variabilidade
intraespecifica ¢ reduzida em P. medicaginis (10 nucledtidos em 3566 pb). A
homologia ¢ elevada em espécies morfologicamente proximas nao existindo regides
localizadas com variagdes acentuadas, encontrando-se a varia¢ao dispersa ao longo da
sequéncia o que dificulta o desenho de primers especificos para as diferentes espécies

do género Phytophthora.

2.7.3. Regiao Genéomica que Codifica as Elicitinas

As elicitinas s3o holoproteinas de 98 aminoacidos produzidas em grande
quantidade por todas as espécies de Phytophthora (Ricci, 1997). Sao proteinas
caracteristicas deste género e ndo estdo relacionadas com outras proteinas elicitoras de
bactérias ou fungos. Actuam biologicamente como indutoras de fendmenos de
resisténcia do hospedeiro.

A sequéncia de aminoacidos das elicitinas ¢ considerada especifica de cada
espécie, com regides conservadas e outras de maior variabilidade. Esta caracteristica
facilita o desenho de primers especificos ou sondas moleculares com diferentes niveis
de especificidade que podem ser utilizadas em identificagdo das espécies de
Phytophthora (Panabiéres et al., 1997).

A elicitina produzida por P. cinnamomi denomina-se cinnamomina € induz
reaccdes de hipersensibilidade em tabaco (Huet & Pernollet, 1998). Com base na
sequéncia dos nucledtidos, Coelho ef al. (1997) desenharam primers degenerados para

amplificacdo desta regido do genoma de P. cinnamomi isolada de Quercus suber. A
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sequéncia de bases do gene da cinnamomina permitiu o desenho de primers
especificos para esta espécie.

Os trabalhos desenvolvidos pelos autores anteriormente referidos evidenciaram
que P. cambivora produzia uma elicitina “ cambivorina” com 96 % de homologia com
o gene da cinnamomina e os primers desenvolvidos para P. cinnamomi amplificavam
de igual modo P. cambivora. Com o objectivo de aumentar a especificidade do
método, foram posteriormente desenhados primers na regido ndo codificante da
sequéncia, no entanto, com esta abordagem 20 % dos isolados de P. cinnamomi ndo
evidenciaram resultados positivos.

A dificuldade e complexidade em desenhar primers especificos nesta regido
genomica ficaram, entretanto, ainda mais dificultadas pelo facto de genes de elicitinas

terem sido identificadas em trés espécies do género Pythium (Panabieres et al., 1997).

2.7.4. Regioes Gendmicas Caracteristicas (Sequence Characterised Amplified

Regions - SCAR)

Regides gendmicas ndo caracterizadas podem também ser utilizadas para
desenhar primers especificos se a sequéncia de nucledtidos da regido caracteristica de
determinada espécie for determinada. As técnicas moleculares que proporcionam o
acesso a estas regides incluem a clonagem e sequenciacdo de fragmentos. As regides
caracteristicas podem ser obtidas por RAPD (Schubert ef al., 1999) ou provenientes de
regides do genoma seleccionadas ao acaso e clonadas em plasmideos adequados
(Ersek et al., 1994).

Esta estratégia para desenhar primers especificos para detec¢do e identificagdo de
P. cinnamomi foi por nods utilizada com o objectivo de ultrapassar algumas

dificuldades praticas da técnica “Nested” PCR e sera apresentada mais adiante.

2.8. Caracteriza¢ao Molecular das Espécies de Phytophthora

A disponibilidade e facilidade de utilizagdo de técnicas de biologia molecular

possibilitaram a aplicacdo destas metodologias na descoberta e aperfeicoamento de
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marcadores moleculares como os baseados nos fragmentos de restrigdo enzimatica do
DNA (Restriction Fragment Length Polymorphisms — RFLP) e os obtidos pela técnica
PCR como os Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment
Length Polymorphisms (AFLPs) e microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR)

na caracterizacao das espécies.

2.8.1. Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP)

A técnica RFLP baseia-se na utilizagdo de enzimas de restri¢do, as quais cortam
o DNA em sequéncias muito precisas, dando origem a fragmentos de DNA cujo
tamanho depende da distribuicao dos locais de restrigao.

Nascimento (1997) refere em relagcdo a esta técnica citando outros autores que
tem elevada heritabilidade, natureza codominante e identifica sequéncias Unicas ou
com baixo nimero de copias. No entanto a andlise com este tipo de marcadores ¢
consideravelmente lenta, requer grandes quantidades de DNA (5 - 10 ug por individuo
em estudo), tem custos elevados, necessita de marcacao radioactiva das sondas e ¢
exigente em termos dos protocolos laboratoriais.

O polimorfismo obtido com este tipo de marcador molecular ¢ reduzido o que
dificulta a utilizacao desta técnica na caracterizacao populacional das espécies.

Em Phytophthora esta técnica de caracterizagdo molecular foi utilizada para
confirmar a identificagdo e sinonimia de espécies, caracterizar isolados de
compatibilidade sexual A1 e A2 em P. infestans e caracterizar a populagdo desta
mesma espécie com origem geografica diversificada, como pode ser constatado em
Erwin & Ribeiro (1996) que citam mais de 20 referéncias bibliograficas com utilizagao
desta técnica de caracterizacdo molecular no conjunto das espécies do género
Phytophthora.

A fiabilidade e reprodutibilidade desta técnica determinou que os marcadores
RFLP continuem a ser utilizados na caracterizacdio molecular de populagdes de
P. infestans quando o objectivo ¢ comparar a estrutura populacional ao longo do
tempo, apesar de actualmente serem mais frequentemente utilizados marcadores

moleculares baseados na técnica PCR.
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2.8.2. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs)

Os RAPDs obtém-se através da amplificagdo por PCR do DNA genomico
utilizando um tUnico “primer” com sequéncia nucleotidica arbitraria e de pequena
dimensao (10 nucleotidos). Quando o primer se liga ao DNA molde em dois locais que
se situam a uma distdncia conveniente, obter-se-4& um produto de amplificagdo
observavel por separagdo electroforéctica em géis de agarose e coloragdo com brometo
de etidio.

O polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente resulta de alteracdes na
sequéncia de bases onde o primer se liga ou na existéncia de delecgdes ou inser¢des na
regido amplificada.

Os RAPD sao marcadores moleculares muito utilizados em melhoramento de
plantas e na caracterizacao genética das espécies vegetais (Newton & Graham, 1997),
caracterizagdo molecular de fitobactérias (Louws et al., 1999) e caracterizagao de
fungos nomeadamente ferrugens dos cereais (Chen et al., 1995), Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Gerlach et al., 2000) Trichoderma spp. (Hermosa et al., 2000),
Armillaria mellea (Ota et al., 2000) e muitas outras espécies.

Os RAPDs sao marcadores moleculares faceis de realizar e muito informativos,
apresentam no entanto a desvantagem da sua elevada sensibilidade a condigdes
laboratoriais e origem dos tecidos dos quais se extrai o DNA que afecta o perfil dos
RAPD. A falta de reprodutibilidade desta técnica dificulta consequentemente a
uniformizacao de protocolos laboratoriais que permitam a criacdo de bases de dados
para estudos comparativos a uma escala mais alargada.

Algumas das limitagdes da técnica RAPD podem ser solucionados com a
utilizacdo de controlos apropriados tais como utilizar repeti¢des de preparagdes de
DNA, realizar analise “Southern” ou converter fragmentos amplificados por RAPD em
marcadores moleculares (Sequence Characterised Amplified Region - SCAR).

Os RAPDs apesar de ndo terem uma aplicagdo sistematica em Phytophthora
foram utilizados para caracterizar P. quercina recentemente descrita por Jung et al.
(1999), evidenciando os isolados padroes RAPD muito semelhantes entre si € muito
diferentes dos evidenciados pelas outras espécies de Phytophthora.

Os RAPD sio marcadores moleculares muito utilizados na caracterizagdo infra-
especifica num grande ntimero de organismos. Em Phytophthora foram utilizados para

diferenciar os isolados de P. parasitica var. nicotianea com agressividade em plantas
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de tabaco dos isolados que ndo possuem essa caracteristica (Zhang et al., 2001) e por
Purwantara et al. (2001) para avaliar a diversidade genotipica na populacdo de
P. clandestina isolada de Trifolium subterraneum L. na Australia.

Em P. cinnamomi os RAPDs foram apenas utilizados por Chang et al. (1996)
para estudar a variabilidade populacional desta espécie em Taiwan onde foram
identificados os dois tipos de compatibilidade sexual, A1 e A2.

Os RAPDs foram igualmente aplicados na caracterizacdo da populacdo de
P. infestans existente no Canada por Mahuku et al. (2000) e no Norte da Irlanda por
Carlisle et al. (2001), aconselhando estes Gltimos autores a utilizagdo de marcadores
genéticos mais estaveis como os AFLP e a continuagdo da caracterizacdo das
populagdes de P. infestans com base na sonda (RFLP) RG-57 dada a estabilidade e

reprodutibilidade associada a estes marcadores.

2.8.3. Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP)

A técnica AFLP assenta na amplificacdo selectiva por PCR de fragmentos
resultantes da digestdo enzimatica do DNA gendmico.

O DNA total ¢ digerido com duas enzimas de restricdo, uma delas com elevada
frequéncia de corte e outra com baixa frequéncia de corte (Mse 1 e EcoR 1
respectivamente). Aos fragmentos de restri¢cao ligam-se adaptadores (oligonucleo6tidos
de cadeia dupla com 25 pares de bases) especificamente concebidos para se unirem aos
extremos dos fragmentos cortados com estas enzimas.

Apos a ligagdo dos adaptadores aos extremos dos fragmentos de restricdo a
amplificagdo por PCR ¢ conseguida com a utilizacdo de primers que possuem trés
regides caracteristicas: a extremidade 5° correspondente ao adaptador; a zona
correspondente ao sitio de restri¢do e o extremo 3’ com nucleotidios selectivos que se
estendem para a regido desconhecida do fragmento de restrigdo e determinardo os
fragmentos que serdo amplificados.

Os perfis AFLP dependem da combinagdo das endonucleases utilizadas na
restricdo do DNA gendémico e do nimero de nucledtidos arbitrarios na extremidade

3’do primer.
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Em geral, a analise de genomas complexos que dao origem a um elevado nimero
de fragmentos de restricdo necessitam de primers com elevado niimero de nucleotidios
selectivos na extremidade 3’, enquanto genomas menos complexos como o dos fungos
geralmente sdo suficientes dois nucleotidios selectivos na extremidade 3’ de cada
primer.

A visualizagdo dos produtos amplificados ¢ normalmente realizada com
marcagdo do primer correspondente ao extremo cortado pela enzima com menor
frequéncia de corte com radioisotopos (**P) ou alternativamente por coloragio com
nitrato de prata.

Os resultados obtidos sdo de tipo bindrio baseando-se o polimorfismo na
presenca ou auséncia de determinado produto de amplificacao.

Os AFLPs possuem elevada heritabilidade, sdo muito polimorficos e
reprodutiveis e pequenas quantidades de DNA sdo suficientes para a aplicacdo desta
técnica.

Esta técnica de caracterizacdo molecular, exigente do ponto de vista pratico foi
utilizada no género Phytophthora por Bonants & Weerdt (1997) na identifica¢do de
racas de P. fragariae ¢ recentemente por Cooke et al. (2003) na caracterizagdo das
populagdes de P. infestans (1995-1997) da Escécia.

As caracteristicas associadas aos marcadores AFLP possibilitam a utilizacao
desta técnica no estudo da variabilidade bioldgica e populacional das espécies assim
como no estudo de qualquer dominio da sua biologia tais como viruléncia,

patogenicidade, compatibilidade sexual ou especializagdo parasitaria.

2.8.4. Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR)

Os microssatélites s3o sequéncias de poucos pares de bases dispostas em série
tais como (AT)n, (ATT)n ou (GACA)n distribuidos pelo genoma das espécies
eucariotas. As sequéncias que flanqueiam os microssatélites geralmente sdo
conservadas nos individuos da mesma espécie permitindo a constru¢ao de primers que
amplificardo por PCR as sequéncias repetidas compreendidas entre as regides
conservadas. Os fragmentos amplificados podem ser separados por electroforese em

g€is de agarose e visualizados por coloracdo com brometo de etidio.
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Os microssatélites ao contrdrio dos RAPDs e AFLPs necessitam do
conhecimento da sequéncia de bases da regido gendmica nos quais se baseiam para o
desenho dos primers apropriados.

Na bibliografia apenas encontramos a utilizacdo desta técnica em Phytophthora
por Dobrowolski et al. (1998) para a caracterizagdo molecular do DNA mitocondrial
(mtDNA) de P. cinnamomi com o objectivo de encontrar marcadores moleculares para
o estudo da variabilidade populacional. No entanto, os resultados obtidos com os
microssatélites (A)n, ndo evidenciaram polimorfismo no mtDNA de Phytophthora ao
contrario do que aconteceu com o mesmo microssatélite no DNA dos cloroplastos
(cpDNA) das plantas.

Modificacdes desta técnica como os RAMS (Random Amplified Microsatelites)
que amplificam o DNA localizado entre a extremidade distal de dois microssatélites
proximos (Hantula et al., 1997), foram utilizados na caracterizacdo de isolados de
P. cactorum obtidos em hospedeiros diferentes, tendo estes marcadores moleculares
evidenciado diferenciacdo genotipica entre os isolados em estudo.

A caracterizagdo da variabilidade genética das populacdes estd dependente da
existéncia de marcadores precisos e abundantes sendo aconselhdvel a utilizagdo de
diferentes marcadores para obter resultados que permitam avaliar essa variabilidade
(Fry et al., 1993).

Os marcadores moleculares anteriormente referidos e a utilizagdo, mais recente,
da sequenciacdo de genes ou regides génicas sdo frequentemente utilizadas em
conjunto no estudo da estrutura genética da populagdo uma vez que alguns marcadores

permitem detectar maior variabilidade do que outros.

2.9. Caracterizacio Molecular de Populacoes — Epidemiologia e Dispersao

em Phytophthora

As doencas causadas por espécies do género Phytophthora sdo unanimemente
reconhecidas como das mais devastadoras e das que causam prejuizos mais elevados.
O mildio da batateira, doenga associada a P. infestans por Anton de Bary em

1876 tem aparecido de forma mais agressiva na Europa nas duas ultimas décadas
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apesar dos programas de melhoramento da batateira para incorporagdo da resisténcia
duravel a esta doenca.

Estudos de caracterizacdo populacional identificaram o México como o centro de
origem deste parasita ¢ o vale de Tacula na sua regido central para a origem da
linhagem clonal designada posteriormente como US-1 que introduzida nos Estados
Unidos da América passou por volta de 1884-85 para a Europa e daqui para o resto do
Mundo (Goodwin, 1997).

E caracteristica das populacdes que se estabelecem a partir do centro de origem
possuirem menor variabilidade genética, levando as novas introdugdes ao aumento da
variabilidade inicial ou a substituicdo da populagdo existente por genodtipos com
vantagens adaptativas.

O conceito de linhagem clonal definido como “ todos os descendentes de um
determinado genotipo que diferem da populagdo parental apenas por mutacdo ou
recombinacdo mitdtica” ¢ de grande aplicacdo pratica em estudos de patogénios com
populagdes homogéneas e com multiplicacdo apenas pela via assexual. Fry (1997)
refere que este conceito em P. infestans teve grande utilidade por estar associado a
caracteristicas epidemiologicas.

A caracterizacdo das linhagens clonais em P. infestans foi realizada inicialmente
com base em marcadores genotipicos como: “mating type” (Al /A2); dois ou trés
locus para Glucose-6-phosphato isomerase (Gpi); dois locus para Peptidase (Pep) e 25
marcadores obtidos com a sonda (RFLP) RG 57 e posteriormente complementada com
a caracterizacdo do DNA mitocondrial, caracterizagdo por RAPDs e mais
recentemente por AFLPs.

A linhagem clonal US-1 (populagdo inicial que se estabeleceu em todo o mundo)
¢ susceptivel ao fungicida metalaxil ¢ esta substancia mantém a eficicia em
populagdes identificadas como US-1. As linhagens clonais designadas US-6, US-7 e
US-8 apresentam menor sensibilidade ao metalaxil e esta substincia ndo ¢ eficaz no
controlo desta doenca com base nestas populagdes. A linhagem US-6 e US-7 sao
agressivas em batateira e tomateiro ¢ US-7 e US-8 sdo de “mating type” A2.

Ainda segundo Fry (1997) o conceito de linhagem clonal foi muito util em
estudos epidemioldgicos de P. infestans enquanto a estrutura da populacdo foi
relativamente simples. Nos Estados Unidos ¢ no Canadd em 1990 a populacio
dominante era a US-6 mas depois de 1993 as linhagens dominantes passaram a ser

US-7 e US-8 (Goodwin, 1997).
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A 1identificagdo da linhagem predominante pode ser identificada em termos
praticos pela analise do locus Gpi num nimero reduzido de isolados. Com a
introdugdo da variabilidade genotipica e possivel ocorréncia de multiplicagdo sexual o
conceito de linhagem clonal poderd ser menos util em termos epidemiolégicos uma
vez que ¢ mais dificil caracterizar um elevado nimero de linhagens e identificar com
uma metodologia simples os novos isolados. A variabilidade genotipica influencia
assim as caracteristicas epidemiologicas de P. infestans devido a maior capacidade de
sobrevivéncia, patogenicidade e viruléncia assim como maior variabilidade dos
factores abidticos e no grau de resisténcia ao metalaxil.

Na Europa e progressivamente no resto do mundo o aparecimento na populagao
de P. infestans do “mating type” A2, da resisténcia ao metalaxil e da maior
complexidade na viruléncia, foi interpretada com base em estudos das aloenzimas e do
DNA mitocondrial como estando associada a substitui¢do da populagdo US-1 por uma
populagdo de P. infestans de maior variabilidade genotipica.

A populacdo de P. infestans tem sido caracterizada em muitos locais da Europa,
da América e do Canadd, dada a importancia econdémica da cultura e das trocas
comercias ao nivel do material de propagagdo, para travar a introducdo de novos
genotipos que ponham em causa a eficacia dos meios e técnicas de luta utilizadas nesta
cultura.

Em muitas outras espécies de Phytophthora a caracterizagdo genotipica das
populacdes com base em marcadores moleculares permitiu determinar a origem da
doenca e estudar a evolugdo dessa populagao.

P. sojae ¢ um parasita especifico de soja apresentando niveis de especificidade
parasitaria em cultivares desta espécie vegetal estando caracterizadas em todo o mundo
37 ragas fisiologicas (Irwin et al., 1995). P. sojae introduzida na Australia a partir dos
Estados Unidos, possui uma populagdo patogénica que a caracterizacdo RFLP revelou
ser uma sub-populacdo da raca 1 existente na populagdo original.

P. sojae-raga 1 foi a primeira a ser identificada na Australia e todas as outras
racas identificadas posteriormente terdo evoluido a partir de mutagdes ou cruzamentos
entre racas existentes ¢ em parte devido a pressao de selec¢dao do hospedeiro (Glycine
max (L.) Merrill uma vez que nos programas de melhoramento para a resisténcia a esta
doenga se obtiveram linhas puras contendo os genes de resisténcia para as racas

existentes na Australia (Irwin et al., 1995).
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2.10. Métodos Moleculares Baseados na Técnica PCR — Deteccio e

Diagnostico em Phytophthora

A técnica PCR aplicada a deteccdo de microrganismos parasitas baseia-se no
desenho de primers especificos em regides gendmicas conhecidas e em protocolos
laboratoriais criteriosamente estabelecidos.

Em fitopatologia os métodos de detecgdo estabelecem as metodologias para
constatar a presen¢a de um determinado organismo numa determinada amostra (planta,
solo, agua) enquanto o diagnostico associa a uma situagdo de doenga as causas que a
determinam.

As metodologias de deteccdo e diagnostico exigem elevado grau de
especificidade, sensibilidade e que os resultados sejam obtidos num periodo de tempo
que possibilitem a aplicacdo das medidas fitossanitarias adequadas.

Os métodos classicos de deteccao por se basearem em técnicas de isolamento dos
parasitas em cultura pura, constituem uma referéncia de especificidade, estabelecendo-
se o diagnostico com a aplicagdo dos postulados de Kock. A sensibilidade esta
associada a eficacia do isolamento a partir dos tecidos vegetais ou do solo.

Nos métodos de deteccdo baseados na técnica PCR a especificidade depende
directamente dos primers, da regido gendmica a amplificar e das condi¢des da reac¢ao
de PCR. A sensibilidade da deteccao depende do protocolo da reac¢do PCR, do
processo de amostragem e do processo de obten¢do da amostra de DNA molde.

A complexidade da amostra influencia a sensibilidade da reac¢do de detecgdo.
Em tecidos vegetais, a presencga de polissacaridos e fenois que inibem a reac¢do PCR
pode originar falsos negativos, acontecendo o mesmo em amostra de solo devido a co-
extrac¢ao de acidos humicos.

Em amostras obtidas directamente no campo ¢ necessario na maioria das
situacdes usar técnicas complementares para a preparagcdo das amostras do DNA para
reduzir os factores de inibicdo da reaccdo PCR e consequentemente os resultados
falsos negativos.

A reac¢do PCR apresenta elevada sensibilidade, tendo sido ja utilizada em
material fossilizado, autoclavado e das mais variadas origens (Newton & Graham,
1997). A presenca de DNA, mesmo em quantidades infimas origina reacgdes positivas,
ocorrendo consequentemente com muita facilidade contaminagdes que dardo origem a

reacgOes “falsas positivas”, que ¢ necessario evitar. Reacgdes “falsas positivas”
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resultam de contaminagdes introduzidas por aerossois, reagentes contaminados ou
manipulagdes inadequadas. Os métodos para reduzir os resultados “falsos positivos”
baseiam-se essencialmente na manipulagdo cuidada de todos os reagentes da PCR e
num trabalho de laboratério meticuloso. O diagnodstico com base na reacgdo PCR
necessita assim de numerosos controlos negativos para garantir a especificidade do
produto amplificado.

No género Phytophthora a aplicagdo dos métodos cléssicos de detec¢do e
identificacdo ¢ dificil e morosa, ndo se conhecendo na maioria das situacdes a
sensibilidade dos métodos utilizados, o que determinou em grande medida a
necessidade da aplicacdo das novas metodologias de deteccdo com maior eficacia e
sensibilidade.

As técnicas imunoenzimaticas de detecgdo e diagnostico com grau de
sensibilidade e especificidade muito elevados em virus, fitoplasmas, bactérias e alguns
fungos foram aplicados em Phytophthora com o objectivo de se obterem métodos
fidveis especificos e sensiveis. Os resultados obtidos com a utilizagdo destes métodos
conduziram mesmo a comercializacdo de “kits” de diagnostico como os referidos por
Miller et al. (1994). A especificidade destes métodos, no entanto, situa-se apenas ao
nivel do género e ndo ao nivel da espécie de Phytophthora envolvida no processo de
patogénese como seria desejavel. Igual situacdo ¢ referida por Themann et al. (2002)
quando produziram antisoros especificos para P. cactorum e P. cinnamomi para
utilizar em DAS-ELISA — (Double — Antibody — Sandwich — Enzyme — Linked
Immunosorbent — Assay), tendo obtido nas duas situacdes desenvolvidas antisoros
com especificidade ao nivel do género e ndo da espécie pretendida.

A falta de especificidade ao nivel da espécie, o aparecimento em algumas
situacdes de reaccdes cruzadas com outros parasitas das raizes, a reduzida
sensibilidade do método, nao detectando baixos niveis de infec¢ao e os elevados custos
envolvidos na producdo dos antisoros determinaram a limitada utilizacdo pratica dos
métodos serologicos na deteccao de Phytophthora.

As técnicas moleculares de deteccdo e diagnostico baseadas na PCR pela sua
capacidade de discriminagdo ao nivel da espécie, pela elevada sensibilidade e
universalidade da sua utilizagdo conjugada com o conhecimento da regido gendémica
do DNA que codifica para os ribossomas em todas as espécies de Phytophthora
possibilitou o desenvolvimento e utilizacdo pratica destas metodologias na

identificacao, deteccdo e diagndstico das espécies de Phytophthora.
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No Quadro 1 estdo referidas algumas das espécies de Phytophthora para as quais

foram desenvolvidos métodos de detec¢dao baseados no desenho de primers especificos

a utilizar em reacgoes de PCR.

Quadro 1 — Espécies de Phytophthora para as quais se desenvolveram métodos de
deteccao baseados na técnica PCR, regido gendmica e técnicas utilizadas

Espécie de Phytophthora Regido Reaccio Referéncia bibliografica
genomica/Técnica  cruzada

P. cactorum “Nested PCR” P. ideae Lacourt et al. (1997)

P. cambivora SCAR o Schubert et al. (1999)
PCR

P. cambivora ITS o Cacciola et al. (2001)
“Nested PCR”

P. cinnamomi

P. cinnamomi

P. citricola

P. citrophthora

P. citrophthora

P. fragariae

P. fragariae

P. fragariae

P. infestans

P. lateralis

P. medicaginis

P. nicitianae

P. parasitica

P. quercina

Gene (cinnamomina)
PCR

ITS

“Nested PCR”

ITS

“Semi — Nested”
PCR

Fragmento de DNA
Pstl /PCR

ITS

PCR e “Nested PCR”

Fragmento clonado e
sequenciado

PCR

ITS
“Nested PCR”

ITS2

ITS

“Nested PCR”

IGS2

PCR

ITS

PCR e“Nested PCR”

Fragmento (EcoRI /
Xhol)

ITS
“Nested PCR”

P. cambivora

P. citrophthora
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A regido genomica mais utilizada para o desenho dos primers especificos ¢ a
regido do DNA que codifica para os ribossomas (rDNA) baseando-se o método de
detec¢do na realizacdo de reacgdes de amplificagdo directamente a partir de tecidos
vegetais ou em “Nested PCR” para aumentar a sensibilidade do método de deteccao.

A regido IGS desta mesma regido gendmica foi também utilizada para o desenho
de primers especificos para a deteccdo de P. medicaginis por Liew et al. (1998).

Outras regides gendmicas como a regido que codifica para as elicitinas
consideradas proteinas especificas do género Phytophthora e regides do genoma
caracteristicas de uma determinada espécie, desde que conhecida a sequéncia de
nucleotidios, foram outras abordagens utilizadas para o desenho de primers especificos
a utilizar em reacgdes PCR.

Os métodos de diagnostico baseados na técnica PCR, apesar de considerados
fiaveis, faceis de implementar e com elevada sensibilidade, ndo sdo ainda técnicas de
rotina laboratorial no diagndstico fitopatologico. Martin et al. (2000) atribuiram esta
situagdo ao continuo desenvolvimento de novos protocolos e de equipamentos de PCR
cada vez mais automatizados e sensiveis e por outro lado a necessidade do
desenvolvimento de protocolos fidveis e reprodutiveis para a extrac¢do do DNA a
partir de tecidos vegetais ¢ do solo dado que muitas vezes estes substratos contém
substancias que interferem com os métodos enzimaticos de amplificacao.

A aplicacdo das novas tecnologias na deteccdo e diagnostico das espécies do
género Phytophthora mesmo quando experimentalmente desenvolvidos para diferentes
situagdes de doenca ndo estdo validados em termos de aplicacao pratica.

A validacdo de um método de diagnostico envolve a participagdo de varios
laboratérios “ring test”. O método ¢ aplicado em todos os laboratérios “ring test”
sendo avaliada a especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade quer entre
laboratdrios quer nas diferentes situacdes de aplicagao.

A validagdo do método determina a sua utilizacdo como método fiavel ficando
perfeitamente definidos os parametros do teste de diagndstico, nomeadamente a época
de recolha de amostras, numero de amostras e tecidos a amostrar assim como o
numero de repeticoes a realizar.

Estas especificacdes constituirdo pardmetros importantes para a aplicagdo dos
protocolos de diagnéstico baseados na técnica PCR como método de rotina em

diagnostico.
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A nivel europeu o desenvolvimento de técnicas de diagnostico fidveis, sensiveis
e rapidas foram incentivadas pelo financiamento de projectos de investigagdo. O
projecto DIAGPRO (Diagnostic Protocols for Organisms Harmful to Plants) cujo
objectivo inicial foi o do estabelecimento de protocolos de diagndstico para 15
organismos de quarentena incluidos na directiva 2000/29/EC e ja publicados em
http:/www.col.gov.uk/prodserv/know/Diagpro foi alargado aos 200 organismos
fitopatogénicos incluidos na directiva segundo inten¢cdo anunciada pelos promotores
do projecto.

Os protocolos de deteccdo contribuem para a harmoniza¢ao de procedimentos a
nivel europeu quanto as técnicas de diagnostico dos organismos de quarentena e apesar
de ndo constituirem por si s6 um meio de luta contribuem de forma decisiva para a
eficacia das medidas de quarentena evitando a introdugdo e dispersdo dos organismos
prejudiciais para as culturas.

Os métodos e protocolos de diagnostico a utilizar em cada situacdo dependem da
natureza do organismo de quarentena em avaliacdo e todos os métodos de diagndstico
sdo utilizados para garantir a fiabilidade da detec¢do. Os métodos rapidos de
“screening” incluem na maioria das situagdes os métodos imunoenzimaticos, de
imunoflurescéncia e os métodos baseados na PCR.

Os métodos moleculares de diagnostico baseados na PCR sao métodos validados
em todos os protocolos até agora publicados no Projecto DIAGPRO estando definidas
para além dos protocolos especificos o processo de amostragem ¢ o da preparacao das
amostras.

As medidas de protec¢do fitossanitdria destinadas a evitar a introducdo e
dispersao de organismos prejudiciais aos vegetais estdo uniformizadas a nivel europeu
pela directiva 2000/29/CE e consagrada na ordem juridica interna de Portugal através
do-Decreto-Lei n°® 517/99. Neste Decreto-Lei apenas P. fragariae Hickman var.
fragariae ¢ considerado um organismo de quarentena no conjunto das espécies do
género Phytophthora. Este organismo considerado importante para toda a comunidade
e estando ja presente em alguns locais da comunidade, exige-se especificamente que o
material vegetal destinado a plantagdo seja originario de areas reconhecidas como
isentas deste organismo prejudicial e ndo se observem sintomas da sua presenca no
local de producao, desde o inicio do ultimo ciclo vegetativo completo.

Outra espécie do género Phytophthora, P. ramorum Werres, De Cock & Man

in’t Veld sp. nov., foi recentemente incluida na lista dos organismos prejudiciais pela
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Portaria n°® 1485-2002 em consequéncia do disposto na decisao 2002/757/CE da
Comissdo relativa a medidas fitossanitarias provisorias de emergéncia destinadas a
impedir a introdugcdo e dispersdo de organismos prejudiciais dos vegetais na
Comunidade. Para esta espécie exige-se que os vegetais susceptiveis originarios dos
EUA sejam acompanhados de certificado fitossanitario e passaporte fitossanitario para
poder circular na comunidade. Para os isolados europeus desta espécie determinaram-
se medidas de erradicacdo que constam da destruicdo dos vegetais infectados e de
todos os vegetais susceptiveis a uma distancia de 2 m dos vegetais infectados. Os
vegetais susceptiveis num raio de 10 m e os lotes afectados sdo retidos no local de
producao e submetidos a inspecgdes adicionais.

As doengas associadas a Phytophthora que atacam as raizes conduzem
invariavelmente a morte do hospedeiro. Acrescenta-se ainda a ndo menos gravosa
inviabilizacdo cultural desse solo dado que introduzido o parasita rapidamente se
multiplica e dissemina. As solucdes fitotécnicas baseadas em plantas resistentes nem
sempre estdo disponiveis e as medidas de luta quimica quando eficazes t€ém um efeito
efémero em plantas lenhosas como o castanheiro. A produgdo de material de
propagacgdo isento de propagulos destes parasitas ¢ assim um requisito basico para
evitar a dispersao destas doengas para areas cada vez mais alargadas.

A actividade de producdo de material de propagacdo estd regulamentada a nivel
europeu para garantir a qualidade sanitaria e identidade varietal das espécies
produzidas em viveiro. Em Portugal a Portaria 106/96 de 9 de Abril regulamenta a
producdo e comercializacdo de material vegetal em viveiro (Conformitas Agraria
Communitatis — CAC). Este regulamento inicialmente aplicado a espécies fruticolas
foi, pela Portaria n.° 29/2003 de 14 de Janeiro, alargada a outras espécies produzidas
em viveiro onde o castanheiro se encontra incluido.

A producao de material CAC corresponde ao padrao de qualidade minimo para
comercializacdo de material de propagagdo dos vegetais estando uniformizada a nivel
europeu. Em relagdo ao material de propagacido dos vegetais produzido em viveiros
existe ainda “material certificado” com um nivel de maior exigéncia em termos
sanitarios e com regulamentagao propria em cada pais da Unido Europeia.

No material de viveiro de categoria “certificado” sdo controladas, nas diferentes
etapas de produc¢do, todas as viroses prejudiciais a espécie em causa € a planta quando
comercializada esta isenta desses virus além de maiores exigéncias na garantia da

qualidade sanitéria e identidade varietal.
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As medidas legislativas (quarentena no sentido lato) que regulamentam em
termos sanitarios os materiais de viveiro classificam as espécies de Phytophthora que
atacam as raizes das plantas e fungos do solo como Verticillium spp., Armillaria spp. e
Roselinia necatrix como organismos prejudiciais, reflectindo desta forma a
importancia destes parasitas na viabilidade bioldgica e econémica das plantas. No
entanto, estdo longe de garantir a auséncia de propagulos no material de propagagao
ndo existindo mesmo esquemas de certificagcdo para este tipo de parasitas.

A 1T & D apesar de unanimemente considerar estes parasitas das raizes dos
vegetais como extremamente prejudiciais e de todo o esfor¢o no sentido de produzir
metodologias de deteccdo, identificacdo e quantificagdo adequadas a este tipo de
patogénios ainda ndo produziu e validou metodologias adequadas e com um grau de
sensibilidade que possam ser aplicadas as situagdes de producdo de plantas em viveiro.

Os métodos moleculares baseados na técnica PCR pela fiabilidade, sensibilidade
do diagnéstico, facilidade de aplicagao a um niimero elevado de amostras e rapidez na
obtencdo dos resultados, constituem uma ferramenta fundamental para o
desenvolvimento das metodologias necessarias para que os métodos preventivos
baseados na produgdo de plantas isentas destes parasitas sejam eficazes e efectivas.

A deteccdo dos pontos criticos no processo de producdo das plantas em viveiro
contribuird de igual forma para a obtencdo de plantas isentas de propagulos e de boa
qualidade sanitdria, medida considerada de grande utilidade no combate a estas

doencas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento de Phytophthora spp. Associada com a Doenc¢a da Tinta do

Castanheiro

A estratégia para obtencdo de isolados de Phytophthora patogénicos em
castanheiro na regido de Braganca/Vinhais baseou-se no isolamento em
planta-armadilha.

Os isolados foram obtidos de castanheiros jovens existentes na area de influéncia
de um castanheiro adulto com sintomas evidentes da doenca da tinta. A amostragem
decorreu de Junho a Setembro, época do ano em que ¢ normal existirem nos soutos
este tipo de material vegetal.

Na regido de Braganca e¢ Vinhais (Figura 7) seleccionaram-se soutos que
manifestavam sintomas caracteristicos da doenga da tinta. A doenga evidencia-se pela
presenga de arvores mortas, em declinio ou pela presenga de arvores em apoplexia ou

seja que iniciaram o ciclo vegetativo e tiveram uma morte fulgurante.

Braganga

LS

metos
2000000

Figura 7 — Locais de Braganca ¢ Vinhais onde se isolou Phytophthora spp. associada com a doenga da

tinta do castanheiro (Castanea sativa) nas ac¢des de prospecgao.
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Em cada arvore adulta com sintomas da doenca da tinta fez-se a avaliagao do
grau de ataque (arvore morta, sintomas evidentes e sintomas ligeiros) e recolhem-se
todos os castanheiros jovens existentes de forma que alguma terra acompanhe o
castanheiro. Nesta época do ano os castanheiros jovens ndo apresentam sintomas de
doenga e serdo destruidos, na sua maioria, pelas lavouras de final de Verao.

O isolamento ¢ realizado em tecidos do cortex da raiz e do colo da planta. Os
tecidos sdo desinfectados com hipoclorito de s6dio a 3 % durante 3 minutos,
posteriormente passados por dgua destilada e retirado o excesso de dgua por pressao
com papel absorvente.

Utilizou-se o meio de cultura selectivo P;)VPH de Tsao e Guy (1977) tendo-se
substituido o meio base por PDA (39 g L™, Difco) mantendo-se todos os outros
constituintes nas propor¢des indicadas (PCNB — 100 mg L™'; hymexazol — 50 mg L™';
vancomicina — 200 mg L™'; pimaricina — 10 mg L™).

A identificacdo de Phytophthora ¢ realizada por observagdao microscopica das
hifas. As observagoes iniciam-se as 48 horas e mantém-se até ao sétimo dia, altura em
que a contamina¢do das placas com microrganismos de crescimento mais rapido
suprime o desenvolvimento de Phytophthora.

A purificacdo dos isolados € conseguida por repicagens sucessivas em meio
P,oVPH sendo conservados em PDA (39 g L'l, Difco) a 16 °C e repicados cada 10 — 12
meses. Alternativamente, os mesmos isolados foram conservados em agua destilada e
estéril a 16 °C, as escuras. Por este ultimo processo de manutengao, a viabilidade dos
isolados ¢ muito alargada no tempo ndo sendo necessario proceder a repicagens
regulares como no processo referido anteriormente.

Nem todos os isolados de Phytophthora spp. foram obtidos em acgdes de
prospeccao nos soutos da regido de Braganga/ Vinhais. Alguns isolados resultaram de
acc¢oes de diagndstico (Quadro 2). Nestes casos, os isolados foram obtidos de plantas
de castanheiro com sintomas caracteristicos da doenga da tinta. O meio de cultura, o
processo de isolamento dos tecidos vegetais e manuten¢do dos isolados foi realizado
como o descrito anteriormente.

Os isolados obtidos do solo (Quadro 2) resultaram de acgdes de prospecgao de
Phytophthora em castanheiros com trés anos de plantacdo onde se recolheram plantas
com sintomas da doenca ou amostras de solo junto de plantas que entretanto tinham

morrido.
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Quadro 2 — Isolados de Phytophthora spp. associados com a doenga da tinta do castanheiro

(Castanea sativa) obtidos por diferentes técnicas de isolamento na regido Norte de Portugal

Isolado  Ano de Local Concelho Hospedeiro Técnica de
isolamento isolamento
801 1998 Rossas Braganga Castanea sativa Planta Armadilha
802 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
803 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
804 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
806 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
807 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
808 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
809 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
810 1998 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
811 1998 Sobreiro Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
812 1998 Agrochio Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
813 1998 Agrochio Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
814 1998 Espinhoso Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
816 1998 Pinela Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
817 1998 Pinela Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
818 1998 Pinela Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
819 1998 Penhas Juntas  Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
820 1998 Penhas Juntas  Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
821 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnéstico
822 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnéstico
823 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnéstico
824 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnostico
825 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnostico
826 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnostico
827 1998 Amarante Amarante Castanea sativa Diagnéstico
828 1998 Agrochao Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
831 1998 Penhas Juntas  Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
202 1992 Bornes M. Cavaleiros Castanea sativa Diagnostico
609 1996 Bornes M. Cavaleiros Castanea sativa Diagnostico
610 1996 Bornes M. Cavaleiros Castanea sativa Diagnéstico
704 1997 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
709 1997 Agrochédo Vinhais Castanea sativa Planta Armadilha
112 2001 Paredes Braganca Castanea sativa Diagnostico
115 2001 Paredes Braganca Castanea sativa Diagnostico
120 2001 Paredes Braganca Castanea sativa Diagnostico
122 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
123 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
124 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
125 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
128 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
129 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
130 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
135 2001 Paredes Braganca Solo Tecido Armadilha
101 2001 Arufe (Rossas) Braganga Castanea sativa Diagnéstico
102 2001 Arufe (Rossas) Braganga Castanea sativa Diagnostico
105 2001 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
106 2001 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
107 2001 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha
108 2001 Rossas Braganca Castanea sativa Planta Armadilha

* - Plantas de castanheiro com 6 anos de plantagdo
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Os isolados obtidos de plantas com sintomas foram realizados em meio selectivo
P1oVPH como o descrito anteriormente e para os isolados a partir do solo utilizou-se a
técnica de tecido armadilha. Como tecido armadilha utilizaram-se discos de folha de
castanheiro com 0,5 cm de diametro. Os tecidos armadilha foram postos a flutuar
numa mistura de terra e agua na propor¢do de 1:4 (v/v) em condi¢des de luz e
temperatura ambiente.

As 24, 48 e 72 horas retiram-se discos de tecido armadilha e procede-se ao

isolamento em meio selectivo P;gVPH como o descrito anteriormente.

3.2. Outros Organismos Utilizados neste Estudo
3.2.1. Espécies de Phytophthora

As culturas de referéncia das espécies de Phytophthora foram adquiridos na
colec¢do internacional do Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) da Holanda e
na Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), depois da respectiva autorizacio

emitida pelo Ministério da Agricultura de Portugal.

Quadro 3 — Culturas de referéncia das diferentes espécies de Phytophthora utilizados neste
estudo.

Espécie Cadigo Hospedeiro Grupo Mating  Depositor e ano
type

Phytophthora cactorum CBS 30453 Malus sylvestris 1 Homotilica Beverwijk /1953

Phytophthora cambivora ~ CBS248.60  Castanea sativa VI - Grente /1960

Phytophthora capsici CBS 521.77  Capsicum annum 11 Ay Steekelenburg

/1977

Phytophthora cinnamomi ~ CBS270.55  Chamaecyparis VI - Buddenhagen/
lawsoniana 1955

Phytophthora cinnamomi ~ CBS 34172 Camellia VI Ay Zentmyer/ 1972
Japonica

Phytophthora cinnamomi ~ CBS34272  Perseq gratissima VI A, Zentmyer/ 1972

Phytophthora cinnamomi ~ CECT 2965 Castanea sativa VI - Grente/ 1959

Phytophthora cinnamomi ~ CBS 44196 Baucamea sp. VI Marwitz/ 1996

var. parvispora

Phytophthora citricola CBS221.88  Citrus sinensis 111 Homotilica Clark/ 1987
(fruit)

Phytophthora cryptogea CBS307.62  Godetia sp. VI A, Gallegly/ 1962

Phytophthora nicotianae ~ CBS 535.92 II -

Phytophthora quercina CBS 789.95  Quercus cerris _ _ Jung/ 1995
(Rizosfera)

Phytophthora syringae CECT 2351 . 111 Homotilica Tuest/ 1990

CBS — Centraalbureau voor Schimmelcultures

CECT- Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

48



3.2.2. Outros Organismos

Foram ainda utilizados neste estudo isolados de Phytophthora obtidos em
nogueira (isolado 210), P. cinnamomi (80-IMI 335492) isolado de referéncia em
ensaios de inoculacdo, Cryphonectria parasitica obtida de castanheiros com cancro
americano, Rhodoturula mucilaginosa isolada do mel, Pythium sp. obtido quando da
realizacdo dos isolados de Phytophthora em castanheiro e plantas jovens de

castanheiro (Castanea sativa) para extraccao de DNA e inoculagdo com P. cinnamomi.

3.2.3. Escherichia coli

Utilizou-se a estirpe E. coli DH Sa.: supE44 Alac U169 (®80 lac ZAM15) hsd
R17 recAl gyrA96 thi-1 relAl.

E. coli cresceu a 37 °C em meio LB (0,5 % Bacto extracto de levedura, 1 %
Bacto triptona, 1 % NaCl ) a que se adiciona agar a 2 % quando se pretendem meios
solidos. O crescimento em meio liquido realiza-se em incubadora orbital a 250 rpm a
37 °C durante 12 horas. Quando ¢ necessario a seleccdo de clones com resisténcia a
ampicilina, os meios sio adicionados com 50 pg mL™" deste antibidtico.

A bactéria conservou-se em glicerol a 50 % e a temperatura de —80 °C.

3.3. Vector de Clonagem

Utilizou-se como vector de clonagem o plasmideo multicopia pGEM®-T
(Figura 8). Este plasmideo com 3.0 kb da Promega ¢ um sistema adequado para clonar
produtos de PCR uma vez que a Tag polimerase incorpora desoxiadenosinas nos
extremos 3’ do fragmento de DNA sintetizado na reac¢ao de PCR.

O vector pGEM™-T contém o gene de resisténcia 4 ampicilina para selecgio e
multiplicagdo em E. coli. Possui ainda uma regido de multiplos sitios de clonagem
incluida na regido do gene Lac Z que codifica para um o péptido de uma
[-galactosidase. Os clones que contém inser¢cdes nesta regido identificam-se

directamente pela auséncia de cor azul em placas de LB com ampicilina a que se
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adicionou X-Gal e IPTG (a cor azul das colonias ¢ consequéncia da actividade do

péptido a da B-galactosidase).

Xmn1 1994
Scal 1875 e
\ 2692
5 17
f1 ori l 1 start
Apal 14
Aat |l 20
- | 2
mp st 1
pGEM®-T lacZ Nco | 37
Vector T T Sacll | 46
(3000bp) —

Spel 55
Not | 62
BstZ | 62
Pstl 73
Sall 15
Nde | 82
y Sac| 94
on BstX1 |103
Nsi | 112
126

T sps

Figura 8 — Plasmideo pGEM®-T utilizado na clonagem do fragmentos de DNA amplificados por
RAPD — PCR.

Possui ainda os promotores das RNA polimerase T; € Sps que permitem a
transcrigdo “in vivo” e “in vitro” das sequéncias e a origem de replicacdo do fago
filamentoso f; que permite obter DNA de cadeia simples no sentido universal e reverso

uteis para sequenciar o fragmento clonado.

3.4. Formacao de Odsporos “in vitro”e suas Caracteristicas Morfologicas

Para determinar o tipo de compatibilidade sexual (Al ou A2) utilizou-se o
método de Kellam & Zentmyer (1986). Os isolados em estudo crescem em meio de
cenoura clarificado (200g de cenoura ralada, 20 g de agar, prefazer a um litro com

agua destilada) durante 4 dias assim como as culturas de referéncia de P. cinnamomi
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de compatibilidade sexual conhecida; P. cinnamomi (341.72 — Al) e P. cinnamomi
(342.72 - A2).

Trogos com aproximadamente um cm de didmetro retirados de culturas em
activo crescimento s3o verticalmente pareados, colocando-se entre eles meio de
cenoura nao inoculado: um dos trogos ¢ de compatibilidade sexual conhecida (A1l ou
A2) e o outro ¢ do isolado que se pretende estudar (método sandwish).

As placas sdo colocadas a 20-22 °C as escuras, uma vez que a luz impede a
formagdo dos oosporos. Apods seis dias de incubacdo retira-se o troco central e
observa-se ao microscopio.

A presenca de o6sporos no pareamento com culturas de compatibilidade sexual
de tipo Al determina que o isolado em estudo ¢ de tipo A2, sendo de tipo Al se
ocorrer formacgdo de odsporos no pareamento com culturas de compatibilidade sexual
A2. Com este método realizaram-se pareamentos de todos os isolados em estudo com
P. cinnamomi Al (341.72), P. cinnamomi A2 (342.72) e ainda o autopareamento de
todos os isolados.

Ao microscopio identificam-se as estruturas morfologicas presentes: hifas,
clamidosporos, o6sporos. Na presenca de oosporos classifica-se o tipo de anteridio
(anfigineo ou paragineo) o numero de células que apresenta e realizam-se, em 10
destas estruturas reprodutivas, as seguintes medigdes micrométricas: largura e

comprimento do anteridio, didmetro do odgonio e do odsporo.

3.5. DNA Genomico e Solucoes de DNA

3.5.1. Obtenciao de DNA Gendémico de Phytophthora
3.5.1.1. Crescimento em Celofane-PDA (C-PDA)

O micélio para extracgdo do DNA gendmico foi obtido de todos os isolados em
estudo por crescimento em celofane-PDA (C-PDA). Colocam-se circulos de celofane,
depois de autoclavado, sobre placas de Petri com 15 mL de PDA. As placas sao
mantidas abertas na camara de fluxo laminar para que toda a 4gua remanescente se

cvapore.
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A inoculagdo das placas de C-PDA ¢ realizada como habitualmente, colocando
pequenos circulos de meio com micélio retirado de colonias em activo crescimento. As
placas sdo colocadas a incubar as escuras durante 4-6 dias a 22-24 °C. O micélio ¢
retirado com espatulas esterilizadas e colocado em tubos eppendorf de 1,5 mL de

capacidade procedendo-se de imediato a extrac¢ao do DNA genodmico.

3.5.1.2. Extraccio de DNA Gendmico

O DNA dos isolados de Phytophthora utilizados neste estudo obteve-se a partir
de micélio que cresceu em C-PDA. Todo o material utilizado (vidro, plastico, papel)
foi previamente esterilizado em autoclave a 120 °C durante 15 minutos.

A extraccdo de DNA foi efectuada em tubos eppendorf de 1,5 mL e compreende
os seguintes procedimentos:

A 100 mg de micélio adicionam-se 10 mg de areia estéril (seasand, Fluka), 10
mg de polyvinylpolypyrrolidine (PVPP, Sigma) e 750 mL de buffer de extrac¢ao (SDS
a 0,5% em 200 mM Tris HCL, pH 7.5; 250 mM NacCl; 25 mM EDTA).

O micélio ¢ fragmentado com homogenizadores de plastico. O homogeneizado
assim obtido ¢ centrifugado a 13000 rpm durante 5 minutos, removendo-se o
sobrenadante para um microtubo limpo. As proteinas sdo retiradas da solu¢do aquosa
pela adicao de 500 pL de fenol/cloroférmio/isoamilalcool (25:24:1) e centrifugagdo a
13000 rpm durante 5 minutos. A fase aquosa ¢ cuidadosamente transferida para um
microtubo limpo e o DNA ai existente ¢ precipitado com isopropanol por
centrifugagdo a 13000 rpm durante 10 minutos. O precipitado € limpo com 1000 pL de
etanol frio a 70% (v/v) e centrifugado a 13000 rpm durante 2 minutos. Retira-se o
excesso de etanol e deixa-se secar a temperatura ambiente. O precipitado € ressuspenso
em 4gua ultra pura esterilizada (SDW) com RNase (5 mg mL™). As amostras de DNA

gendmico conservaram-se a —20 °C.
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3.5.2. Purificacdo de Solucoes de DNA

Para remover proteinas de solugdes de DNA faz-se a extraccdo com
fenol:cloroformio, seguida de extraccdo com cloroféormio. Alternativamente a
extrac¢ao pode ser realizada com fenol: cloroférmio: isoamilalcool (25:24:1) seguida
de extrac¢do com cloroférmio, para remover os residuos de fenol dos 4cidos nucleicos.

Para realizar o protocolo de purifica¢do adicionam-se a solugdo de DNA, 100 uL
de tampao TE (100 mM Tris HCI; 1 mM EDTA pH 8) e 100 pL de fenol: cloroférmio
(1:1) e por inversao do tubo obtém-se uma emulsdo. Centrifuga-se a mistura a 12000
rpm durante 3 minutos, aumentando-se este periodo se as fases ndo ficarem
perfeitamente separadas. Transfere-se a fase aquosa para um microtubo limpo e repete-
se 0 processo até que ndo sejam visiveis proteinas na interface organica e aquosa.

Adiciona-se, depois, igual volume de cloroférmio e repetem-se os procedimentos
anteriormente descritos. Finaliza-se com a precipitagdo dos acidos nucleicos com

etanol.

3.5.3. Concentracao de DNA

Para a concentracdo dos acidos nucleicos utilizou-se a precipitagdo em
isopropanol ou etanol na presenca de acetato de sodio (0,3 M, pH 5.2) seguido de
centrifugacdo. O precipitado ¢ dissolvido em agua ou TE (100 mM Tris HCI; 1 mM

EDTA, pH 8) de forma a conseguir-se a concentragdo pretendida.

3.5.4. Quantificacio de DNA

3.5.4.1. Espectrofotometria

A quantificagdo e pureza do DNA efectuou-se por espectrofotometria. Fizeram-
se diluigoes das amostras de DNA antes de medir a absorvancia a 260 e 280 nm num
espectofotometro (Cary 50 Scan - Varian). A pureza do DNA avaliou-se pela relagdo

entre os dois valores de absorvancia (ODyep/OD,g). Valores desta relagdo de 1,8 sao
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caracteristicos de solugdes de DNA puro enquanto valores inferiores sao indicadores
de contaminagdes com proteina ou fenol.

A quantidade de DNA presente nas solugdes foi calculada considerando que uma
unidade de absorvancia a 260 nm corresponde a 50 pg de DNA (Sambrook et al.,

1998).

3.5.4.2. Quantificacdo por Fluorescéncia de BrEt

A concentragdo de DNA gendmico ou fragmentos de DNA obtidos por PCR
estimou-se por electroforese em géis de agarose comparando-se a intensidade das
bandas com a intensidade de marcadores de DNA de concentragdo conhecida. Este
processo foi utilizado em quantificacao de rotina e quando as amostras tinham baixas

concentracoes de DNA.

3.6. Identificacdo das Espécies de Phytophthora por Métodos Moleculares

A regido do genoma que codifica para a producdo do RNA dos ribossomas
(rDNA) ¢ constituido por sequéncias de DNA muito conservadas nas sub-unidades do
gene e zonas de maior variabilidade situadas entre as diferentes subunidades.

O estudo das regides ITS do rDNA em Phytophthora tem evidenciado que a
acumulagdo de mutagdes nesta regido se aproxima do nivel de especiagdo, razao que
determinou a sua utilizacdo nos estudos de sistematica e evolug¢do assim como em
diagnostico e identificacao.

O método de identificacdo baseia-se na amplificacdo por PCR da regido ITS. A
regido amplificada (ITS1, 5.8S e ITS2) ¢ digerida com 2 — 3 enzimas de restricao. Os
perfis de digestdo enzimdtica (caracteristicos da espécie) permitem por comparacao
com a base de dados identificar, ao nivel da espécie, os isolados de Phytophthora.

A identificacdo dos isolados pode ainda ser realizada pela sequenciacdo dos
nucledtidos da regido amplificada e comparacdo com as sequéncias desta regido do
genoma depositadas na base de dados EMBL ou NCBI pelo algoritmo FASTA
(Pearson & Lipman, 1988).
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3.6.1. Identificacdo por PCR-RFLP da Regiao ITS — rDNA

3.6.1.1. Amplificacio da Regiso ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA por PCR

3.6.1.1.1. Primers

O DNA da regido que codifica para os ribossomas foi amplificado pelos primers
universais ITS6 e ITS4. O primer ITS6 ¢ semelhante ao ITS5 de White ef al. (1990).
As alteracdes na sequéncia dos nucleétidos propostas por Cooke & Duncan (1997)
resultaram de estudos da sequéncia 18S rDNA em P. megasperma (Forter et al., 1990)
permitindo uma maior especificidade e eficacia na ampliagdo de Phytophthora pela
reac¢ao PCR.

O ITS4 de White ef al. (1990) ¢ um primer universal em eucariotas localizado na
extremidade 5° do gene 28S rDNA, localizando-se o primer ITS6 (Cooke & Duncan,
1997) na extremidade 3’ do 18S rDNA como o indicado na Figura 9.

ITS6 - 5> GAA GGT GAA GTC GTA ACA AGG ¥’
ITS4 -5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

- |
/ O\

CHH HH--H HH H-

1TS6 l
—
188 ses 28S
4—
PCR 1TS4

Figura 9 — Representagdo esquematica da organizacdo das unidades repetitivas do genoma que
codificam para o RNA dos ribossomas e localizagdo dos primers ITS6 (Cooke & Duncan, 1997) e ITS4
(White et al., 1990) utilizados na amplificacdo do fragmento de DNA — ITSI, 5.8S e ITS2 em
Phytophthora.
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3.6.1.1.2. Condicoes Quimicas e Fisicas da Reac¢ao PCR

As reaccoes de PCR foram realizadas num volume final de 25 pL. As condi¢des
quimicas foram empiricamente ajustadas tendo-se obtidos resultados consistentes nas
seguintes condi¢des: 100 uM de cada dNTPs, 20 pmoles de cada primer, 1,5 mM de
MgCl,, buffer da enzima na concentragdo final 1x, uma unidade de 7ag DNA
polimerase (Promega), BSA (Bovine Serum Albumin) na concentragdo de
0,1 mg mL™, 1 uL de DNA e 4gua ultra pura esterilizada até perfazer o volume final
da reacgao.

As reaccdes de PCR foram realizadas num termociclador UNO II (Biometra). A
reac¢ao inicia-se com um ciclo inicial de desnaturagdo a 95 °C durante 3 minutos
seguido-se 35 ciclos de amplificagdo com os seguintes parametros: 55 °C durante 30
segundos, 72 °C durante 60 segundos e¢ 94 °C durante 30 segundos. A reacc¢do

terminou com um periodo final de extensdo a 72 °C durante 10 minutos.

3.6.1.1.3. Digestao Enzimatica da Regido Genémica — ITS1, 5.8S e ITS2

Utilizaram-se as enzimas de restricdo Msp 1, Alu 1 e Tag 1 (Promega) para o
estudo do polimorfismo da regido ITS1, 5.8S e ITS2. A reaccdo ocorreu a 37 °C
durante toda a noite, tendo-se utilizado 10 pL de produto PCR e seguindo as condigdes
de reaccdo indicadas pela casa comercial.

A enzima Tagq 1 origina fragmentos de pequena dimensao e por isso dificeis de
visualizar de forma adequada nos géis de agarose, razdo pela qual ndo se realizou em

todos os isolados Phytophthora.

3.6.1.1.4. Electroforese de Fragmentos de DNA

A separag¢dao dos fragmentos do DNA em fungdo do seu tamanho realizou-se
mediante electroforese em géis de agarose. A concentragdo de agarose varia com o
tamanho do fragmento a separar tendo-se utilizado concentragdes de agarose de 1,5 %
para os fragmentos obtidos na reac¢do PCR e NuSievem (BMA) a 2,5 % para a

resolucdo dos perfis das enzimas Msp I e Alu 1 e 3,5 % para a enzima Taq I que origina
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muitos fragmentos inferiores a 100 pb. A migragao realizou-se a corrente constante
(50-70V).

Os tampdes utilizados foram o TAE (Tris - Acetato 40 mM; EDTA 1 mM) ou
TBE (Tris — Borato, 90 mM; EDTA 2 mM pH 8.0).

Para visualizacdo dos fragmentos de DNA através de iluminacdo UV adicionou-
se aos geis Br Et (0,5 pg mL™).

Utilizaram-se camaras de electoforese Bio-Rad ligadas a fontes “Bio-Rad Power-
Pac 200” (Bio-Rad).

O DNA foi visualizado em luz UV, fotografado e guardado em suporte
informatico pelo sistema Eagle Eye® II (Stratagene).

A dimensao dos fragmentos foi estimada em pares de bases por comparacdo com
o marcador de tamanhos de 100 bp Ladder (Promega) no programa Diversity Database
(Bio-Rad) e comparados com os valores da base de dados disponibilizados pelo CABI

Biosciense e de acesso livre na web em www.phytlD.org- para identificacdo das

espécies em estudo.

3.6.2. Identificacao das Espécies de Phytophthora por Comparacao da Sequéncia
dos Nucleotidos da Regiao ITS1, 5.8S e ITS2

3.6.2.1. Purificacao e Sequenciacdo dos Fragmentos do DNA Correspondentes a Regiao

ITS1, 5.8S e ITS2

O DNA amplificado por PCR com os primers universais ITS6, ITS4 foi
purificado para se proceder a sequenciagdo dos nucleotidos. Este processo de
purificacdao envolve a remocgao do gel e a separacdo do fragmento de DNA da matriz
da agarose. Depois de removido do gel de agarose os fragmentos de DNA foram
purificados utilizando o kit Wizard ® — PCR Preps DNA Purification System
(Promega) seguindo as instrugdes do fabricante.

Para a sequenciagao dos fragmentos de DNA da regidao ITSI, 5.8S e ITS2
utilizaram-se 50 — 150 ng de DNA molde e 5 pmoles de cada um dos primers
iniciadores ITS6 e ITS4 num total de 8 uL. de reacgdo.

A sequenciagdo foi realizada na Universidade de Salamanca num sequenciador

automatico de DNA.
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As sequéncias de nucledtidos foram analisadas com o programa de
bioinformatica “BioEdit” disponivel no servidor European Bioinformatics Institute
(EBI) com acesso livre na Web (www.ebi.ac.uk). No mesmo servidor analisaram-se as
sequéncias com a utilizagcdo do programa ClustalW para avaliar a similaridade entre as
diferentes sequéncias e o programa FASTA (Pearson & Lipman, 1988) para a pesquisa
da homologia com outras sequéncias de nucleotidos da base de dados da EMBL ou

bases de dados de proteinas como a da Swiss-Prot.

3.7. Caracterizacio Molecular dos Isolados de Phytophthora por
RAPD-PCR

As reaccdes de amplificacdo de DNA gendémico utilizando primers com 10
nucleétidos, primers “10-mer”, de sequéncia arbitraria e utilizando apenas um primer
por reacgdo, proporcionam padroes de amplificagdo que sao utilizados com
marcadores genéticos neutros. A amplificagdo ocorre em locais especificos do genoma
ndo se conhecendo as caracteristicas dessa regido.

O numero de produtos em cada reac¢do depende da sequéncia do primer da
sequéncia do genoma e do seu tamanho. Assumindo a distribuicdo aleatéria de
determinada sequéncia (“10-mer” primer) no genoma a teoria das probabilidades
indica que o niimero de produtos amplificado ¢ de aproximadamente 2.5x10 * x G,
sendo G o tamanho do genoma em pb (Operon Technologies).

O género Phytophthora com um genoma que varia entre 6.2 x 10" a 2.4 x 10® pb
(Judelson, 2002) determina, em termos teodricos, que muitos primers ndo amplificardo
qualquer produto no genoma de Phytophthora o que nos levou a testar inicialmente um
elevado nimero de primers.

Realizaram-se amplificagdes RAPD nas espécies de Phytophthora de referéncia,
P. cinnamomi (341.72; 342.72; 2965; 270.55) P. cinnamomi var. parvispora,
P. cambivora, P. cactorum; P. capsici, P. citricola;, P. cryptogea,; P. nicotianae;
P. quercina; P. syringae. Tendo-se ainda incluido dois isolados de P. cinnamomi
isolados de castanheiro (80, 822) e dois isolados de P. cambivora igualmente isolados

de castanheiro (101, 102).
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Este estudo foi posteriormente alargado a uma populacdo de Phytophthora
(Paredes), com os primers “l10-mer” que evidenciaram polimorfismo em

P. cinnamomi.

3.7.1. Primers “10-mer” e Condicdes Fisicas e Quimicas da Amplificacdo

Utilizaram-se todos os oligonucleo6tidos iniciadores “10-mer” da série O (OPO-1
a OPO-20) e os vinte oligonucledtidos da série U (OPU-1 a OPU-20).

As reacg¢des de amplificacdo foram realizadas num volume final de 25 puL no
tremociclador UNO II (Biometra), contendo: 100 mM de cada dNTPs, 1,5 mM de
MgCl,, 2,5 pL de buffer da enzima (buffer B), 20 pmoles de cada primer “10-mer”,
uma unidade de 7ag DNA polimerase (Promega) e 1 uL DNA genémico depois de
diluido em 4gua ultra pura e esterilizada na proporcao de 1:20.

As reacgdes foram programadas com um ciclo inicial de desnaturacdo do DNA a
94 °C durante 3 minutos a que se seguiram 40 ciclos de amplificagdo com 94 °C, 30
segundos; 36 °C, 30 segundos e 72 °C, 30 segundos terminando a reac¢do com um
periodo de extensdo final de 5 minutos a 72 °C.

Os produtos amplificados separaram-se em géis a 1,4 % de agarose nos quais se
incluiu um marcador de tamanho de 100 pb (Promega) sendo os géis visualizados,

fotografados e colocados em suporte informatico no sistema Eagle Eye ® (Stratagene).

3.7.2. Analise dos Perfis RAPD-PCR

O perfil das bandas de amplificacdo em cada um dos isolados e para cada um dos
primers foi analisado no programa Diversity Database (Bio-Rad) considerando a
presenga/auséncia (1/0) dos produtos de amplificacdo com a mesma dimensdo.
Utilizou-se o coeficiente de Dice para o calculo da similaridade entre os isolados em
estudo e os dendrogramas foram gerados pelo programa Diversity Database usando o

método Ward’s.
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3.8. Sensibilidade dos Isolados de Phytophthora spp. ao metalaxil “in vitro”

Da extremidade de cada isolado em activo crescimento retiram-se discos com
5 mm de diametro que sao colocados em placas de Petri de 90 mm de didmetro com
15 mL de PDA a que se adicionou Ridomil 5G ® (Syngenta) de forma a obter-se a
concentragio em metalaxil de 1 pg mL™. O Ridomil 5G ® foi dissolvido em agua e
esterilizado por filtragdo antes de ser adicionado ao meio de cultura.

Com esta concentragdo testaram-se todos os isolados e realizam-se 3 repeticdes
por isolado. As placas incubaram a 22-24 °C as escuras.

Os isolados que evidenciaram crescimento a esta concentracdo foram testados
novamente na concentragio de 1 pg mL”, 10 ug mL" e 20 ug mL™"' de metalaxil, em
dois ensaios independentes e com trés repeticdes por isolado e concentragdo em
estudo.

A determinacdo do ECsy (concentragdo de metalaxil que causa 50 % de inibi¢dao
do crescimento) em cada isolado foi estimada pela recta de regressao linear obtida pela
transformagdo “probit” da percentagem de inibicdo e pela transformagdo logaritmica
da concentracao da substancia fungicida.

O padrdo de referéncia para o crescimento foi obtido em cada isolado pelo
crescimento em PDA sem adi¢do de qualquer substancia.

O crescimento foi avaliado pela medicdo do didmetro da colénia em duas

direccdes perpendiculares.

3.9. Marcador Molecular Especifico (SCAR) para a Deteccio e

Identificacao de P. cinnamomi

3.9.1. Clonagem do Fragmento RAPD no Plasmideo pGEM®-T e Multiplica¢iio

em E. coli

Identificado o fragmento de DNA caracteristico de P. cinnamomi, procedeu-se a
sua purificagdo pela utilizagio do kit Wizard® PCR Preps DNA Purification System
(Promega) seguindo as instru¢des do fabricante. O fragmento foi posteriormente ligado
ao vector de clonagem pGEM"-T (Promega) com a utiliza¢do da enzima 74 ligase. Na

ligacdo usou-se a propor¢dao de 4:1 de inserto/vector e 3 unidades da enzima num
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volume final de reaccdo de 10 pL. A reaccdo incubou uma hora a temperatura
ambiente ou 10 horas a 4 °C.

A transformacdo da E. coli, estirpe DH5a, foi realizada por choque térmico
adicionando-se o produto da reaccdo de ligacdo a células competentes de E. coli
(DH5a) entretanto liquefeitas. As células e o produto da ligagdo sdo mantidos em gelo
durante 20 minutos e colocadas de seguida num banho a 42 °C durante 90 segundos
passando-as de imediato para gelo durante 2 minutos.

Os transformantes foram seleccionados pela resisténcia a ampicilina em meio LB
com 50 mg de ampicilina, 0,1 mM de IPTG e 2 % de X-Gal. As placas incubaram-se a
37 °C durante 12 horas. Depois deste periodo colocam-se 30 minutos a 4 °C para
diminuir o nimero de colonias “falsas positivas”.

Seleccionam-se as coldnias brancas e colocam-se a crescer em meio LB liquido

com ampicilina durante 16 — 20 horas a 37 °C e com agitagao orbital.

3.9.2. Obtenciao de DNA dos Plamidios recombinantes

Para a obtengdo do DNA plasmidico, na triagem das colonias transformadas,
utilizou-se NaOH, SDS e agitacdo para a lise celular e sais (acetato e potassio) e etanol
para a precipitagdo do DNA. A eficéicia da incorporagdo dos plasmidios foi observada
em géis de agarose a 0,8 % a que se seguiu a digestdo enzimatica do DNA plasmidico
com as enzimas de restricdo Sal 1 e Apa 1 para a confirmag¢do da presenca do
fragmento clonado. Depois de confirmada a presenga do fragmento as coldnias
transformadas com sucesso crescem em meio LB liquido e extrai-se o DNA plamidico
com a utilizagdo do kit Wizard Plus Mini preps DNA Purification System (Promega)
com o objectivo de se obter um grau de purificagdo adequado para posterior

sequenciagao.
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3.9.3. Sequenciacio e Analise do Fragmento SCAR (OP120)

A sequéncia de bases do fragmento clonado no pGEM®-T e multiplicado na
estirpe DHS5a da E. coli foi realizada no sequenciador automatico da Universidade de
Salamanca.

A andlise da sequéncia de nucledtidos foi realizada no programa BioEdit
(European Bioinformatics Institute, EBI) tendo-se determinado a dimensao final do
fragmento por eliminagdo das bases comuns ao plasmidio pPGEM"-T e identificacdo do
primer “10 mer” que lhe deu origem nas extremidades do fragmento clonado.

A sequéncia final do fragmento clonado no pGEM®-T (OP120) foi analisada
pelo programa FASTA (Pearson & Lipman, 1988) disponibilizado na web pelo
European Bioinformatics Institute (EBI) e nas bases de dados da EMBL e Swiss-Prot.

3.9.4. Hibridacdo de Acidos Nucleicos (Técnica “Southern-blot”)

Com o objectivo de caracterizar a regido do genoma do SCAR — OP120 e
confirmar a especificidade em P. cinnamomi, o fragmento foi marcado com
digoxigenina por PCR e foi usado em hibridagdo “Southern” com DNA gendmico de
diferentes espécies de Phytophthora: P. cambivora (102), P. cinnamomi (120),
P. cactorum (304.53), P. quercina (789.95), P. nicotianae (535.92), P. citricola
(221.88), P. capsici (521.77), P. cryptogea (307.62), P. syringae (2351), P. cinnamomi
(342.72), DNA de castanheiro (Castanea sativa), € Rhodoturula mucilaginosa, uma
levedura isolada no mel.

O DNA genémico dos organismo em estudo foi digerido com a enzima de

restricdo Rsa |

3.9.5. Marcacao da Sonda com Digoxigenina

A marcagdo do fragmento de DNA com digoxigenina foi realizada utilizando o
kit “PCR Dig Labeling Mix” (Boehringer). Para a reaccdo de PCR utilizou-se 1,5 puL

de DNA plasmidico, 20 pmoles de cada um dos primers universais, 5 pL de uma
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solucao (2 mM de dATP, dCTP, dGTP, 1,9 mM de dTTP e 0,1 mM de dUTP-11-
digoxigenina), 1,5 mM de MgCl,, 1 unidade de 7ag DNA polimerase, 5 pL de buffer
da enzima num volume final de reac¢ao de 50 pL.

A reacgdo de amplificacdo ocorreu num amplificador programado com um
periodo inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de
amplificagdo com 94 °C — 60 segundos; 51 °C — 60 segundos e 72 °C — 60 segundos,
finalizado por um periodo de extensdo final 5 minutos a 72 °C.

Depois de confirmada a marcagdo da sonda por “dot-blot” procedeu-se a
hibridagdo com DNA genémico de diferentes espécies de Phytophthora, Castanea

sativa € R. mucilaginosa.

3.9.6. Hibridacio do Fragmento (OP120) Marcado com Digoxigenina com DNA

Genomico de Diferentes Espécies

A hibridagdo DNA/DNA realizou-se seguindo o método descrito por Southern
(1975). O DNA genoémico (10 pg) das espécies referidas em 3.9.4. foi digerido com a
enzima de restricdo Rsa I (Promega) seguindo o protocolo indicado pelo fabricante.

A enzima Rsa 1 foi seleccionada por cortar o fragmento em estudo apenas duas
vezes e uma delas muito proximo das extremidade 5°. Os fragmentos de DNA foram
separados em géis de agarose a 0,7% mediante electroforese em tampao TAE (40 mM
Tris-acetato, 2 mM EDTA).

Desnaturou-se o gel numa solugdo de NaOH a 0,5 M e NaCl a 1,5 mM, durante
60 minutos. Posteriormente transferiu-se para uma membrana de nylon (Hybond ™,
Amersham International) com a utilizagdo de SSC 10 x (NaCl, 1,5 M; citrato sédico,
0,15 M, pH 7) durante 12 horas.

O DNA fixou-se a membrana numa estufa a 80°C durante 90 minutos.

A pré-hibridacao ocorreu em forno de hibridacao durante uma hora a 60 °C, com
70 mL de uma solugdo SSC 5x, blocking reagent, 0,1 % (p/v); N-lauroyl sarcosina,
0,1 % (p/v) e SDS a 0,02 % (p/v). A hibridacao realizou-se com 25 mL da solu¢do
anteriormente referida a que se incorporou 15 pL da sonda marcada e se deixou a

incubar a 65 °C durante 12 horas.
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A membrana foi lavada com solugdes salinas de forca idnica decrescente a
temperatura de 37 °C.

As hibrida¢des marcadas com digoxigenina (DIG) foram detectadas com o kit
CDP-Star™  (Boehringer) seguindo as recomendacdes dos fabricantes, que
compreende 0s seguintes passos:

- Lavar a membrana durante 5 minutos em “Washing buffer” — (B1) (acido
maleico, 0,1 M; NaCl, 0,15 M pH 7.5; Tween 20 a 0,3 % (v/v)).

- Incubar a membrana durante 30 minutos no buffer — (B2) (1:10 blocking
solution em B1).

- Incubar de seguida durante 30 minutos numa solu¢do diluida 1:20 000 do
conjugado anti-DIG-AP (Boehringer, Mannheim) preparada por dilui¢do do anti-corpo
numa solu¢do 1x do buffer B2.

- Lavar duas vezes durante 15 minutos cada em buffer B1.

- Equilibrar a membrana durante 5 minutos com 30 mL de buffer de deteccao —
(B3) — (Tris- HCI, 0,1 M; NaCl, 0,15 M pH 9.5).

- Incubar 5 minutos numa solugdo 1:100 de CDP-Star™ a 25 mM, colocar de
seguida a membrana em pelicula aderente, retirar todas as bolhas de ar e o excesso de
solucao.

- Expor a membrana sobre uma pelicula X-Ray Fuji Medical (Fuji Photo Film) e

revelar a pelicula através de uma solugdo reveladora e uma solugao fixadora.

3.10. Desenho de Primers

O desenho de primers, para amplificagdo do fragmento caracteristico de
P. cinnamomi, baseou-se em principios gerais € empiricos ndo existindo normas que
garantam a amplificacdo do produto pretendido.

Da muita bibliografia existente e de programas de desenhos de primers
extrairam-se algumas orienta¢cdes que devem ser tidas em consideragdo:

- Utilizar primers com nimero de nucleétidos compreendidos entre 18 e 28 com

uma percentagem em G + C de 50 a 60 %.
- Evitar complementaridade nos extremos 3’ do par de primers de uma reacgao.

- Evitar sequéncias palindrémicas para reduzir a formagao de dimeros.
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- A temperatura de emparelhamento (Tm) estimada pelo somatorio de: 4 °C por
cada base G ou C, 2 °C por cada T ou A, a que se subtrai 5 °C. A Tm deve ser
idéntica nos dois primer a utilizar na reac¢do PCR. Esta temperatura tem apenas
um valor indicativo, podendo os valores determinados empiricamente ser
superiores em 5-10 °C. A temperatura mais elevada deve ser a utilizada nas

reacgoes.

Seguindo os principios gerais desenharam-se trés primers com nucledtidos
completamente complementares com a sequéncia do marcador SCAR — OP120 na
extremidade 5’ e 3’ sem incluir o sequéncia do primer “10-mer” que lhe deu origem e
que designamos por Cin3, Cinl. Desenhou-se ainda um terceiro primer proximo da
extremidade 5° que designamos por Cin2. Os trés primers organizados em dois pares

de primers (Cin2/Cinle Cin3/Cinl) foram testados em reac¢des de PCR diagnostico.

3.11. PCR-Diagnostico de P.cinnamomi Baseada nos Primers Especificos

“Cin2/Cin1” e Cin3/Cin1”

3.11.1. Especificidade e Sensibilidade da PCR-Diagnodstico na Detecc¢ido de

P. cinnamomi

Os primers desenhados no marcador SCAR — OP120, Cinl, Cin2 e Cin3 foram
testados em reac¢des de PCR na combina¢do Cin2/Cinl e Cin3/Cinl para determinar a
especificidade e limite de detec¢do da reac¢ao PCR.

Nesta fase inicial utilizou-se DNA obtido de culturas puras de diferentes espécies
de Phytophthora e de P. cinnamomi.

As condic¢des, quimicas e fisicas, das reaccdes PCR foram empiricamente
determinadas alterando-se apenas um dos pardmetros da reac¢do em cada experiéncia.

Nas condig¢des de reac¢do PCR, empiricamente determinadas, foram testadas as
espécies de Phytophthora de referéncia e muitos dos isolados de Phytophthora obtidos

em castanheiros doentes.
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A sensibilidade da reac¢ao foi determinada a partir de diluigdes sucessivas de
DNA previamente quantificado em reacgdes PCR onde o factor dilui¢do do DNA era a

unica variavel da reacgao.

3.11.2. PCR-Diagnéstico em Plantas com Sintomas da Doenca da Tinta, em

Tecido Armadilha e Agua do Solo (zo6sporos)

Para se concretizar este objectivo utilizaram-se plantas de castanheiro que
cresceram em terra vegetal inoculada com 0,5 % (v/v) de P. cinnamomi.

O inoculo de P. cinnamomi foi produzido em terra vegetal e vermiculite (1:1)
esterilizada por autoclavagem (120 °C, 1 hora) repetida as 48 e 96 horas a que se
seguiu a inoculacdo com micélio de P. cinnamomi (80). Os sacos hermeticamente
fechados foram homogeneizados a intervalos regulares durante um més.

Para concretizar a técnica armadilha utilizou-se terra vegetal inoculada com
P. cinnamomi na qual tinham crescido plantas de castanheiro, na propor¢do (1:4) de
agua destilada. Como tecido armadilha utilizaram-se discos de folha de castanheiro
postos a flutuar na agua (3 repeti¢des) e radiculas de canhamo (uma repeti¢do).
Realizaram-se reac¢des PCR diagnostico as 24, 48, 72 e 96 horas de ensaio.

Testes classicos de deteccdo de Phytophthora em meio selectivo P;gVPH foram
realizados em todas as plantas de castanheiro que cresceram em terra vegetal inoculada
com P. cinnamomi e nos tecidos vegetais (folhas de castanheiro e radiculas de

canhamo as 24 horas de ensaio de detec¢do) do método armadilha.

3.11.2.1. Extracciao do DNA dos Tecidos da Raiz de castanheiro

Em plantas de castanheiro que cresceram em substrato inoculado com
P. cinnamomi (80) e com sintomas da doenga da tinta foram retiradas dos vasos ¢ as
raizes lavadas em agua corrente. De cada planta retiraram-se os tecidos radiculares,
muitos deles j& em avancado estado de degradacdo, para extraccdo do DNA. A
extraccdo do DNA das raizes foi realizada utilizando o kit de extraccao “DNeasy Plant

Mini Kit”(Qiagen) seguindo as instrugdes do fabricante.
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3.11.2.2. Extraccao do DNA de Tecidos armadilha

Retiraram-se discos de folha de castanheiro e radiculas de canhamo (tecido
armadilha) as 24, 48, 72 e 96 horas. Os discos de folha depois de cuidadosamente
lavados em 4agua destilada e estéril foram pesados e adiciona-se 10 pL de
NaOH, 0,5 M por mg de tecido vegetal, macerando-se os tecidos num almofariz de
porcelana. Depois de centrifugado a 13000 rpm durante 5 minutos retiram-se 5 pL

para 495 uL de Tris HC1 200 mM, pH 8 e utiliza-se 1 pL por reac¢dao PCR.

3.11.2.3. Extrac¢iio do DNA da Agua do Solo (zo6sporos)

Os zodsporos constituem em Phytophthora a principal unidade infecciosa
caracteristica bioldgica em que se baseiam os métodos armadilha de detecgdo.
Considerando que estas unidades infecciosas se encontram na agua e que irdo
deslocar-se para os tecidos vegetais, utilizou-se 1 mL desta solugdo para a extrac¢ao
do DNA.

Por centrifugacdo ligeira separaram-se os restos de tecidos vegetais e outros
constituintes organicos do solo. O sobrenadante ¢ sujeito a uma centrifugacdo de
13000 rpm durante 10 minutos. O precipitado ¢ ressuspenso em 30 pL de Tris HCI,
200 mM, pH 8 e colocado a 94 °C durante 5 minutos. Depois de centrifugado a 13000

rpm utiliza-se 1 pL do sobrenadante por reac¢do PCR.

3.11.2.4. Condicdes Quimicas e Fisicas da PCR-Diagnoéstico em Plantas com Sintomas da

Doenca da Tinta, em Tecidos Armadilha e Agua do Solo (zoésporos)

As condicdes fisicas e quimicas da reac¢do de amplificacdo com a utilizagao de
1 uL da solugdo de DNA obtida das raizes de castanheiro, tecidos armadilha e agua do
solo foram determinadas empiricamente a partir do protocolo de reac¢do PCR em
culturas puras de Phytophthora. Em todas as reaccdes PCR incluiu-se um controlo
negativo (dgua em substitui¢do do DNA) e um controlo positivo com a utilizacdo de

DNA extraido de uma cultura pura de P. cinnamomi.
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Os fragmentos amplificados foram analisados por electroforese em TBE (Tris-
Borato, 90mM; EDTA 2 mM pH 8,0) em géis de 1,5 % de agarose e visualizados por
incorporagio de 0,5 pug mL™'de Br Et ¢ iluminagdo UV.

3.12. “Nested” PCR

A designacdo de “nested” PCR resulta do facto do fragmento amplificado por
PCR numa primeira reac¢do PCR ser usado como molde para uma segunda reac¢ao
PCR, utilizando primers desenhados no interior do fragmento inicialmente
amplificado.

O conhecimento da regido rDNA no género Phytophthora permitiu o desenho de
primers, no interior desta regido, especificos para a identificagdo de determinadas
espécies.

Cacciolla et al. (2001) utilizaram esta estratégica no desenho de primers
especificos para P. cambivora e P. cinnamomi e que também serd utilizado neste
trabalho como método de detecgdo e identificagdo destas espécies obtidas em
castanheiro.

Na primeira reac¢ao PCR utilizam-se os primers DC6 (SCRI) e ITS4 (White et
al., 1990) e na segunda reaccdo PCR os primers desenhados por Cacciolla et al.
(2001): DC4 para a deteccao especifica de P. cambivora e DC9 para a detec¢do
especifica de P. cinnamomi. O primer reverso ¢ para as duas espécies o primer DCS5 ja
anteriormente desenhado no SCRI, baseado nas sequéncias da regido ITS2 em mais de
20 espécies de Phytophthora (Bonants et al., 1999). Este primer desenhado no ITS2
permite segundo os autores anteriormente referidos discriminar este grupo de espécies.

Para a aplicagdo deste método utilizaram-se inicialmente as condi¢des quimicas e
fisicas da reac¢do PCR referidas por estes autores que foram ajustadas empiricamente

para a obtencao de resultados de forma consistente.
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3.13. “Multiplex” PCR

“Multiplex” PCR ¢ uma variante da reac¢do PCR em que dois ou mais loci sdo
amplificados simultaneamente.

Schubert ef al. (1999) identificaram um fragmento amplificado por RAPD-PCR
caracteristico em P. cambivora e desenharam os primers CAMB3 e CAMBA4. Este par
de primers amplifica em P. cambivora um fragmento com 1105 pb. Estes primers
serdo utilizados neste trabalho em “multiplex” PCR com o par de primers Cin3/Cinl
para a deteccdo em simultaneo das duas espécies de Phytophthora associadas com a
doenga da tinta do castanheiro.

As condigdes quimicas e fisicas da reac¢do “multiplex” PCR foram
experimentalmente determinadas utilizando-se culturas puras de P. cinnamomi e

P. cambivora como DNA molde.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento de Phytophthora spp. Associada com a Doenca da Tinta do

castanheiro

Os isolados de Phytophthora associados a doenga da tinta do castanheiro, nos
quais se baseia o trabalho experimental deste estudo, foram obtidos pela utilizacdo dos
métodos classicos de isolamento em meio de cultura selectivo.

O método e a escolha do material vegetal a utilizar foi determinado em fungdo da
cada situagdo concreta de forma a permitir um ntimero de isolados que possibilitasse a
concretizacdo do trabalho a que nos tinhamos proposto.

Os métodos de isolamento utilizados incluiram diferentes estratégias. Os meios
de cultura selectivos, utilizado em todas as situagdes de diagnostico, ou seja, quando
estavam disponiveis plantas de castanheiro com sintomas evidentes da doenga da tinta.
O isolamento por métodos “armadilha”, quando se pretendia isolar espécies de
Phytophthora associadas ao solo das raizes das plantas que tinham morrido e os
tecidos vegetais se encontravam em estado avangado de degradagdo e, ainda o método
de planta armadilha quando se pretendia obter isolados de Phytophthora em soutos
com mais de 30 anos onde eram evidentes, em arvores adultas, os sintomas da doenca
da tinta.

Os isolados incluidos neste estudo (Quadro 2) foram seleccionados de forma a
abrangerem uma regido geografica alargada e ainda a de caracterizar as espécies de
Phytophthora associados com a doenca da tinta.

Os isolados obtidos em situagdo de diagnostico, obtidos em castanheiros jovens
de viveiros florestais (Amarante ¢ Bornes) e em plantas de castanheiro com trés anos
de plantacdo (Paredes) e ainda castanheiros com 6 — 8 anos de plantacdo (Rossas —
Arufe), representam neste estudo 30.6 %. Os isolados obtidos pela técnica de tecido
armadilha a partir do solo (Paredes) representam 16 %, tendo os restantes 53,4 % sido
obtidos pela técnica de “planta armadilha”, em soutos com mais de 30 anos,
localizados na regido de Braganga /Vinhais.

O método utilizado para a deteccdo de Phytophthora a partir do solo foi
empiricamente desenvolvido e baseia-se na utilizagdo de discos de folha de castanheiro

como tecido armadilha e no isolamento de Phytophthora a partir destes tecidos em
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meio selectivo PjoVPH (Figura 10). A técnica foi realizada em amostras de solo
recolhidas no final do Verdo e nas condi¢des naturais de laboratorio nesta época do

ano.

Figura 10 — Hifas de Phytophthora sp. observadas ao microscopio 48 horas depois do isolamento

(x 400).

O método armadilha (planta inteira) utilizado em soutos com mais de 30 anos
permitiu o isolamento destes parasitas em todos os locais amostrados. A eficacia do
método, ou seja o isolamento positivo de espécies de Phytophthora variou no entanto
de 14 a 100 % conforme o local. A variagdo da eficacia do isolamento foi associada na
maioria das situacdes a irregularidade da distribuicdo e escassez do material vegetal
presente nos soutos.

Em Rossas, local escolhido para o estudo dos isolados associados com a doenga
da tinta ao nivel de um souto, foram recolhidos todos os castanheiros jovens existentes
na area de influéncia de castanheiros adultos com sintomas evidentes da doenca da
tinta. A percentagem de isolamento positivo de espécies de Phytophthora nos nove
castanheiros adultos (Quadro 4) variou de 33 a 67 %.

De referir que os castanheiros jovens na altura da amostragem nao evidenciam,
na grande maioria dos casos, sintomas da doenca da tinta ¢ podem por observacao

visual ser considerados como plantas sas.
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Quadro 4 — Percentagem de castanheiros jovens com isolamento positivo de Phytophthora em
Rossas (“armadilha de planta-inteira™)

N° da arvore Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9

Sintomatologia ~ SE SE AM AM SL SE SL SE AM
% 60 50 33 67 50 66 50 33 33

AM — Arvore Morta
SL — Sintomas ligeiros
SE — Sintomas Evidentes

Os isolados 105, 106, 107 e 108 foram obtidos em Rossas no mesmo souto dos
isolados 801 a 810 utilizando a mesma técnica de isolamento — armadilha de planta

inteira” mas no ano 2001.

4.2. Formacao de oosporos “in vitro” e suas caracteristicas morfologicas

Todos os isolados de Phytophthora em estudo (Quadro 2) produziram odsporos
quando pareados com P. cinnamomi (341.72) de tipo de compatibilidade sexual Al.
Nao se observaram odsporos nos pareamentos dos isolados com P. cinnamomi
(342.72) de compatibilidade sexual A2, nem nos auto-pareamentos dos isolados.

Em todos os auto-pareamentos observaram-se clamiddsporos com excepgao dos
auto-pareamentos dos isolados 135, 101, 102 e 107 que apenas evidenciaram micélio.

Quando ocorreu cruzamento sexual o anteridio observado foi sempre de tipo
anfigineo. Observaram-se dois tipos de anteridio: um unicelular constituido por uma
unica célula e outro bicelular constituido por duas células (Figura 11 —a e b).

O anteridio de tipo unicelular foi o mais frequente, aparecendo em 78 % dos
isolados aparecendo o tipo bicelular em 22 % dos isolados. Os isolados com anteridio
bicelular apresentavam também anteridios unicelulares.

Erwin & Ribeiro (1996) referem para a espécie P. cinnamomi, as dimensdes de
19 - 21 x 16 - 17 um para o comprimento e largura do anteridio, 21 - 58 pum de
diametro para o oogoénio ¢ 19 - 54 um para o diametro do oodsporo. Para a espécie
P. cambivora os mesmo autores referem 25 — 35 x 19 um para as dimensodes do

oogobnio, 23 — 62 um para o anteridio e 34 um para o didmetro dos 00sporos.
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Figura 11 — Formacgao dos o6sporos em Phytophthora cinnamomi — a) — Anteridios unicelulares, b) —

Anteridios bicelulares.

As dimensodes do oogénio e dos oosporos (Quadro 5) estdo situadas na gama de
variagdo das dimensoes destas estruturas para a espécie P. cinnamomi, apresentando o
anteridio dimensdes que variaram de 17,88 a 27,82 um em anteridios unicelulares e de
21,56 a 26,30 um nos anteridios bicelulares. O comprimento dos anteridios bicelulares
¢ em geral maior do que o dos anteridios unicelulares.

Na espécie P. cambivora os anteridios tém maior comprimento que os anteridios
de P. cinnamomi, situando-se a largura destas estruturas na mesma gama de valores
nas duas espécies. A dimensao dos oogonios situa-se no intervalo de variacao referida
por Erwin & Ribeiro (1996), apresentando os odsporos dimensdes ligeiramente
inferiores.

Este estudo evidenciou que todos os isolados sdo de compatibilidade sexual A2
uma vez que apenas se formaram estruturas de reproducdo sexuada em pareamentos
com P. cinnamomi (341.72) com tipo de compatibilidade sexual Al. Evidenciou ainda
que nenhum dos isolados ¢ auto-fértil uma vez que ndo se observaram estruturas
reprodutivas nos auto-pareamentos.

Os isolados 135, 101, 102 e 107, identificados posteriormente por métodos
moleculares como P. cambivora, ndo evidenciaram clamiddsporos quando auto-

pareados.
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Quadro 5 — Dimensoes das estruturas de reproducdo sexuada: anteridio, oogénio e 00sporos,
dos isolados de Phytophthora em estudo

Isolado Local Anteridio Qogonio QOdsporo
Tipo N° Comp + dp Larg £dp Didm=* dp (um) Diam+ dp (um)
Células (um) (um)

801 Rossas anfigineo le2 21.56+3.42 15.25£1.17 35.73£7.10 30.47£9.00
802 Rossas anfigineo le2 26.11+9.30 14.85+1.14 36.35+1.14 30.72+1.81
803 Rossas anfigineo 1 17.88+1.17 15.78+0.00 39.393+.28 33.66+3.42
804 Rossas anfigineo 1 22.61+4.77 17.35+1.44 36.76+3.22 32.55+5.39
806 Rossas anfigineo le2 26.30£1.85 17.35+1.44 40.47£3.04 36.20+2.86
807 Rossas anfigineo 1 20.51£3.42 15.25%1.17 38.89+5.71 36.29+6.80
808 Rossas anfigineo 1 21.56+3.42 15.25%1.17 38.36+3.01 38.36%3.01
809 Rossas anfigineo 1 22.09+3.98 17.3542.35 38.92+5.99 36.76+4.92
810 Rossas anfigineo 1 22.61+6.86 16.30£1.17 36.18+4.42 28.93+5.88
811 Sobreird anfigineo 1 21.50+2.92 16.38+2.29 36.86+1.40 32.77+2.14
812 Agrochio anfigineo 1 27.82+3.97 16.30£2.20 33.13£4.40 26.31+5.56
813 Agrochao anfigineo 1 20.51+3.42 17.88+1.17 36.17£1.10 30.50£3.52
814 Espinhoso anfigineo 1 22.50+2.80 14.85%1.14 32.26+3.88 27.65%3.34
816 Pinela anfigineo 1 19.98+4.77 17.88+1.17 33.6312.14 28.40+2.88
817 Pinela anfigineo 1 22.63%1.42 15.25+1.17 29.984+2.99 25.40£3.31
818 Pinela anfigineo le2 23.14+2.88 16.30+2.20 34.19+4.92 28.40+5.70
819 Penhas Juntas  anfigineo le2 22.61+2.99 15.78+1.85 31.56+3.22 27.35+2.99
820 Penhas Juntas  anfigineo 1 20.54+£1.19 15.78+0.00 34.13+2.55 28.40£2.20
821 Amarante anfigineo le2 24.76%2.35 16.83+1.44 33.63+2.14 28.95%3.11
822 Amarante anfigineo 1 23.1444.70 14.724£2.99 37.4246.11 29.97+2.98
823 Amarante anfigineo le2 21.56+2.88 17.36+2.35 37.87£2.99 30.50£5.45
824 Amarante anfigineo 1 19.9843.52 15.7842.63 32.61£3.98 28.93+1.85
825 Amarante anfigineo 1 25.24+7.10 15.2542.20 33.66x1.17 28.40+1.17
826 Amarante anfigineo 1 18.41+3.22 14.21+1.38 35.78+1.44 31.03£1.17
827 Amarante anfigineo 1 28.93+5.26 15.2542.20 36.29+2.88 29.98+2.99
828 Agrochao anfigineo 1 24.73+2.33 15.78+0.00 32.61+4.77 25.77£1.17
831 Penhas Juntas anfigineo 1 20.51£1.17 16.83+£2.35 29.45+3.42 24.7242.35
202 Bornes anfigineo le2 22.02+5.89 17.41+1.14 35.84+2.56 30.21+3.34
609 Bornes anfigineo 1 18.43+2.80 14.84+1.14 37.38+1.40 33.2840.00
610 Bornes anfigineo 1 23.67+1.86 18.41£1.86 36.82+6.16 34.53+5.22
704 Rossas anfigineo le2 24.19+2.20 15.78+0.00 37.28+2.21 33.10£2.95
709 Agrochio anfigineo 1 24.19+£2.20 17.35+1.44 38.30+2.42 36.20+2.86
112 Paredes anfigineo 1 19.46+2.99 14.79+1.35 34.68+3.88 29.93+4.41
115 Paredes anfigineo 1 20.51£3.42 15.24+£1.16 32.01+2.90 27.73£2.90
120 Paredes anfigineo 1 22.00£0.00 11.00£0.00 31.08+4.96 _
122 Paredes anfigineo 1 24.7243.98 17.88+1.17 34.65+2.12 28.93£0.00
123 Paredes anfigineo 1 23.14+4.32 14.72+1.43 32.53+3.11 26.2243.65
124 Paredes anfigineo 1 24.7242.35 16.3+1.17 33.2843.08 27.2743.49
125 Paredes anfigineo 1 23.67+3.22 15.78+0.00 33.13£3.98 28.93+3.22
128 Paredes anfigineo 1 21.56+3.90 15.24+1.70 33.66+4.32 28.40£3.40
129 Paredes anfigineo 1 23.14+2.88 16.294+2.19 34.71+4.32 26.8243.40
130 Paredes anfigineo 1 17.76£6.07 11.10£0.00 35.5249.28 _
135 Paredes anfigineo le2 30.88+1.44 15.78+0.00 35.2442.35 30.50£2.35
101 Arufe (Rossas)  anfigineo 1 25.77£2.35 17.35+1.44 33.10+2.29 26.87+2.81
102 Arufe (Rossas)  anfigineo le2 27.3542.35 22.09+5.84 34.65+5.84 28.931£2.63
105 Rossas anfigineo 1 19.97+4.21 13.82+1.40 41.47+3.34 35.33+4.92
106 Rossas anfigineo 1 21.50+2.92 16.90+1.40 38.91+£1.14 33.79£1.14
107 Rossas anfigineo 1 24.19+2.20 17.35£1.44 35.15£2.27 30.50+1.44
108 Rossas anfigineo 1 16.90£2.92 13.31£1.14 35.84+1.81 30.21+2.80
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Os clamiddsporos estdo presentes quando estes isolados foram pareados com
P. cinnamomi — 342.72, tendo-se formado oosporos, semelhantes aos dos demais
isolados, quando pareados com P. cinnamomi — 341.72.

Os anteridios de tipo anfigineo estavam presentes em todos os pareamentos que
deram origem a formagdao de estruturas de origem sexuada e os o0ogdénios nao

apresentaram protuberancias na sua superficie.

4.3. Identificacdo das Espécies de Phytophthora por Métodos Moleculares

4.3.1. Identificacdo por PCR-RFLP da regido ITS — rDNA
4.3.1.1. Producao de Micélio e Extraccao do DNA Gen6émico

O crescimento dos isolados em C-PDA proporciona quantidades de micélio que
possibilitam a aplicacdo do protocolo de extrac¢do de DNA num periodo de tempo
reduzido (4 — 5 dias) obtendo-se por vezes quantidades de micélio que possibilita a
duplicacdo do protocolo. Este processo de produgdo de micélio simplifica ainda o
processo de extraccdo de DNA por ndo ser necessario todo o processamento inicial de
lavagens e liofilizagdo do micélio quando os isolados crescem em meios liquidos.

A metodologia de extraccdo de DNA proporciona na maioria das situagdes DNA
em quantidade e qualidade (Figura 12) que permite a sua utilizacdo nas técnicas
moleculares subsequentes sem necessidade de se proceder a concentragdo ou limpeza

de proteinas ou outras substancias inibidoras.

Figura 12 — DNA gendomico extraido de micélio de isolados de Phytophthora patogénicos em
castanheiro. Coluna 1 — Marcador DNA, Lambda DNA/Hind Il (Promega) Coluna (2-19) — isolados de
Phytophthora (811, 812, 816, 817, 818, 819, 820, 821, 822, 823, 824, 825, 826, 827, 828, 831, 709,

901,respectivamente). Gel de agarose a 0,8 %, coloragdo por Br Et ¢ visualizagdo por luz UV.
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4.3.1.2. Amplificacdo PCR da Regiio ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA

O protocolo de PCR, depois de optimizadas as condi¢des fisicas e quimicas e
com os primers especificos para as espécies da familia Pythiales e Penorosporales —
ITS6 (Cooke & Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990), proporcionou a
amplificacdo de uma banda unica com aproximadamente 900 pb (Figura 13) nas
espécies de Phytophthora.

Com a utilizagdo dos primers anteriormente referidos ndo se obteve nenhum
fragmento de amplificagdio com a utilizagdo de DNA genomico de Cryphonectria
parasitica fungo ascomiceta da familia Valsacea associado com a doenga do cancro do
castanheiro e DNA genomico de Castanea sativa.

Em alguns isolados de Phytophthora a reac¢do PCR funcionou de forma
irregular ndo amplificando, por vezes, nenhum fragmento de DNA, situacdo que se
associou a presenca de elevadas quantidades de RNA no DNA ou a degradagao
extemporanea do DNA. Nestas circunstancias optou-se pela repeti¢ao do protocolo de

extrac¢cdo de DNA a partir de produgdo de novo micélio.

1000 pb

Figura 13 — Fragmento de ampliagdo PCR com a utilizagdo de DNA genomico de isolados de
Phytophthora, patogénicos em castanheiro com os primers [TS6 (Cooke & Duncan, 1997), ITS4 (White
et al., 1990). Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp DNA Ladder, Promega); Coluna (2-20) — Isolados
de Phytophthora (202, 210, 609, 610, 704, 705, 709, 11B, 811, 812, 813, 814, 816, 817, 818, 819, 820,
828, 831, respectivamente). A coluna 12 correspondente ao isolado 813 apresenta anomalias, a

dimensdo do fragmento de amplificagdo PCR foi confirmado noutras separagdes electroforéticas.

77



4.3.1.3. Polimorfismo RFLP da Regido Genémica — ITS1, 5.8S e ITS2

O polimorfismo do produto PCR da regido do genoma — ITS1, 5.8S e ITS2, foi
evidenciado pela digestdo enzimdtica do fragmento amplificado por PCR pelas
enzimas de restricdo Msp I, Alu 1 e Tag 1 (Figura 14, a e b e Figura 15) em alguns
isolados € Msp I, Alu I (Figura 16 e 17) em todos os isolados de Phytophthora em
estudo.

Al

D —— - a

500 pb

M2
M1 i M1

- —— - b

- - - D S e e —

- :'g-—v e —
L -

Figura 14 a, b — Padrdo de restri¢do do fragmento de DNA amplificado pelos primers ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) com a enzima Alu I (a) e Msp I (b) em 19 isolados de
Phytophthora, patogénicos em castanheiro. Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp DNA Ladder,
Promega); Coluna (2-20) — Isolados de Phytophthora (112, 115, 120, 122, 123, 124, 125, 128, 129, 130,
135, 101, 102, 104, 105, 106, 107, 108, 2965). A identificacdo das colunas é igual na parte a e b da
figura. Os fragmentos foram separados por electroforese em gel de 2,5 % de NuSieve g € coloragdo com

BrEt.

A enzima de restricdo A/u I (Figura 14, a) evidenciou dois padrdes de corte

distintos que se designaram Al e A2 indicando os valores que se seguem a dimensdo
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aproximada dos fragmentos de DNA expressa em pares de bases (pb) por comparagao
com o marcador molecular (100 bp DNA Ladder, Promega):

Al -540, 210, 180

A2 -750, 190

Do conjunto dos isolados em estudo quatro deles evidenciaram o padrdo A2 e os
restantes o padrao Al.

Com a enzima de restricdo Msp I (Figura 14, b) obtiveram-se trés padrdes de
corte distintos que designamos, M1, M2 e M3, com dimensdes, estimadas em pb por
comparacao com o marcador molecular (100 bp DNA Ladder, Promega) que a seguir

se indicam:

M1 - 400; 220; 160, 140
M2 - 400; 390; 220; 160; (140)
M3 - 400; 290; 220; 160; 140

O padrao de corte M1 ¢ o mais frequente aparecendo em 33 isolados, o padrao
M2 ¢ evidenciado por 12 isolados € o padrao M3 estad presente em 4 isolados. No
padrdo de restricdo M2 o fragmento de 140 pb ndo ¢ evidente em nove dos isolados e
aparece com menor intensidade em 3 isolados.

A enzima de restricdo Tagq I proporcionou dois padroes de corte distintos (Figura
15), T1 e T2 com bandas de dimensdes estimadas por compara¢do com um marcador

molecular de 25 bp DNA Step Ladder (Promega) de:

T1 - 190, 180, 150, 125, 120, 90, 59
T2 - 195, 150, 125, 120, 90

A enzima Tagq 1 que corta o DNA na sequencia de bases T'CG_A, origina
fragmentos de DNA de pequena dimensdo sendo necessario geis de elevada
concentracdo de agarose para que seja possivel visualizar o maior numero de
fragmentos.

Com a enzima Tagq I ndo se testaram todos os isolados uma vez que os padrdes de
corte obtidos com as enzimas Alu I e Msp I permitem, na maioria das situagdes, a

identificacao dos isolados de Phytophthora (Cooke et al., 1999).
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Figura 15 — Padrdo de restrigdo do fragmento de DNA amplificado pelos primers ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White ef al., 1990) com a enzima Taq I em 19 isolados de Phytophthora,
patogénicos em castanheiro. Coluna 1 — Marcador molecular (25 bp DNA Step Ladder, Promega);
Coluna (2-20) — Isolados de Phytophthora (112, 115, 120, 122, 123, 124, 125, 128, 129, 130, 135, 101,
102, 103, 104, 105, 107, 108, 2965). Os fragmentos foram separados por electroforese em gel de 3,5 %

de NuSieve g e coloragdo por Br Et.

Al Al

Figura 16 — Padrdo de restrigdo do fragmento de DNA amplificado pelos primers ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) com a enzima Alu 1 em 19 isolados de Phytophthora,
patogénicos em castanheiro. Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp DNA Ladder, Promega);
Coluna (2-20) — Isolados de Phytophthora (202, 609, 210, 610, 704, 705, 709, 11B, 811, 812, 813, 814,
816, 817, 818, 819, 820, 828, 831). O padrio de restri¢do do isolado 705 foi confirmado posteriormente.

Os fragmentos foram separados por electroforese em gel de 2,5 % de NuSieve e coloragdo por Br Et.
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Figura 17 — Padrdo de restricdo do fragmento de DNA amplificado pelos primers ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) com a enzima Msp 1 (b) em 19 isolados de Phytophthora,
patogénicos em castanheiro. Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp DNA Ladder, Promega);
Coluna (2-20) — Isolados de Phytophthora (202, 210, 609, 610 704, 705, 709, 11B, 811, 812, 813, 814,
816, 817, 818, 819, 820, 828, 831). Os fragmentos foram separados por electroforese em gel de 2,5 %

de NuSieve g e coloragdo por Br Et.

No Quadro 6 estdao indicados os isolados de Phytophthora incluidos neste estudo

com padrao de restricio A1 M1 (T1); A1 M2 (T2) e A2 M3 T2.

Quadro 6 — Padroes de restricdo enzimatica obtidos com Alu I, Msp 1 e Tag 1 ou Alu 1, Msp 1
dos fragmentos de DNA amplificados por PCR pelos primers universais ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) nos isolados de Phytophthora incluidos neste
estudo.

Polimorfismos de corte com as Isolados de Phytophthora
enzimas de restricio Alu I, Msp 1 e
Taq 1

(801), (802), (803), (804), (806), (807), (808),

Al M1 (T1) (809), (810), (811), (814), (816), (817), (818),
(821), (822), (823), (824), (825), (826), (827),
609, 112, 115, 120, 123, 124, 125, 128, 129,
130, 105, 106, 108, (210)

(812), (813), (819), (820), (828), (831), (202),
(610), (704), (705), (709), 122, (30)

A1 M2 (T1)

A2 M3 T2 101, 102, 107, 135

(X) — Padrdo de restri¢do com a enzima 7aq I ndo determinado experimentalmente
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Para se completar o processo de identificacao das espécies de Phytophthora ¢é
necessario ainda comparar o padrdo de restrigdo enzimatica obtido nos isolados em
estudo com os padrdes de restricdo enzimatica das espécies referéncia de Phytophthora

disponibilizado pelo CABI Biosciense com acesso livre em (www.PhytID.org) na

pagina PhytID — Identification of Plant Pathogenic Phytophthora Species by ITS
Fingerprinting.

Os resultados obtidos na base de dados sdo expressos em percentagem de
similaridade com as espécies de referéncia em fun¢do do niimero de fragmentos em
comum tendo em consideragdo a utilizacdo das enzimas de restricdo referidas
anteriormente.

A percentagem de similaridade dos isolados com padrao de restricio A1 M1 T1;
Al M2 T1 e A2 M3 T2 com as espécies de referéncia da base de dados estdo

indicadas no Quadro 7.

Quadro 7 — Percentagem de similaridade dos isolados de Phytophthora com padriao de
restrigdo A1 M1 T1; A1 M2 T2 e A2 M3 T2 com as espécies de referéncia existentes na base
de dados.

Padrio de restrigcao Espécies referéncia  Similaridade Total de Total de

da base de dados (%) bandas em bandas na

comum espécie
referéncia

AIMI1IT1 P. cinnamomi 53 9 17

P. sojae 36 5 14

P. melonis 31 4 13

P. sinensis 31 4 13

P. cajani 31 4 13

P. vignae 31 4 13
A1 M2T1 P. cinnamomi 53 9 17

P. sojae 36 5 14

P. mirabilis 33 4 12

P. vignae 31 4 13

P. melonis 31 4 13
A2 M3 T2 P. cambivora 50 8 16

P.  fragariae var. 50 7 14

fragariae

P. cambivora “rare 50 7 14

pattern”

P. fragariae var. rubi 43 6 14

P. sojae 43 6 14

P .cinnamomi 29 5 17
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A bibliografia associada a cada uma das espécies permite ponderar a
identificacdo dos isolados em estudo. Na nossa situagdo a identificacdo da espécie ndo
apresenta dificuldades nos isolados com padrdo de restricdio A1 M1 T1 e A1 M2 T1,
uma vez que P. sojae, com 36 % de similaridade com os isolados em estudo, apenas ¢
parasita em soja (Glycine max).

Os isolados com padrio de restricdio A2 M3 T2, com percentagem de
similaridade de 50 % com P. cambivora e de igual valor com P. fragariae var.
fragariae também nao apresentam dificuldades na identificagdo da espécie em causa
uma vez que esta ultima espécie apenas ¢ patogénica em morangueiro.

Com a utilizagdo da base de dados e com base na patogenicidade em castanheiro,
os isolados com o padrao de corte A1 M1 T1 e, A1 M2 T1 foram identificados como
P. cinnamomi e os isolados com perfil de corte A2 M3 T2 foram identificados como
P. cambivora.

Com a utilizagdo da base de dados disponivel no CABI e considerando apenas os
fragmentos de restri¢do obtidos com as enzimas A/u I e Msp I que, Cooke et al. (1999)
consideram ser suficientes para a identificacdo das espécies na maioria das situagoes,
obteve-se com o padrdo de restricio A2 M3 uma percentagem de similaridade de
apenas 44% com P. cambivora mas que aparece na primeira posicdo da lista das

espécies, conforme o indicado no Quadro 8.

Quadro 8 — Percentagem de similaridade dos isolados de Phytophthora com padrio de
restrigdo A2 M3 com as espécies referéncia existentes na base de dados

Padrio de restricio Espécies de Similaridade Total de Total de
enzimitica com as referéncia da base % bandas em bandas na
enzimas Alu I, Msp 1 e de dados (%) comum espécie de
Taq 1 referéncia
A2 M3 P. cambivora 44 7 16

P. fragariae var. 43 6 14

fragariae

P. sojae 43 6 14

P. cambivora “rare 43 6 14

pattern”

Com o padrao de restricdo A1 M1 obtém-se valores de similaridade de 35 % com

P. cinnamomi aparecendo no entanto na oitava posi¢ao da lista de similaridade. O
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padrdo de restricdo A1 M2 evidencia 24 % de similaridade com P. cinnamomi e na
sétima posic¢ao da lista de similaridade conforme pode ser constatado no Quadro 9.
Apesar dos resultados obtidos na base de dados quando se utilizaram os perfis de
restricdo enzimatica da enzima Alu I e Msp 1, os isolados com perfil A1 M1 e A1 M2
foram identificados como P. cinnamomi tendo em consideracdo a uniformidade dos
padrdes de restricdo o reduzido numero de fragmentos de restri¢do utilizados pela base
de dados para a determinagdo da similaridade assim como as caracteristicas bioldgicas

e de patogénese dos isolados em estudo.

Quadro 9 — Percentagem de similaridade dos isolados de Phytophthora em estudo com padrao
de restricdo A1 M1 e A1 M2 com as espécies de referéncia existentes na base de dados.

Padrio de Espécies de Similarida Padrio de Espécies de Similaridade
restricao referéncia da base de restricao referéncia da base %)
enzimatica Alu de dados %) enzimatica de dados
L Msp 1 ° Alul, Msp 1
P. sp. (aspargus 38 P. sp. (aspargus 31
megasperma
type) megasperma type
P. iranica 36 P. tentaculata 27
P. tentaculata 36 P. iranica 27
Al, M1 P. fragariae var. 36 Al, M2 P. phaseoli 25
rubi
P. sojae 36 P.mirabilis 25
P. fragariae var. 36 P. fragariae var. 24
fragariae rubi
P. 36 P. cinnamomi 24
multivesiculata
P. cinnamomi 35 -

Os isolados de P. cinnamomi com o padrdo de restricdo enzimatica M1 foram
detectados em maior niimero e constituem 74 % dos isolados em estudo tendo sido
isolados em todos os locais com excepcdao de Agrochdo e Penhas Juntas onde apenas
se detectaram isolados com padrao de restricio M2. O padrao de restricio M2 presente
em menor nimero de isolados (26 %) tem no entanto uma distribui¢do muito alargada
na regido em estudo.

O facto de se obter o mesmo padrdo de restricdo enzimatica depois de varias
repeticdes da reaccdo e mesmo com ligeiras alteragcdes no protocolo, associado ainda a
presenca deste padrao no isolado UTAD 80 — IMI 335492, organismo de referéncia

para a espécie P. cinnamomi em ensaios de inoculagdo e infeccdo, por nos realizados, e
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ainda a manutengdo do padrao de corte com a enzima Msp I nos re-isolados deste
parasita num ensaio em que foi inoculado o isolado 80 (resultados nao apresentados)
levou-nos a que se estudasse, por sequenciacdo dos nucleotidos, esta regido do genoma

nos isolados com padrdes de restricao Msp I de tipo M1 e M2.

4.3.2. Identificacao das Espécies de Phytophthora por Comparacio da Sequéncia
dos Nucledtidos da Regidao ITS1, 5.8S e ITS2

4.3.2.1. Sequenciacio dos Fragmentos do DNA Correspondentes a Regiio ITS1, 5.8S e
ITS2

A sequenciacdo do fragmento amplificado por PCR correspondente a regido
gendmica ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA foi realizada em quatro isolados com padrdo de
restricdo A1, M1 (609, 814, 817, 822), trés isolados com padrao de restricio A1, M2,
(80, 819, 831), num isolado de P. cinnamomi obtido em nogueira (210) e no isolado
identificado como P. cambivora (101) obtido num castanheiro com oito anos de
plantagdo.

O cromatograma da sequéncia de bases obtido directamente do sequenciador
automatico da Universidade de Salamanca foi visualmente analisado e determinada no
programa Bio Edit a sequéncia final das bases do fragmento em analise.

A sequéncia “concensus” de cada um dos isolados e a similaridade (ClustalW)
entre os isolados de P. cinnamomi — 210, 609, 80, 809, 814, 817, 819, 822, 831 esta

apresentada na Figura 18.

210 CCACACCTAARAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
609 CCACACCTAARAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
80 CCACACCTAARAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
809 CCACACCTAARAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
814 CCACACCTAARAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
817 CCACACCTAARAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
819 CCACACCTAARAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
822 CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
831 CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTTGGGGGCCTGCTCT 60
hhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkkkkkx
210 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
609 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
80 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
809 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
814 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
817 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
819 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
822 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120
831 GGGCGGCGGCTGTCGATGTCARAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCGGGCCCTATCACTG 120

B R R R s
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609
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809
814
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831

GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180
GCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCTAGTAGCCTCTCTTTTAAACCCATTC 180

hkkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkkkkk k& k&

TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGC
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG S

TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTC 240
TGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAG 'TTC 240

R e

ATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
ATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
ACATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
ACATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
TACATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
ACATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
CATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
ACATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420
ACATCAAACTTGGCTCTCTTCCTTCCGTGT 420

Kk ckkkkk Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Kk kkkk*k

AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480
AGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGTCTTCGGACTGGCTGT 480

R R R

GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAARAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAARAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540
GAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGCTGG 540

R R

TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TGTGEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGACCGGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 600
TG-GEAGGCTGCCTGTATGGCCAGTCGGUGAT-GGITTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGG 598

I R P Kok kA kKA KA KA KA KA KA KA KA KA KA

L W W B B e B B B |
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210 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

609 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

80 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

809 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

814 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

817 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

819 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

822 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 660

831 AGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAAAGCGCTTATTGGATGTTC 658
hhkkhkkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkhkkhkhkkhkhxkhkk

210 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

609 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

80 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

809 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

814 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

817 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

819 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

822 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 720

831 TTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAGGCTTGGCGTTTGAACC 718
ok K ok kK ok K ok K ok ok K ok ok K ok K ok ok K ok ok K ok kK ok K ok kK ok ok K ok kK ok K ok ok K ok kK ok ok Kk kK ok ok Kk ok K kK

210 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

609 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

80 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

809 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

814 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

817 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

819 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

822 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 780

831 GGCGGTGTTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGA 778
hhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkdhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkhkhkhkhkkhkhxkhkk

210 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

609 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

80 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

809 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

814 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

817 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

819 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

822 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 827

831 ACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTTGTGTGCTTGTGGTGGCATCTCAA 825

KKK KKK KKK KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA Kk Kk Kk kK

Figura 18 — Sequéncia de nucleotidos da regido genomica ITS1, 5.8S e ITS2 amplificada por PCR com
os primers ITS6 (Cooke & Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) em 9 isolados de P.
cinnamomi e similaridade ClustalW entre os isolados. A existéncia de « assinala homologia na sequéncia
dos nucledtidos. (Nucledtidos: 1.. 232 - “internal transcribed spacer 17 (ITS1); 233.. 391 - gene 5.8S
rRNA; 392.. 827 — “internal transcribed spacer 2” (ITS2).

A sequéncia de bases ¢ igual em todos os isolados de P. cinnamomi, com
excepcao do isolado 831. A sequéncia deste isolado tem 825 pb, menos dois
nucledtidos que as sequéncias dos restantes isolados tendo o programa ClustalW
introduzido duas delegdes na regido do ITS2, uma na posigdo 543, correspondente a
uma tiamina e outra na posi¢do 571 correspondente a uma base citosina tendo ocorrido
na posi¢ao 570 uma transi¢ao, C-T (assinaladas na Figura 18 por rectangulos azuis). A
sequéncia de bases nesta regido ¢ no isolado 831 “TGG” e ndao “CCGG” como a
existente em todos os outros isolados. Esta tultima sequéncia de nucleotidos,

corresponde a um local de corte da enzima Msp I, que deixou, portanto, de existir no
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isolado 831 e determina o aparecimento nos geis de um padrao de restri¢do diferente
com esta endonuclease.

O programa BioEdit permite obter o padrio de restricdo enzimdtica nos
fragmentos de sequéncia conhecido com um largo conjunto de enzimas de restri¢ao.
No Quadro 10 indicam-se os locais de restricao com as enzimas Alu I, Msp 1 e Tag 1 na
sequéncia de bases correspondentes a regido genémica ITS1, 5.8S e ITS2 dos isolados

de Phytophthora em estudo e a dimensao correspondente dos fragmentos de DNA.

Quadro 10 — Fragmentos de restricdo enzimatica (4/u I, Msp 1, Tag I) na regido sequenciada
ITS1, 5.8S ¢ ITS2 dos isolados de P. cinnamomi (BioEdit)

Padrio de restricdo . ~ .~ . ~
§ Dimensdo da  Posicio de corte com a Dimensao em pb dos

fl‘;f)'l‘:d’:)ma o TegidoITS1,  enzima Alul,Mspl,Tagl fragmentos de DNA
5.8S e ITS2 (nos géis)
Phytophthora) (pb)
p
M1 827 Alu1— 154, 696 LS4 542 =136
(80, 210, 609, 814,
817.822) 827 Msp 1-353, 574, 720 >353, 221, 146, >112
2 Tag 1 - 74, 86, 267, 326, -
520, 610, 760, 767 90, 150, 7, >65
(80, 819)
M2 (831) 825 e TS
Msp1-353,720 >353,367, >110
Tag 1 - 74, 86, 267, 326, 74, 12, 181, 59, 194,
520, 610, 760, 767 90, 150, 7, >63

> Fragmentos que aparecerdo nos géis com dimensdes superiores ao indicado por se situarem na
extremidade 3’ da regido 18 S ou extremidade 5 do 28 S que foram igualmente amplificados na reacgéo

PCR e nio incluidos na analise de restri¢ao enzimatica do fragmento ITS1, 5.8S e ITS2.

Alguns isolados de P. cinnamomi com padrao de restricio M2 evidenciaram
igual sequéncia de bases que os isolados M1 e apenas o isolado 831 (M2) evidenciou
um perfil de corte diferente com a enzima Msp 1.

Este padrao ndo ¢ exclusivo dos isolados por nds obtidos em castanheiro uma vez
que também o isolado de P. cinnamomi CBS — 270.55 obtido de Chamaecyparis
lawsoniana evidenciou o padrdao M2 de restri¢do enzimdtica com Msp I (resultado ndo

apresentado).
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A comparagao das sequéncias pelo programa FASTA (Pearson & Lipman, 1988)
que permite determinar a homologia com sequéncias ja existentes nas bases de dados
(EMBL) evidenciou homologia de 100 % com P. cinnamomi em mais de 30
sequéncias depositadas na base de dados ¢ homologia muito elevada da ordem dos
99,6 % quando se realizou o FASTA da sequéncia de bases da regido ITS1,5.8S e
ITS2 do isolado 831. No Quadro 11 estdo indicados alguns dos nimeros de acesso
dessas sequéncias. De referir que nenhuma sequéncia da base de dados com homologia
com P. cinnamomi (831) evidencia as alteracdes encontradas na sequéncia de bases
deste isolado.

A sequéncia do isolado de P. cinnamomi obtido em nogueira (210) evidenciou
homologia completa desta regido com os isolados desta espécie quando obtido em

castanheiro como pode ser constatado na Figura 18.

Quadro 11 — Homologia da regido amplificada por PCR com os primers ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) dos isolados de P. cinnamomi 822 e 831 pelo
programa FASTA

Sequéncia de nucleétidos  Espécie Numero de acesso Similaridade (%)
P. cinnamomi AY 302152.1 100
ITS1, 5.8S e ITS2 AY 302153.1
AY 302143.1
Isolado 822 AY 302142.1
AY 302147.1
P. cinnamomi AY 302152.1 99.644
ITS1, 5.8S e ITS2 AY302153.1
AY 302143.1
Isolado 831 AY 302142.1
AY 302147.1

A sequéncia de nucleotidos da regido ITS1, 5.8S e ITS2 do isolado 101 indicado
na Figura 19, identificado pelo método ITS — RFLP como P. cambivora evidenciou
homologia muito elevada com as sequéncias da regido ITS1, 5.8S e ITS2 de

P. cambivora existentes na base de dados EMBL (Quadro 12).
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Quadro 12 — Homologia da regido amplificada por PCR com os primers ITS6 (Cooke &
Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) do isolado de P cambivora 101, pelo programa
FASTA.

Sequéncia de nucleétidos Espécie Numero de acesso  Similaridade (%)

P. cambivora AJ344547.1 99.760

P. cambivora AJ344548.1 99.760
TT51,5.55 e 1152 P. cambivora AF139369.1 99.519
Isolado 101 (AJ 438991) P. cambivora AF266763.1 99.519

P. fragariae AF139370.1 99.159

P. fragariae AF266762.1 99.159

P. cambivora AJ007040.1 98.936

O alinhamento das sequéncias da regido do ITS1, 5.8S e ITS2 de P. cinnamomi
(822) e P. cambivora (101 = AJ438991) foi obtido no programa ClustalW e esta

apresentado na Figura 19.

822 mmmmmmm—m———— CCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCAATTAGTT 47
AJ438991 CGGTTCCAAATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCA

R R R R R R R S S I I I I R E E E h I E Ik 3 b i

822 GGGGGCCTGCTCTGGCCGECGGCTGTCGATGTCAAAGTCGACGGCTGCTGCTGCGTGGCG 107
AJ438991 GGCGGCTGGCTGTCGATGTCAAAGTTGACGGCTGCTGCTGTGTGTCG 120
* % * KAKAA A A A A A A KA A AN KK A A A A A A A A Ak Ak kk Kk k%
DC4 DC9
822 GGCCCTATCACTGGCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGEAATICAGCIAGTAGCCTCN-— 165
AJ438991 GGCCCTATCA-TGGCGAGCGTTTGGGTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCCAGTAGCCCTTAT 179
KAKAAAAAAAK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A AR K Ak k kK *
822 CTTTTAAACCCATTCTGTAATACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAAC 225
AJ438991 TTTTTAAACCCATTCTTGAATACTGAATATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAAC 239
KKK KKK KKKk KKKk Kk R R I S S S I kb h S S E h E E Sk E E b Ik bk 3 I 3
822 TAGATAG 285
AJ438991 TAGATAG 299
* kK kK k Kk
822 345
AJ438991 358
822 CATCARACTTGGCT 405
AJ438991 CATCARACTTGGCT 418
R R R R R R R R R R
822 CTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGAGGTGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGCGGT 465
AJ438991 CTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGGGACGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGTGG- 477
KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A Ak * R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I R
822 CTTCGGACTGGC-TGTGAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGARA 524
AJ438991 CTTCGGGCTGCCCTGCGAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGARA 537
KAKAAAK Ahkk k hkhk Ak A A A A A A A A A Ak A Ak A Ak kA Ak hkdkkdkdkkkdkkhkhkdkkkkk ko k
822 AGCGTGACGTTGCTGGTTGTGGAGGCTG]" chCcCGGTTTGTCTG 584
AJ438991 AGCGTGACGTTGTTGGTTGTGGAGGCTG ACCGGTTTGTCTG 597
KA A A A A A KA A K Ak hhkkk ok ok k ok ki *kkk ok k ok kkkkk
DC5
822 CTGCGGCGTTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACARAG 644
AJ438991 CTGCGGCGTTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATG 657

Fhhkkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkkhkkhkx  *
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822 CGCTTATTGGATGTTCTTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCTAG 704

AJ438991 CGCTTATTGGACGTTCTTCCTGCTGTGGCGGTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCGAG 717
R R R R Ik kL I R R R R R R R R R R R R I E I R R R E R R I i I I S

822 GCTTGGCGTTTGAACCGGCGGTGTTG-TTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAG 763

AJ438991 GCTTGGCCTTTGAACCGGCGGTGTTGGTCGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAG 777
KAKAKAKAKAK AAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKN *k AR KA KA AR KA KA AR KRR KA AR AR ARk kkk kK

822 GG-TCGATCCATTTGGGAACTCTGTGTCTCTGCGGCGCACTT--GTGTGCTTGTGGTGGC 820

AJ438991 GGGTCGATCCATTTGGGAACT-TGTGTCTCTGCGGCGCGCTTCGGTGTGCTGCGGGTGGC 836
KK KKK KAAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKN A AR KA KRR K Kk Kk kkk * Kk kkkkk * Kk Kk k Kk Kk

822 ATCTCAA--------- 827

AJ438991 ATCTCAATTGCCCTTG 852

* kK Kk Kk Kk

Figura 19 — Similaridade (ClustalW) da regido ITS1, 5.8S e ITS2 amplificada pelos primers ITS6
(Cooke & Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) das espécies P. cinnamomi (822) e P. cambivora
(101= AJ438991). A inexisténcia de * assinala as diferengas na sequéncia de nucle6tidos. Nucleotidos a
azul correspondem a sequéncia de nucleotidos do gene 5.8S rRNA. Estdo ainda assinalados os primers

DCS5 (SRCI) e DC4, DC9 (Cacciolla et al., 2001) a utilizar em “Nested” PCR.

O programa introduziu cinco dele¢des em P. cinnamomi € uma em P. cambivora
para alinhamento dos nucle6tidos da regido ITS1, 5.8S e ITS2 das duas espécies.

A regido ITS1 evidencia 21 diferengas, nove dessas diferengas situam-se entre a
posi¢do 52 e 67 o que confere a esta regido maior variabilidade, apresentando cinco
transi¢oes C-T, trés transversdes G-C e uma T-A. As restantes 12 diferencas
encontram-se dispersas ao longo desta regido genémica.

A regido codificante 5.8S ndo apresentam alteracdes sendo perfeitamente
homologas nas duas espécies.

A regido ITS2 apresenta 25 diferencas dispersas por toda a regido com seis
transi¢oes C-T e cinco G-A trés transversdes G-C e trés T-G.

Na Figura 19 foram assinalados os primers DC5 (SRCI), DC4 ¢ DC9 de
Cacciolla et al. (2001) que serao utilizados em “Nested PCR” neste trabalho.

A sequéncia de bases da regido genémica amplificada por PCR com os primers
ITS6 (Cooke & Duncan, 1997) e ITS4 (White et al., 1990) correspondente a regido
ITS1, 5.8S e ITS2 dos isolados de P. cinnamomi, 817, isolada de castanheiro e do
isolado 210 obtido em nogueira e ainda o isolado 101 obtido de castanheiro mas da
espécie P. cambivora foram depositados na base de dados EMBL tendo-lhe sido
atribuido o niimero de acesso AJ421265, AJ457835, AJ 438991 respectivamente.

No Quadro 13 esta assinalada a identificacdo ao nivel da espécie dos diferentes
isolados de Phytophthora obtidos em castanheiro assim como o tipo de restri¢ao

enzimatica obtido com a enzima Msp I (M1, M2) nos isolados de P. cinnamomi.
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Quadro 13 — Identificacdo dos Isolados de Phytophthora obtidos em castanheiro (Castanea
sativa) ao nivel de espécie e padrao de restrigdo da enzima Msp | em P. cinnamoni.

Isolado Local Concelho Técnica de Espécie de Padrao de
isolamento Phytophthora  restricao Msp 1
M1, M2)
801  Rossas Braganga Planta Armadilha P. cinnamomi M1
802  Rossas Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
803  Rossas Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
804  Rossas Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
806  Rossas Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
807  Rossas Braganca Planta Armadilha  P. cinnamomi M1
808  Rossas Braganca Planta Armadilha  P. cinnamomi M1
809  Rossas Braganga Planta Armadilha P. cinnamomi M1
810  Rossas Braganga Planta Armadilha P. cinnamomi M1
811  Sobreir6 Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M1
812  Agrochdo Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
813  Agrochdo Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
814  Espinhoso Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M1
816  Pinela Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
817  Pinela Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
818  Pinela Braganca Planta Armadilha P. cinnamomi M1
819  Penhas Juntas Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
820  Penhas Juntas Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
821  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
822  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
823  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
824  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
825  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
826  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
827  Amarante Amarante Diagnostico P. cinnamomi M1
828  Agrochao Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
831  Penhas Juntas Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
202  Bornes M. Cavaleiros  Diagnostico P. cinnamomi M2
609  Bornes M. Cavaleiros ~ Diagnostico P. cinnamomi M1
610  Bornes M. Cavaleiros  Diagnostico P. cinnamomi M2
704  Rossas Braganga Planta Armadilha P. cinnamomi M2
709  Agrochdo Vinhais Planta Armadilha P. cinnamomi M2
112 Paredes Braganca Diagnostico P. cinnamomi M1
115  Paredes Braganga Diagnostico P. cinnamomi M1
120  Paredes Braganga Diagnostico P. cinnamomi M1
122 Paredes Braganga Tecido Armadilha P. cinnamomi M2
123 Paredes Braganca Tecido Armadilha P. cinnamomi M1
124  Paredes Braganca Tecido Armadilha P. cinnamomi M1
125  Paredes Braganca Tecido Armadilha P. cinnamomi M1
128  Paredes Braganca Tecido Armadilha P. cinnamomi M1
129  Paredes Braganca Tecido Armadilha P. cinnamomi M1
130  Paredes Braganca Tecido Armadilha P. cinnamomi M1
135  Paredes Braganca Tecido Armadilha P.cambivora
101  Arufe Braganca Diagndstico P.cambivora
102  Arufe Braganga Diagnostico P.cambivora
105  Rossas Braganga Diagnostico P. cinnamomi M1
106  Rossas Braganga Diagnostico P. cinnamomi M1
107  Rossas Braganga Diagnostico P.cambivora
108  Rossas Braganca Diagnostico P. cinnamomi M1
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4.4. Caracterizacio molecular por RAPD-PCR das espécies de

Phytophthora associadas com a doenca da tinta do castanheiro

4.4.1. Selec¢ao dos primers “10-mer”

Para seleccionar os primers que proporcionavam amplificagdes polimoérficas nas
diferentes espécies de Phytophthora e nos diferentes isolados de P. cinnamomi,
testaram-se 40 primers “10-mer”, 20 da série OPO e 20 da série OPU.

Depois de determinadas as condigdes quimicas e fisicas que permitiram a
amplificacdo de fragmentos RAPD seleccionaram-se por andlise visual os primers “10-
mer” que originavam amplificacdo no maior numero de espécies de Phytophthora e os
que indicavam polimorfismo nos isolados referéncia de P. cinnamomi. Numa segunda
fase avaliaram-se com estes primers a diversidade genotipica dos isolados de
Phytophthora isolados de castanheiro.

Com esta metodologia seleccionaram-se 5 primers da série OPU (1, 3, 15, 16, e
18). Nesta série (OPU 01-20) 50% dos primers ndo amplificaram qualquer tipo de
produto, cinco evidenciaram polimorfismo e os restantes cinco proporcionaram
amplificacdes em apenas alguma das espécies de Phytophthora, razao pela qual nao
foram considerados adequados para os objectivos pretendidos.

Na série OPO (01-20), cinco primers ndao deram origem a produtos de
amplificacdo, nove originaram amplificacio em apenas algumas espécies e seis
primers OPO (10, 11, 12, 15, 19, 20) originaram polimorfismo nos isolados de
P. cinnamomi.

O primer OPO-08 ¢ OPO-09 evidenciaram um padrao de amplificacdo com um
fragmento Unico e com aproximadamente 700 pb em P. cinnamomi, ndo estando
presente em mais nenhuma das espécies de Phytophthora incluidas neste estudo. Estes
fragmentos de amplificacdo por serem caracteristicos de P. cinnamomi foram
considerados com potencial para o desenvolvimento de um marcador molecular
(SCAR) para deteccao e identificacdo de P. cinnamomi em tecidos vegetais e na agua
do solo que se concretizou em termos experimentais e sera apresentado mais adiante

neste trabalho.
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4.4.2. Analise do polimorfismo RAPD

4.4.2.1. Espécies de Phytophthora e culturas de referéncia de P cinnamomi

Nas espécies de Phytophthora de referéncia (Quadro 3) P. cactorum,
P. quercina, P. nicotianea, P. citricola, P. capsici, P. cryptogea, P. syringae,
P. cambivora e seis culturas de referéncia de P. cinnamomi (Quadro 3) avaliou-se o
polimorfismo RAPD com os primers anteriormente seleccionados a que se adicionou
nesta fase o critério da reprodutibilidade do padrao de amplificagao.

Com os primers da série OPU (1, 3, 15, e 18) e o primer 20 da série OPO

obtiveram-se 58 bandas com as caracteristicas indicadas no Quadro 14.

Quadro 14 — Fragmentos de amplificagdo obtidos com cada um dos primers “10-mer”
(Diferentes espécies de Phytophthora)

Primer “10-mer” Numero de Fragmentos de Variacio da dimensao dos
amplificacio fragmentos (pb)
OPO-20 (5’CCTCCAGTGT 3°) 10 818 —265
OPU-01 (5’ACGGACGTCA3’) 10 1239 - 276
OPU-03 (5’CTATGCCGAC3’) 12 1151 -211
OPU-15 (5’ ACGGGCCAGT3’) 13 832 -231
OPU-18 (5’GAGGTCCACA3Z’) 13 1167 - 335

Cada fragmento de amplificagdo foi considerado uma caracteristica diferente e
analisado como presente ou ausente no programa de analise de imagem Diversity
Database (Bio-Rad).

O padrao de amplificacdo obtido com o primer OPU-1 e OPU-18 em todos os
isolados em estudo esta apresentado na Figura 20, a e b.

O padrao de amplificagdo dos isolados de P. cinnamomi 626 (Al) e 629 (A2)
cordialmente cedidos pela Dra Werres do Federal Biological Research Center da
Alemanha, os isolados 101 e 102 de P. cambivora e 270 de P. cinnamomi ndo foram

considerados na andlise final por ndo terem sido considerados com o primer OPO-20.
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O isolado P. cinnamomi var. parvispora (coluna 6 dos géis) evidenciou um

padrdo de amplificagdo diferente dos isolados de P. cinnamomi com todos os primers

em estudo.
— a
500 pb
b
500 pb

Figura 20 a, b - Fragmentos de amplificagdo dos primers “10-mer”; a) OPU-1, b) OPU-18 obtidos no
DNA gendmico de diferentes isolados de P. cinnamomi (culturas referéncia) e de diferentes espécies de
Phytophthora. Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (2-10) — Isolados
referéncia de P. cinnamomi (690, 626, 822, 80, 411, 341, 342, 2965, 270); Coluna (11-20) — diferentes
espécies de Phytophthora, (P. cambivora (101, 102), 248, 304, 789, 535, 221, 521, 307, 2351). Igual

identificagdo das colunas na parte inferior da Figura 20 b.

O grau de similaridade entre os isolados foi determinado no programa ’Diversity
database” (Bio-Rad) pelo coeficiente de Dice e representado na forma de dendrograma
pelo método de Ward’s (Figura 21). A similaridade ¢ elevada entre os isolados de
P. cinnamomi (51 - 82%) com excep¢do de P. cinnamomi var. parvispora que
apresenta uma similaridade entre os 24,9 — 34,8 % com os outros isolados de

P. cinnamomi.
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A similaridade entre as diferentes espécies de Phytophthora variou de 3,6 a
35,6%.

A utilizacdo de outros métodos previstos no programa de andlise para o calculo
da similaridade, como o coeficiente de Jaccard, proporcionou dendrogramas
semelhantes ao obtido pelo método de Ward’s.

Os isolados de P. cinnamomi, com excepg¢ao de P. cinnamomi var. parvispora,
ficam agrupados num unico cluster reflectindo assim elevada similaridade entre os
diferentes isolados desta espécie.

Os valores de similaridade de P. cinnamomi var. parvispora com P. cinnamomi

(24,9 - 34,8 %) situam-se na gama de valores existente entre as espécies diferentes.

P.cinn o
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0.51 P.cinn 822
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P.cinn 342
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P.sgyrit 2351
“{ 0.18

P.cinn 441

0.00 P.nicc 535
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P.que 789
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Figura 21 — Dendograma Ward’s baseado no coeficiente de Dice resultante da analise numérica dos
fragmentos de amplificacdo dos primers OPO-20 e OPU-01; OPU-03; OPU-15, OPU-18 no DNA
gendémico de diferentes espécies de Phytophthora e diferentes isolados de P. cinnamomi (analise

conjunta).

4.4.2.2. Espécies de Phytophthora isoladas de castanheiro (Castanea sativa)

Para avaliar o polimorfismo nos perfis de amplificacdo nos isolados de
Phytophthora obtidos em castanheiro utilizaram-se os primers OPU-01, OPU-03,
OPU-15 e OPU-19 nos isolados obtidos em Paredes que incluia um isolado de

P. cambivora.
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Os perfis de amplificacdo evidenciaram grande uniformidade (Figura 22) com
um numero de fragmentos de amplificacdo que variaram de trés a oito por primer

conforme o indicado no Quadro 15.

500 pb

Figura 22 (a, b) — Fragmentos de amplifica¢@o por PCR com o primer OPU-19 (a) e OPU-1 (b) no DNA
gendmico de diferentes isolados de Phytophthora obtidos em castanheiro (Castanea sativa). Coluna 1 —
Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega) seguido sequencialmente dos seguintes isolados de
Phytophthora 112, 115, 120, 122, 123, 124, 125, 128, 129, 130, 135. Igual identificag@o das colunas na
parte (b) da figura.

Quadro 15 — Fragmentos de amplificacdo obtidos com cada um dos primers “10-mer” em
isolados de Phytophthora obtidos em castanheiro

Primer “10-mer” Numero de Fragmentos Variacio da dimensao dos
amplificados fragmentos (pb)
OPU-01 (5’ACGGACGTCA3’) 3 615-268
OPU-03 (5’CTATGCCGAC3’) 7 1377 -273
OPU-15 (5’ ACGGGCCAGT3’) 8 873 - 257
OPU-16 (5°CTGCGCTGGA3’) 7 789 — 489
OPU-19 (5’ GTCAGTGCGG3’) 3 718 — 327

A anélise conjunta dos resultados obtidos com os cinco primers “10-mer” pelo
coeficiente de Dice evidenciaram similaridade muito elevada (> 57%) entre os isolados
de P. cinnamomi obtidos em castanheiro como pode ser constatada na matriz de
similaridade obtido pelo coeficiente de Dice (Quadro 16).

O isolado 135, classificado como P. cambivora, apresenta similaridade reduzida

com os isolados da espécie P. cinnamomi.
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Quadro 16 — Coeficiente de similaridade (Dice) (%) entre os diferentes isolados de
Phytophthora obtidos em castanheiro (Paredes)

Isolados Similaridade (Dice) (%)
112 100.0
115 67.9 100.0
120 73.6 69.3 100.0
122 77.3 79.2 77.3 100.0
123 77.7 78.0 73.1 84.1 100.0
124 71.3 68.7 85.9 75.4 69.5 100.0
125 62.3 65.9 57.1 75.2 73.7 59.4 100.0
128 75.0 73.3 79.4 75.6 77.3 76.4 58.1 100.0
129 71.9 71.2 88.4 79.6 70.9 93.6 61.6 771 100.0
130 74.3 721 67.9 73.2 68.4 69.8 59.8 71.9 an 100.0
135 29.1 22.9 22.4 18.9 16.5 18.1 25.0 24.7 22.0 25.6  100.0

O dendograma proporcionado pelo método Ward’s separa os isolados em estudo

em dois “clurters” ou grupos, um constituido apenas pelo isolado de P. cambivora

(135) e outro com todos os isolados de P. cinnamomi (Figura 23).

Os isolados de P. cinnamomi obtidos de plantas de castanheiro com sintomas da

doenca da tinta ou do solo pelo método de tecido armadilha em Paredes ficaram

agrupados em dois grupos. No grupo RAPD 2-a ficam incluidos os isolados 120, 129
€124, no grupo RAPD 2-b os isolados 130, 128, 112, 125, 115, 123, 122.
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Figura 23 — Dendrograma Ward’s baseado no coeficiente de Dice resultante da analise numérica dos

fragmentos de amplificacdo dos primers OPU-01; OPU-03; OPU-15, OPU-16 e OPU-19 obtidos no

DNA genomico de diferentes isolados de Phytophthora obtidos de castanheiro (analise conjunta).
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Resultados semelhantes foram obtidos com a utilizagcdo de outros coeficientes do
programa Diversity database (Bio-Rad).

Os padrées de amplificagdo nos diferentes isolados de P. cinnamomi
evidenciaram com alguma surpresa uma uniformidade muito elevada e a variabilidade
entre os isolados foi associada, em quase todos os casos, a ndo amplificagdo de uma
determinada banda. De referir que com a aplicacdo desta técnica obtivemos padroes
distintos com a utilizacdo de DNA dos mesmos isolados estando a variagao associada a
ndo amplificacdo de bandas consideradas caracteristicas por estarem presentes em

amplificacdes anteriores como pode ser constatado na Figura 24.

. I- B e o A S =S . = - a
500 pb
—_—) b

500 pb

Figura 24 a, b— Fragmentos de amplificagio por PCR com o primer OPU-01 nos isolados de
Phytophthora patogénicos em castanheiros (Rossas) obtidos em experiéncias independentes com a
utilizagdo do mesmo DNA genémico. Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega);
Coluna (2-20) — Isolados de Phytophthora (801, 802, 803, 804, 805, 806, 807, 808, 809, 810, 105, 106,
108, 107,901, 101, 102, 103, 104). Igual identificagdo das colunas na parte inferior da Figura 24 (b).
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4.5. Sensibilidade dos Isolados de P. cinnamomi e P. cambivora ao metalaxil

“in vitro”

Do conjunto dos isolados indicados no Quadro 2, 37 % evidenciaram
crescimento a concentragio de 1 ug mL™ de metalaxil. Todos os isolados identificados
como P. cambivora cresceram a 1 pg mL"' de metalaxil enquanto na espécie
P. cinnamomi apenas 14 isolados (31 %) evidenciaram crescimento.

Para avaliar a capacidade de crescimento a concentragdes mais elevadas de
metalaxil os isolados que evidenciaram crescimento na primeira fase do teste foram
posteriormente avaliados em dois ensaios independentes na concentracdo de
1 pgmL", 10 pg mL™" ¢ 20 pg mL™'de metalaxil.

Dos 14 isolados de P. cinnamomi testados na segunda fase de avaliagdo
(Quadro 17) apenas 50 % cresceram a concentragio de 10 pg mL™ de metalaxil. Os
resultados do crescimento dos isolados a concentragio de 20 pg mL™' de metalaxil nio
sdo concordantes nos dois ensaios realizados. Nenhum dos isolados cresceu a
concentracio de 20 pg mL” no ensaio E1 enquanto no ensaio E2 quatro isolados
evidenciaram crescimento a esta concentracao.

Todos os isolados de P. cambivora (4 isolados) cresceram a concentragao de 10 e
20 pg mL"' de metalaxil com excepgdo do isolado 101 que ndo cresceu na
concentra¢do mais elevada nos dois ensaios realizados.

A sensibilidade dos isolados ao metalaxil ¢ diferente nas duas espécies de
Phytophthora associadas com a doenga da tinta do castanheiro. P. cinnamomi
apresenta maior sensibilidade ao metalaxil e também maior variabilidade de
crescimento nas diferentes concentragcdes: 69 % dos isolados ndo crescem a
concentragio de 1 pg mL"' de metalaxil enquanto 15 % dos isolados crescem a
10 pg mL™.

Os isolados de P. cambivora evidenciaram menor sensibilidade ao metalaxil e

uma maior uniformidade de crescimento nas diferentes concentragoes estudadas.
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Quadro 17 — Redugdo do crescimento (%) dos isolados de P. cinnamomi e P. cambivora a
diferentes concentragdes de metalaxil nos ensaios (E1) e (E2)

Concentracgao o Isolados de Phytophthora
de metalaxil | §

(ng mL™) 5 823 826 811 801 108 107 101 102 135 122 125
1 ugmL™’ El |74,2 68,6 20,9 658 64,0 29,5 51,4 *** 347 *x*x ckxx
10 pg mL™! 96,6 96,5 53,8 96,0 81,0 50,0 45,9 *¥* 50,0 cwkxxk Hkx
20 pg mL™! - ~ - - - - - WEE56() KEE ok
1 ug mL™ E2 0,5 753 ++ 724 56,0 70,5 ++ 282 29,6
10 pg mL™! _ _ 59,6 84,4 ++ 779 1222 67,1 ++ 84,9 50,0
20 pg mL™ 666 946 ++ 739 716 ++ 91,2 500

*** Infecgdo por bactérias
— Sem crescimento
++ Nao incluido

A sensibilidade dos isolados ao metalaxil pode ser avaliada pela determinacao do
valor do ECs.

No ensaio El todas as rectas foram definidas com os valores de reducao do
crescimento obtidos a 1 pg mL™” e a 10 pg mL™ de metalaxil, uma vez que nenhum
isolado de P. cinnamomi cresceu a 20 pg mL™" desta substincia activa. No ensaio E2
os valores de ECsy foram determinados com base no crescimento obtido nas trés
concentragoes estudadas.

No ensaio E2 ndo se determinou o valor do ECsy nas espécies de P. cambivora
por se ter obtido uma percentagem de inibicdo muito semelhante em todas as
concentragdes de metalaxil estudadas e nos isolados 101 e 102 obteve-se mesmo uma
menor reducdo do crescimento a maiores concentragdes de metalaxil o que retira
sentido bioldgico ao valor calculado nesta circunstincia, tendo ocorrido igual situagdo
no isolado 101 de P. cambivora no ensaio El.

Os valores de ECsy (Quadro 18) evidenciam uma diferenca acentuada na
sensibilidade ao metalaxil dos isolados de P. cinnamomi e P. cambivora necessitando
esta ultima espécie maiores concentragdes de metalaxil para se obter o mesmo nivel de
redu¢do do crescimento.

Em P. cinnamomi os valores calculados de ECsy apresentam, como era esperado,

grande variabilidade. Dos sete isolados com capacidade de crescimento a
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concentracdes de metalaxil superiores a 1 pg mL™', quatro dos isolados apresentam um
valor do ECs inferior a 1 pg mL"! e trés 1solados, cerca de 7 % dos isolados de
P. cinnamomi, apresentam valores superiores como pode ser constatado no Quadro 18.
O valor de ECsp no isolado 811 ¢ semelhante nos dois ensaios realizados e indica uma
menor sensibilidade ao metalaxil em cerca de 14 — 25 vezes em relacdo aos outros
isolados em andlise. O isolado 122 apresenta ainda valores superiores, o que ¢
indicativo da variabilidade intrinseca de P. cinnamomi em relagdo a este fungicida e
igualmente indicativo da possibilidade do aparecimento da resisténcia num curto

periodo de tempo, por efeito da pressao de selec¢do do metalaxil.

Quadro 18 — Parametros da recta ¢ valores do ECsy (ug mL™ dos diferentes isolados de
Phytophthora nos ensaios E1 e E2

Ensaio E1 Ensaio E2

feolado Parametros da recta | C%0 poolade Parametros da recta ECso

pg mL™! pg mL!
823 y=1,174 x + 5,658 0,275 823 +++ _
826 y =0,698 x +5,490 0,198 826 +++ _
811 y=0,958 x + 4,188 7,040 811 y=1,596 x + 3,479 8,960
801 y=1,342 x + 5,405 0,499 801 y=0,611x+5,629 0,093
108 y=0,521 x+ 5,359 0,204 108 L _
122 Tt ~ 122 y=1,513 x + 4,441 2,337
125 +++ _ 125 y=0,439 x + 4,485 14,801
101 y=-0.139x+5037 () 101 y=-1323 x+5,152 (+)
102 Hok _ 102 y=0,106 x + 5,497 (+)
107 y=0,534x + 4,466 10,00 107 y=0,070 x + 5,609 (+)
135 y=0,413 x + 4,601 9,220 135 o _

+++ Sem crescimento a 10 pg mL™'

*%% _ Infeccdo do isolado por bactérias

— - Nio incluido no ensaio
(+)— Valor de ECsynao calculado
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4.6. Marcador SCAR

4.6.1. Fragmento RAPD-PCR Caracteristico de P. cinnamomi, Clonagem no

p-GEMP®-T, Transformaciio e Multiplicaciio em E. coli

O desenvolvimento de um marcador SCAR baseado na caracterizagdo RAPD das
espécies de Phytophthora exige que se teste a reprodutibilidade dos fragmentos de
amplificacdo e se utilizem isolados de Phytophthora identificados de forma fiavel.

Os resultados de amplificagdo com primers “10-mer” indicaram os primers
OPO-08, e OPO-09 com perfis de amplificagdo que permitiriam o desenvolvimento do
marcador molecular. Os primers anteriormente referidos apresentaram em
P. cinnamomi uma banda tinica com aproximadamente 650 pb e diferente das outras
espécies de Phytophthora de referéncia em estudo.

O primer OPO-08 proporcionou perfis de amplificacdo estaveis e com
caracteristicas que se mantiveram quando se incluiu um maior nimero de espécies de

Phytophthora.

Figura 25 — Perfil de amplificag@o obtido com o primer “10-mer” OPO-08 em algumas espécies de
Phytophthora de referéncia. Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (2-13)
— P. cactorum, P. nicotianea, P. citricola, P. cryptogea, P. syringae, P. capsici, P. cinnamomi (341),
P. cinnamomi (342), P. cinnamomi (2965), P. cambivora (101), P. cinnamomi (80), P. cinnamomi

(822).

O fragmento considerado caracteristico de P cinnamomi, com aproximadamente
650 pb, foi purificado a partir de reac¢des de amplificagdo com o primer OPO-08 no

genoma dos isolados de P. cinnamomi referenciados como 822 e 120 e posteriormente
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clonado no vector p-GEM®™-T e multiplicado na estirpe DH5a de E. coli em meio LB
com ampicilina, IPTG e X-Gal conforme metodologia descrita em Material e Métodos.
Seleccionaram-se 11 colonias, de cor branca e verificou-se a presenca de
plasmidios recombinantes (Figura 26).
A presenca de plasmidios recombinantes com o fragmento pretendido foi
confirmada nas colonias identificadas como 822-1 e 120-5 e que se denominaram

pG822 e pG120.

Figura 26 — DNA plasmidico das colonias de E. coli (estirpe DH5a) com plasmidios recombinantes.
Coluna 1 — Marcador molecular (1Kb, Promega); Coluna 2 — pGEM®-T; Coluna (3-13) — DNA
plasmidico das colodnias identificadas como: 822 (1), 822 (2), 120 (3), 120 (4), 120 (5), 120 (6), 822 (7),
822 (8), 120 (9), 822 (10), 120 (12).

A presenga do inserto nos plasmidios recombinantes foi confirmada por digestiao

com as enzimas Apa | e Sal 1 (Figura 27).

Figura 27 — Digestao enzimatica com as enzimas Sa/ I e Apa I para confirmar a presenca do fragmento
de DNA pretendido. Coluna 1 — Marcador molecular (1Kb, Promega); Coluna 2 — pGEM-T; Coluna 3 —
pGEM"-T digerido; Coluna (4-11) — 120 (5) (Sal 1 + Apa 1); 120 (5) (Sal 1); 120 (5) (dpa I); 822 (1)
(Sal 1+ Apa 1); 822 (3), 822 (8), 822 (10); DNA plasmidico.

O plasmidio recombinante obtido na coldnia 120(5) que se denominou pG120
(Figura 28) depois de purificado e quantificado foi sequenciado nas duas direcgdes

(directa e reversa) no sequenciador automatico da Universidade de Salamanca.
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Figura 28 — Plasmidio recombinante pG120 resultante da clonagem do fragmento de DNA amplificado

mediante RAPD-PCR (OPO-08) em DNA genémico de P. cinnamomi (120).

4.6.2. Sequéncia e Analise do Fragmento (OP120)

A sequenciacdo evidenciou um fragmento com 663 bp com a sequéncia do
primer OPO-08 (CCTCCAGTGT) presente nas duas extremidades € que passamos a
designar por 0P120. Na Figura 29 estd indicada a sequéncia dos nucleétidos do
fragmento clonado, a sequéncia dos nucledtidos do primer “10-mer” (OPO-08) e os
primers desenhados no fragmento especificos para detec¢do e identificagdo de
P. cinnamomi que utilizaremos em PCR-Diagnostico (Cinl, Cin2 e Cin3).

A sequéncia dos nucledtidos do fragmento 0P120 foi analisado no programa
BioEdit quanto a composi¢do em acidos nucleicos e aminoacidos (fases de leitura
aberta - ORF) com mais de 50 coddes nas duas cadeias de DNA.

O fragmento OP120 com 663 pb tem uma composicao de nucledtidos de G+C de
42,53 % com percentagens de A — 30,62, C-22,78, G- 19,76 e T — 26,85 e uma ORF
com codao de iniciacdo ATG de 52 aminoacidos.

A sequéncia de 52 amonoécidos foi analisada no programa FASTA (Pearson &
Lipman, 1988) que permite determinar a homologia com proteinas ja existentes nas

bases de dados de proteinas.
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2 TGGATTA TCTAGATTTT ATGCAGCTCC AGCTGCATAA

GGAGGTCACA CAAGTCTAAT CTCAAAGACC TCAACCTAAT AGATCTAAAA TACGTCGAGG TCGACGTATT

Cin 3J

| |

e e e Y T

100 110 120 130 140
AATICT / AAAT AAATTACAGA TAAGGTACCG GCGGATAGTC CAATACTTAA
TTAGATCTAT TAGAATTTAT TAGACCTTTA TTTAATGTCT ATTCCATGGC CGCCTATCAG GTTATGAATT

O e e e e e Y
150 160 170 180 190 200 210
CTCCAGTTAA TGAGGGGTTA TCGTCCCTTC CACAGGGTCT CGGTCCCGGT CCTAAGAGGA TTTCCATGGA
GAGGTCAATT ACTCCCCAAT AGCAGGGAAG GTGTCCCAGA GCCAGGGCCA GGATTCTCCT AAAGGTACCT

e e e
220 230 240 250 260 270 280
GCGGAGGACC TGACGTGAAT ATCTCCCAAT CCGAAGCAGA TTCACATTAA CCCGAACTGG ATTCACATTA
CGCCTCCTGG ACTGCACTTA TAGAGGGTTA GGCTTCGTCT AAGTGTAATT GGGCTTGACC TAAGTGTAAT

e e e e
290 300 310 320 330 340 350
ACTCGGACAA GATTCACTAT AAGTCGGACG AGATTCACTA TAAGTCGGAC GAGGTTCACA TTAACTCGAA
TGAGCCTGTT CTAAGTGATA TTCAGCCTGC TCTAAGTGAT ATTCAGCCTG CTCCAAGTGT AATTGAGCTT

e e e
360 370 380 390 400 410 420
CAAAATTCAC ATTAACTCGA CGAAATTCAT ATTAACTAAG ACTAAAGCAA ACAAGCTACA CAGGAGAAGA
GTTTTAAGTG TAATTGAGCT GCTTTAAGTA TAATTGATTC TGATTTCGTT TGTTCGATGT GTCCTCTTCT

O e e e e L T
430 440 450 460 470 480 490
GACCTAATGC ATATCGTCGA GGATCTTTTT GTGTAGAAGC GCTCGAAAGT TTTCTGCCTT CGTTGTATTC
CTGGATTACG TATAGCAGCT CCTAGAAAAA CACATCTTCG CGAGCTTTCA AAAGACGGAA GCAACATAAG

O e e e e Y
500 510 520 530 540 550 560
AACCCACCAC GCGTTCATTT CTCGATCTCA TCAGTAATAG AAGTTGGCTC AAACCTCGAA ATCATGCTCG
TTGGGTGGTG CGCAAGTAAA GAGCTAGAGT AGTCATTATC TTCAACCGAG TTTGGAGCTT TAGTACGAGC

e e e e
570 580 590 600 610 620 630
CAATCACATC CATGTAGAAA AGCATGTATA TTCCGCAGTC CAAGCAATTC GACTGCTGAG GCTTCGTCTT
GTTAGTGTAG GTACATCTTT TCGTACATAT AAGGCGTCAG GTTCGTTAAG CTGACGACTC CGAAGCAGAA

e e e
640 650 660
ATACGCATAT GTACTCCATT CGAACACTGG AGG

A ATA He o

Cin1

Figura 29 — Sequéncia de nucleotidos (cadeia directa e reversa) do fragmento de DNA caracteristico de

P. cinnamomi (OP120) amplificado no isolado 120 por RAPD-PCR com o primer OPO-08. Os primers

Cinl, Cin2 e Cin3 desenhados na sequéncia serdo utilizados em PCR-Diagnostico. O primer “10-mer”

OPO-08 esta indicado na extremidade 5’ e 3° da sequéncia.

No Quadro 19 indica-se a homologia do fragmento com proteinas da base de

dados Swiss-Prot assim como o cddigo de acesso ¢ sua denominagao.
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Quadro 19 — Comparagdo do fragmento de DNA — OP120 com proteinas da base de dados
Swiss-Prot pelo algoritmo FASTA

Codigo de acesso  Denominacio N° de aminoacidos Homologia (%)
CYCG Diheme cytochrome 296 40,000
LQLB Outer-membrane lipoprotein 1 217 40,385
NANA N-acetylneuraminate lyase 292 44,118

O programa BioEdit identificou ainda outras sequéncias de aminoacidos, quando
nao se considera o codao de iniciacdo ATG, que analisadas no programa de
bioinformatica FASTA evidenciaram percentagens de homologia com proteinas da
base de dados Swiss-Prot inferiores as indicadas no Quadro anterior. Uma das
sequéncias identificadas pelo BioEdit sem coddo de iniciagio ATG com 110
amionodcidos evidenciou 30,8 % de homologia com “Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase”.

4.6.3. Hibridacao de Acidos Nucleicos (“Southern-blot”)

A hibridagdo DNA/DNA (“Southern-blot”) foi realizada para se avaliar a
especificidade desta regido gendmica em P. cinnamomi e avaliar a natureza Uinica ou
de multipla repeticdo no genoma.

A escolha da enzima de restri¢do para digestdo do DNA gendémico baseou-se no
estudo da restricdo enzimatica da sequéncia dos nucledtidos da sonda molecular
OP120 realizada no programa de bioinformatica BioEdit.

A restri¢do enzimatica da sequéncia de nucleotidos da sonda molecular OP120
permitiu a escolha da enzima de restricdo Rsa I que corta o fragmento na posi¢ao 116 e
638 dando origem a fragmentos de 116, 547 e 6 pb respectivamente. Os fragmentos de
menor dimensdo serdo menos adequados para a detec¢do do sinal de hibridacdo no

entanto o fragmento de 567 pb possibilitaria a deteccao do sinal de forma adequada.
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O DNA genomico de P. cambivora (102), P. cinnamomi (120 e 341.72),
P. cactorum P. quercina, P. nicotianea, P. citricola, P. capsici, P. cryptogea da
levedura R. mucilaginosa e castanheiro (Castanea sativa)) foi digerido com Rsa 1.

O DNA de cada um dos organismos foi inicialmente quantificado de forma a
utilizar-se 10 ug de DNA em cada uma das reacg¢des de restri¢ao.

A hibridagdo “Southern-blot” com o fragmento OP120 marcado com
digoxigenina (Figura 30) conforme descrito em (3.9.6.) deu origem a sinais de
hibridacdo em todas as espécies de Phytophthora na regido dos 3000 pb com excepcao

da espécie P. quercina.

Figura 30 — “Southern-blot” de DNA genomico digerido com Rsa I de diferentes espécies de
Phytophthora, Rhodoturula mucilaginosa e Castanea sativa, com a sonda molecular OP120 marcada
com digoxigenina. Coluna 1 — Marcador molecular; Coluna 2 — P. cambivora (102); Coluna 3 — P.
cinnamomi (120); Coluna 4 — P. cactorum; Coluna 5 — P. quercina; Coluna 6 — P. nicotianea; Coluna 7
— P. citricola; Coluna 8 — P. capsici; Coluna 9 — P. cryptogea; Coluna 10 — P. syringae; Coluna 11 — P.

cinnamomi (342); Coluna 12 — R. mucilaginosa; Coluna 13 — Castanea sativa.

Na espécie P. cinnamomi (120, 342) detectaram-se ainda sinais de hibridacao na
regido dos 550 pb e na regidao dos 900 pb.

Em R. mucilaginosa e C. sativa ndo se detectou nenhum sinal de hibridacao.
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4.7. Desenho de Primers Especificos para a Deteccio e Identificacio de

P. cinnamomi

Na sequéncia dos nucleotidos da sonda molecular OP120 desenharam-se trés
primers com 23 pb (Cinl, Cin2 e Cin3) tendo em considerag@o os principios referidos
em 3.10.. O primer designado Cinl foi desenhado na extremidade 3, o primer Cin3 na
extremidade 5’ e o primer Cin2 foi desenhado no interior da sequéncia de nucleétidos
com maior proximidade da extremidade 5°, como foi assinalado na Figura 29.

A sequéncia de nucledtidos, temperatura de emparelhamento (Tm) e
percentagem de nucledtidos (G+C) em cada um dos primer ¢ a que se indica no

Quadro 20.

Quadro 20 — Primer Cinl, Cin2 e Cin3 — sequéncia dos nucleétidos, temperatura de
emparelhamento e percentagem G+C

Primer Sequéncia de nucleotidos Temperatura de G+C
emparelhamento o
(T'm) /o
Cinl 5’TCG AAT GGA GTA CAT ATG CGT AT 3’ 57.1 39.1
Cin2 5’GTT CAG ATT AGA GTT TGT GGA GT 3’ 57.1 39.1
Cin3 5’CTA GAT AAT CTT AAA TAATCT GG 3’ 51.7 26.1

Os primers foram sintetizados na empresa de biotecnologia MWG — Biotech da
Alemanha e posteriormente utilizados em todas as reac¢des de amplificacdo para
determinar a selectividade, sensibilidade e reprodutibilidade do método baseado na
técnica PCR para a detecgdo e identificacao de P. cinnamomi em cultura pura tecidos

vegetais e agua do solo.
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4.8. PCR-Diagnostico de P. cinnamomi Baseada nos Primers Especificos
“Cin2/Cin1” e Cin3/Cinl”

4.8.1. Condicdoes Quimicas e Fisicas da PCR-Diagnostico (Culturas Puras de

Phytophthora)

As condigdes quimicas e fisicas da reaccdo PCR foram empiricamente
determinadas alterando-se apenas um parametro da reac¢do em cada experiéncia. Com
esta metodologia e utilizando DNA dos isolados de P.cinnamomi 341, 822 e 80 e o par
de primers Cin2/ Cin 1 e Cin3/ Cinl testou-se a concentragdo em MgCl,, ANTPs e dos
primers assim como o ciclo de temperaturas mais adequadas para amplificagdo com os
primers em estudo.

As condigdes quimicas com que se obtiveram resultados consistentes foram
iguais, nos dois pares de primers e nas concentracdes que a seguir se indicam: 100 mM
de cada dNTPs, 2 mM de MgCl,, buffer da enzima (buffer B) na concentragdo final de
1 x, BSA na concentracio final de 0,1 mg mL™, 0,5 uM de cada primer e uma unidade
de Tag DNA polimerase (Promega).

As condigdes fisicas que possibilitaram amplificacdo foram diferentes nos dois
pares de primers. O ciclo de amplificagdo com o par de primers Cin2/Cinl iniciou-se
com um periodo de desnaturacdo do DNA a 94 °C durante 60 segundos a que se
seguiram 35 ciclos de 94 °C — 30 segundos; 50 °C — 60 segundos; 72 °C — 30 segundos,
finalizando a reac¢do com um periodo de extensdo final de 5 minutos a 72 °C.

Com o par de primers Cin3/Cinl foi necessario modificar a temperatura de
emparelhamento o periodo de extensdo assim como o nimero de ciclos da reacgdo de
amplificagdo. O ciclo de amplificagcdo ficou assim determinado: 94 °C durante 60
segundos a que se seguiram 39 ciclos de 94 °C — 30 segundos; 48 °C — 40 segundos;
72 °C — 60 segundos, finalizando a reac¢do com um periodo de extensdo final de
5 minutos a 72 °C.

Depois de determinadas as condi¢des de amplificacdo testou-se a necessidade da
presenca dos dois primers para que ocorra a reac¢ao de amplificagdo (Figura 31 e 32).
O controlo negativo da reacgdo foi testado em reac¢des onde se substituiu o DNA por

igual quantidade de agua ultra pura esterilizada.
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Figura 31 — Amplificagio PCR com os primers Cin2/Cinl em DNA extraido de micélio de
P. cinnamomi (341, 822, 80, controlo negativo). Coluna (1 e 14) — Marcador molecular (100 bp Ladder,
Promega); Coluna (2-5) — Reac¢do PCR com os primers Cin2/Cinl (341, 822, 80, controlo negativo);
Coluna (6-9) — Reacg¢do PCR apenas com o primer Cinl (341, 822, 80, controlo negativo); Coluna (10-
13) — Reacg@o PCR apenas com o primer Cin2 (341, 822, 80, controlo negativo).
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Figura 32 — Amplificagdo PCR com os primers Cin3/Cinlem isolados puros de P. cinnamomi (341, 822,
contolo negativo, 80). Coluna (1 e 14) — Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (2-5) —
Reacgdo PCR com os primers Cin3/Cinl (341, 822, contolo negativo, 80); Coluna (6-9) — Reacg¢do PCR
apenas com o primer Cinl (341, 822, contolo negativo, 80); Coluna (10-13) — Reac¢@o PCR apenas com

o primer Cin3 (341, 822, contolo negativo, 80).

4.8.2. Especificidade e Sensibilidade da PCR-Diagnostico

4.8.2.1. Especificidade da Reaccio de Amplificacio com os Primers Cin2/Cinl e
Cin3/Cinl

Com os primers Cin2/Cinl e Cin3/Cinl e nas condigdes referidas em 4.8.1.
testaram-se as diferentes espécies de Phytophthora incluidas neste estudo. Obtiveram-
se fragmentos de amplificacio PCR com a dimensdo esperada apenas em
P. cinnamomi como pode ser constatado na Figura 33 e 34.

O par de primers Cin2/Cinl originou em P. quercina um produto de

amplificacdo com aproximadamente 800 pb.
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Nao se obtiveram fragmentos de amplificagdo PCR com os primers Cin2/Cinl e
Cin3/Cinl em Pythium sp. e C. parasitica conforme evidenciado nas figuras
anteriormente referidas e também ndo se obteve qualquer produto de amplificagdo

quando se utilizou DNA de Castanea sativa.

234 5 68 9 10 11 12 13 14 S | O
- - ; N

-

Figura 33 — Especificidade do primer Cin2/Cinl na detecg¢do de P. cinnamomi. Coluna (1 e 20) —
Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (2-6) — diferentes isolados de P. cinnamomi
(819, 822, 120, 341, 342); Coluna (7-15) — diferentes espécies de Phytophthora (P. cambivora, (248,
102), P. cryptogea, P. quercina, P. nicotianea, P. citricola, P. capsici, P. syringae, P. cactorum);
Coluna 16 — Pythium sp.; Coluna 17 — C. parasitica; Coluna 18 — P. cinnamomi (2965), Coluna 19 —

controlo negativo.
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Figura 34 — Especificidade do primer Cin3/Cinl na detec¢do de P. cinnamomi. Coluna (1 e 20) —
Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (2-6) — diferentes isolados de P. cinnamomi
(819, 822, 120, 341, 342); Coluna (7-15) — diferentes espécies de Phytophthora: P. cambivora (248,
102), P. cryptogea, P. quercina, P. nicotianea, P. citricola, P. capsici, P. syringae, P. cactorum; Coluna
16 — Pythium sp.; Coluna 17 — C. parasitica; Coluna 18 — P. cinnamomi (2965); Coluna 19 — controlo

negativo.
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A especificidade e reprodutibilidade da detec¢ao de P. cinnamomi por PCR foi
avaliada em 18 isolados de P. cinnamomi, obtidos em castanheiro, com os dois pares

de primers Cin2/Cinl e Cin3/Cinl) (Figura 35 e 36).
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Figura 35 — Amplificagdo PCR do fragmento de 663 pb nos 18 isolados de P. cinnamomi obtidos de
castanheiro com a utilizagdo dos primers especificos Cin2/Cinl. Coluna 1 — Marcador molecular (1Kb,
Promega); Coluna (2-16) — P. cinnamomi (80, 811, 812, 813, 814, 816, 817, 818, 819, 820, 822, 831,
120, 130); Coluna 17 — P. cambivora (135); Coluna 18 — controlo negativo; Coluna 19 — Marcador

molecular (1Kb, Promega).

Figura 36 — Amplificagdo PCR do fragmento de 663 pb nos 18 isolados de P. cinnamomi obtidos de

castanheiro com a utilizagdo dos primers especificos Cin3/Cinl. Coluna 1 e 19 — Marcador molecular
(1Kb, Promega); Coluna (2-16) P. cinnamomi (80, 811, 812, 813, 814, 816, 817, 818, 819, 820, 822,
831, 120, 130); Coluna 17 — P. cambivora (135); Coluna 18 — controlo negativo.
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Com o par de primers Cin2/Cinl (Figura 35) obtiveram-se amplificacdes em
todos os isolados de P. cinnamomi apresentando alguns deles uma intensidade mais
reduzida que ndo foi constante nas diferentes repeti¢des.

Com os primers Cin3/Cinl (Figura 36) obtiveram-se produtos de amplificagdo
em todos os isolados de P. cinnamomi. Na figura anteriormente apresentada
P. cinnamomi (80) ndo evidenciou produtos de amplificagdo. No entanto, neste isolado
obteve-se o fragmento com a dimensdo esperada em muitas outras reacgdes de
amplificagdo uma vez que foi um dos isolados utilizados nas PCR teste para

determinar as condi¢des quimicas e fisicas de amplificagdo.

4.8.2.2. Sensibilidade da Reaccio PCR-Diagndstico

A sensibilidade da reaccdo PCR foi testada em solugcdes de DNA de
concentragdo conhecida do isolado de P. cinnamomi (120). O DNA foi quantificado
por comparacao visual com um marcador molecular de quantidade conhecida em geis
de agarose e por determinacdo da absorvancia a 260 nm. A quantificagdo do DNA
determinou pelo método visual 70 a 75 ng uL™' valores que foram confirmados com os
resultados obtidos no espectrofotometro.

O DNA foi diluido em agua na propor¢do de: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20; 1:30; 1: 50,
1:100; 1:150; 1:200; 1:250; 1:300; 1:400; 1:500; 1:650; 1:850; 1:1000 ¢ utilizou-se
1 pL de cada uma das diluigdes em reacgdes de PCR nas condi¢des quimicas e fisicas
de amplificagdo com o par de primers Cin2/Cinl.

A reaccdo de amplificacdo ocorreu até a diluicdo 1:100 o que determina como
limite de detecc¢ao 0,70-0,75 ng de DNA.

A intensidade do fragmento amplificado ¢ muito acentuada na dilui¢do de DNA
na propor¢do 1:2, mantendo-se praticamente com a mesma intensidade nas dilui¢des
subsequentes até a diluicdo 1:50. Na diluigdo 1:100 a intensidade do fragmento
amplificado diminui acentuadamente, ndo ocorrendo sinal de amplifica¢ao visivel na

diluig¢do 1:150 (Figura 37).
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Figura 37 — Sensibilidade da reac¢do PCR com a utilizagdo de diluigdes crescentes de DNA (DNA do

isolado 120 previamente quantificado). Coluna 1 — Marcador molecular (100 bp Ladder, Promega)
seguido sequencialmente das seguintes diluigdes de DNA: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20; 1:30; 1:50; 1:100;
1:150; 1:200; 1:250; 1:300; 1:400; 1:500; 1:650; 1:850; 1:1000, marcador de 125 ng, controlo negativo.

4.9. PCR-Diagnostico em Plantas com Sintomas da Doenca da Tinta,

Tecidos Armadilha e Agua do Solo (zoosporos)

4.9.1. DNA Molde
4.9.1.1. DNA de Tecidos da Raiz de Castanheiro

Das 12 plantas de castanheiro com sintomas da doenca da tinta na parte aérea
(5.1,5.2,53,6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 7.1, 7.2 7.3) extraiu-se 0 DNA dos tecidos
radiculares (um grama de tecidos radiculares por planta) pela utilizagdo do DNeasy
Plant Mini kit (Qiagen). Com este método obtiveram-se solugdes de DNA com intensa
cor castanha, tendo-se optado por fazer purificagdo do DNA pelo método Wizard®
Plus Minipreps (Promega) antes de se testarem as condi¢des quimicas e fisicas de
amplificacdo PCR. Ensaios preliminares de extrac¢do de DNA de tecidos do caule
inoculados com P. cinnamomi tinham evidenciado a necessidade deste procedimento

para obtengao de resultados positivos de amplificagdo PCR.
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Figura 38 —DNA extraido de raizes de castanheiro (Castanea sativa) que cresceram em substrato de terra

vegetal inoculado com 0.5 % (v/v) de P. cinnamomi (P. cinnamomi 80 - IMI-335492) Coluna 1 e 14 —
Marcador molecular (Lambda/Hind III, Promega) seguido sequencialmente do DNA das plantas de
castanheiro: 5.1,5.2,5.3,6.1,6.2,6.3,6.4,6.5,6.6,7.1,7.2,7.3.

4.9.1.2. DNA de Tecidos armadilha

A extrac¢do do DNA dos tecidos armadilha foi realizado por maceragdo dos
tecidos vegetais em NaOH (0,5 M) conforme descrito em 3.11.2.2. e diluigdo em agua
para diminuir a quantidade de produtos inibidores da reac¢ao PCR.

O DNA extraido por este método foi usado directamente na reac¢des (1 pL por

reaccdo PCR) sem que se tenha quantificado e visualizado a sua qualidade.

4.9.1.3. DNA da Agua do Solo (zoésporos)

O método de extraccdo do DNA dos zodsporos baseou-se no aumento da
temperatura da suspensdo onde se encontram os zodsporos. Os zoosporos quando
expulsos dos esporangios e durante algum tempo nao possuem parede celular o que os
torna mais sensiveis a elevacao da temperatura.

A extrac¢do do DNA a partir da 4gua com zodsporos foi realizada as 24, 48, 72 e
96 horas do ensaio conforme o descrito em 3.11.2.3., tendo-se utilizado 1 pL por

reac¢do PCR.
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4.9.2. PCR-Diagnostico em Plantas com Sintomas da Doenc¢a da Tinta

Como referéncia positiva da presenca de P. cinnamomi nas raizes do castanheiro
utilizou-se o método de isolamento em meio selectivo P1)VPH de Taso & Guy (1997).

Nos tecidos radiculares de cada uma das plantas fez-se o isolamento de
P. cinnamomi tendo-se confirmado a presenca de P. cinnamomi em oito das doze
plantas em analise (Quadro 21).

A detec¢do de P. cinnamomi baseada na PCR com a utilizacdo dos primers
especificos Cin3/Cinl foi concretizada nas condigdes fisicas e quimicas da reaccao
PCR obtidas nas culturas puras de isolados de Phytophthora anteriormente
apresentadas. Realizaram-se reac¢des de amplificagdo PCR com a utilizagdo de DNA
extraido de tecidos radiculares de castanheiros jovens que cresceram em substrato

inoculado com P. cinnamomi (80 — IMI335 492).

Quadro 21 — Detecgdo de P. cinnamomi nas raizes das plantas de castanheiro que cresceram
em substrato inoculado com 0.5 % (v/v) de P. cinnamomi (80 - IMI 335 492) em Meio
P,zWPH

Planta Isolamento Planta  Isolamento Planta Isolamento
P. cinnamomi P. cinnamomi P. cinnamomi
5.1 Positivo 6.1 Positivo 7.1 Positivo
5.2 Negativo 6.2 Positivo 7.2 Positivo
53 Negativo 6.3 Positivo 73 Negativo
6.4 Negativo
6.5 Positivo
6.6 Positivo

Os resultados da amplificagdo PCR utilizando 1 uL de DNA por reaccdo estao
indicados na Figura 39. A reac¢do PCR amplificou um fragmento da dimensao
esperada em todas as plantas onde se detectou em meio selectivo a presenca de
P. cinnamomi. Exceptua-se a esta situagdo a planta 7.2 onde nem sempre ocorreu
reaccdo de amplificacdo e tinha sido detectada pelos métodos classicos a presenga do

parasita.
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Figura 39 — Detecgdo de P. cinnamomi por PCR com os primers especificos Cin3/Cinl em raizes de
castanheiros jovens que cresceram em terra vegetal inoculada com P. cinnamomi. Coluna (1-6) — Planta
6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6 respectivamente; Coluna 7 — Controlo negativo; Coluna 8 — marcador
molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (9-14) — Planta 5.1, 5.2, 5.3, 7.1, 7.2, 7.3 respectivamente;

Coluna 15 — controlo positivo (P. cinnamomi, 120).

Na planta 6.4 onde os métodos classicos, com a utilizagdo do meio selectivo
P,oVPH, ndo detectaram P. cinnamomi ocorreu no entanto reac¢do de amplificacio
PCR com amplificacdo de um fragmento de dimensdo semelhante a das outras plantas
em estudo.

Repeticdes da reaccdo PCR confirmam os resultados obtidos. No entanto, na
planta 7.2 verificou-se alguma instabilidade nos resultados originado por vezes

amplificagdes e outras vezes nao.

4.9.3. PCR-Diagnostico em Tecidos Armadilha e Agua do Solo (zo6sporos)

A detec¢ao de P.cinnamomi nos “tecidos armadilha” nas quatro repeti¢des foi
positiva as 24 horas de manutenc¢ao do ensaio em meio selectivo P;oVPH.

A agua da dilui¢ao do solo nao foi testada pelos métodos classicos uma vez que
0s zoosporos s tém capacidade de germinar depois de enquistados € por ndo existir
uma metodologia de deteccdo que pudesse constituir um padrao de referéncia.

A PCR diagnostico com os primers especificos Cin3 /Cinl as 24 e 48 horas com

os tecidos armadilha ¢ na agua onde estardo os zodsporos estdo representadas na
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Figura 40 e os resultados obtidos as 72 e 96 horas na Figura 41 e Figura 42,

respectivamente.

Figura 40 — PCR diagndstico de P. cinnamomi em “tecidos armadilha” e 4gua do solo com os primers

especificos Cin3/Cinl as 24 e 48 horas (uma reaccdo por repetigdo). Coluna (1-4): “tecido armadilha” as
24 horas; Coluna 5 — controlo negativo; Coluna (6-9) — dgua do solo as 24 horas; Coluna 10 — marcador
molecular (100 bp Ladder, Promega); Coluna (11-14) — “tecido armadilha” as 48 horas; Coluna 15 —
controlo positivo (P. cinnamomi, 80); Coluna (16-19) — agua do solo as 48 horas; Coluna 20 — DNA de

castanheiro.
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Figura 41 — PCR diagnostico de P. cinnamomi em “tecidos armadilha” e dgua do solo com os primers
especificos Cin3/Cinl as 72 horas (uma reac¢do por repeti¢ao). Coluna (1 e 12): Marcador molecular
(100 bp Ladder, Promega); Coluna 2 — Controlo negativo; Coluna (3-6) — 4gua do solo as 72 horas;

Coluna 7 — Controlo positivo (P. cinnamomi, 120); Coluna (8-11) — tecido armadilha as 72 horas.

Figura 42 — PCR diagnoéstico de P. cinnamomi em “tecidos armadilha” e dgua do solo com os primers
especificos Cin3/Cinl as 96 horas (uma reacgdo por repeticdo). Coluna (1 e 14) — Marcador molecular
(100 bp Ladder, Promega, com anomalias na separacdo dos fragmentos); Coluna (2-5) — 4gua do solo as
96 horas; Coluna 6 — controlo negativo; Coluna 7 — controlo positivo (P. cinnamomi, 120); Coluna 8 —
DNA de castanheiro sdo; Coluna (9-12) — Tecido armadilha as 96 horas; Coluna 13 — DNA de

castanheiro sdo.
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4.10. “Nested” PCR

A técnica molecular designada “Nested”’PCR permite aumentar a sensibilidade
em muitos sistemas de deteccdo molecular baseados na PCR desde que a
especificidade dos primers seja garantida e se eliminem as condi¢des do aparecimento
de falsos positivos muitas vezes associados com a manipulacdo das amostras.

Cacciola et al. (1999) publicaram primers especificos para detecgdo em “nested”
PCR de P. cinnamomi e P. cambivora. Os primers foram desenhados na regido do
ITS1 utilizando como primer reverso o DC5 (SRCI) nas duas espécies como foi
apresentado na Figura 19.

As condigdes quimicas e fisicas indicadas na bibliografia para as duas reaccdes
consecutivas de PCR ndo originaram fragmentos de amplificacdo e foi necessario
ajustar as condi¢des de reacgao.

Obtiveram-se resultados consistentes nas seguintes condi¢des quimicas da
reaccdo PCR: 100 mM de cada dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, buffer da enzima (buffer B)
na concentragdo final de 1 x, BSA na concentragdo final de 0,1 mg mL™, 0.5 pM de
cada primer e uma unidade de 7ag DNA polimerase (Promega) ¢ com ciclos de
amplificagdo cujos parametros se especificam: 94 °C - 3 minutos seguidos de 35 ciclos
de amplifica¢dao de 94 °C - 30 segundos, 60 °C - 45 segundos e 72 °C - 60 segundos, a
que se seguiu um periodo de extensdo final de cinco minutos a 72 °C. As condigdes
fisicas das reaccdoes de amplificagdo especificas para P. cinnamomi e para
P. cambivora foram as referidas anteriormente com excep¢do da temperatura de
anilhamento dos primers que foi de 61 °C no par de primers DC9/DCS5 e de 60 °C no
par de primers DC4/DCS5.

Com a utilizacao do primer DC4/DCS5, especifico para P. cambivora, é esperado
um fragmento de amplificagdo de 512 pb, e com o par de primers DC9/DCS especifico
de P. cinnamomi ¢ esperado um fragmento de 405 pb, como pode ser constatado na
Figura 19.

Para testar este metodologia de deteccdo utilizou-se DNA obtido de culturas
puras de diferentes espécies de Phytophthora e DNA extraido de plantas de
castanheiro com sintomas da doenga da tinta que em experiéncias anteriores tinham
originado fragmentos de amplificag¢do caracteristicos de P. cinnamomi. Na reac¢ao de
amplificacao com os primers especificos utilizou-se como DNA molde 1 pl do produto

de amplificagdo da primeira reaccdo PCR realizada com os primers DC6/ITS4.
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Os resultados da reac¢do de amplificagdo com os primers DC4/DC5 especificos
para P. cambivora e DC9/DCS5 especificos para P. cinnamomi estdo representados na
Figura 43 e Figura 44.

Com o par de primers DC4/DCS5 obteve-se uma banda de amplificagdo com a
dimensao esperada nos isolados de P. cambivora que aparece com igual intensidade e
dimensdo em todas as espécies de Phytophthora incluidas neste estudo. Sdo ainda
visiveis fragmentos de amplificacdo com dimensdo diferente da esperada tanto em
P. cambivora (coluna 12 e 13 da Figura 43) como em todas as outras espécies de

Phytophthora em estudo.
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Figura 43 — Fragmentos de amplificagdo PCR com os primers DC4 (Cacciola et al., 1999) e DCS
(SRCI) especificas de P. cambivora em diferentes espécies de Phytophthora. Coluna 1 e 15 Marcador
molecular (100pb Ladder, Promega); Coluna (2-13) — Espécies de Phytophthora (P. quercina,
P. nicotianae; P. citricola; P. capsici; P. cryptogea; P. syringae;, P. cinnamomi var. parvispora;
P cinnamomi (341, 80); P. cactorum; P. cambivora (102, 248) respectivamente); Coluna 14 — Controlo

negativo.

Com o par de primers DC9/DCS5 especifico para P. cinnamomi testaram-se
diferentes espécies de P. cinnamomi, P. cambivora, Pythium sp. e C. parasitica. Os
resultados obtidos (Figura 44) evidenciam uma vez mais a ndo especificidade da
amplificacdo PCR uma vez que o produto de amplificagdo esperado com 405 pb esté
presente em todos os isolados incluindo o isolado de Pythium sp. e C. parasitica
(coluna 14 e 15 da Figura 44).

O aparecimento de reacgdes cruzadas com outras espécies de Phytophthora e

mesmo com outros organismos, nomeadamente Pythium e Armillaria, foram
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igualmente detectados por Schubert ef al. (1999) quando testaram varios primers
especificos para P. cambivora desenhados nesta mesma regido gendmica.

A ndo especificidade do método “nested” PCR levou estes autores a desenvolver
um marcador SCAR seleccionado por RAPD-PCR e o desenho de primers especificos
para a deteccdo de P. cambivora (CAMB3 e CAMB4). Estes primers, especificos de
P. cambivora, serdo utilizados em “Multiplex” PCR com os primers Cin3/Cinl (deste
trabalho) especificos de P. cinnamomi, para a deteccdo em simultdneo das duas
espécies de Phytophthora associadas com a doenga da tinta do castanheiro numa tnica

reacc¢do de amplificagdo.

12. IBf 14 15,

Figura 44 — Fragmentos de amplificagdo PCR com os primers DC9 (Cacciola et al., 1999) e DCS
(SRCI) em diferentes isolados de P. cinnamomi, P. cambivora, Pythium sp e C. parasitica.
Coluna (1-4) — Isolados de P. cinnamomi (342, 80, 120, 822); Coluna 5 — P. cambivora (102); Coluna 6
— Marcador molecular (100 pb Ladder, Promega); Coluna 7 — P. cambivora (101); Coluna 8 — P.
cambivora (102); Coluna 9 — controlo negativo; Coluna (10-13) — isolados de Phytophthora spp. (104,
103, 111, 11B); Coluna 14 — Pythium sp.; Coluna 15 — C. parasitica.

4.11. “Multiplex” PCR

A possibilidade de deteccdo das duas espécies de Phytophthora, P. cinnamomi e
P. cambivora, associadas com a doenga da tinta do castanheiro, em simultineo ¢ numa
unica reaccdo PCR pode ser concretizada com a técnica “multiplex” PCR que permite
a amplificacdo de diversos /ocus em simultaneo.

Para determinar as condi¢cdes de uma reaccdo “multiplex” PCR ¢ necessario
conhecer as condigdes de amplificacdo de cada par de primers e testar as condi¢des de

amplificagdo conjunta com uma quantidade “equimolar” de todos os primers.
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As condigdes quimicas e fisicas da reac¢ao que proporcionaram fragmentos de
amplificagcdo com o primer CAMB3/CAMB4 sdo as que a seguir se explicitam.

Num volume final de 25 pl utilizaram-se 100 uM de cada dNTPs, 2.5 mM de
MgCl,, buffer da enzima (buffer B) na concentracdo final de 1 x , BSA na
concentracdo final de 0,1 mg mL™", 0,5 uM de cada primer ¢ uma unidade de Tag
DNA polimerase (Promega), tendo-se utilizado agua ultra pura e esterilizada para
perfazer o volume final da reacg¢ao.

As condigoes térmicas de amplificacdo constam de um ciclo de desnaturacao
inicial de 94 °C — 180 segundos, seguido de 35 ciclos de amplificagdo de 94 °C — 30
segundos, 55 °C — 60 segundos, 72 °C — 120 segundos, tendo a reacc¢ao terminado com
um periodo de extensao final de 300 segundos a 72 °C.

Nestas condigdes de amplificagdo obteve-se o fragmento de amplificagdo

esperado, 1100 pb, em todos os isolados identificados como P. cambivora.

500 pb

Figura 45 — Fragmento de amplificagdo PCR com o par de primers CAM3/ CAMB4 (Schubert ef al.,
1999) especifico para detec¢do de P. cambivora em diferentes espécies de Phytophthora. Coluna 1 e 17
— Marcador molecular (100 pb Ladder, Promega); Coluna (2-12) — diferentes espécies de Phytophthora
(P. cambivora (101); P. cinnamomi (120, 342); P. cambivora (248, 102); P. cryptogea; P. quercina,
P. nicotianae; P. citricola; P. capsici; P. syringae; P. cactorum); Coluna 13 — Pythium sp.; Coluna 14 —

C. parasitica; Coluna 15 — controlo negativo.

Para a amplificagdo conjunta com os dois pares e primers (CAMB3/CAMB4 ¢
Cin3/Cinl) foi necessario ajustar as condi¢des quimicas da reaccdo. Obtiveram-se
resultados positivos quando se aumentou a concentragdo dos dNTPs para 200 uM e a

concentragdo do MgCl, para 2.5 mM e para 1 uM a concentragdo de cada primer. As
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condigoes fisicas de amplificacdo que proporcionaram produtos de amplificagao foram
as utilizadas na reac¢ao PCR com o primer CAMB3/CAMBA4.

A amplificagdo “multiplex” (Figura 46), utilizando 1 pl de DNA extraido de
culturas puras de P. cinnamomi € P. cambivora, assim como mistura de DNA das duas
espécies deu origem aos produtos de amplificagdo esperados, ou seja, 1100 pb em
P. cambivora (102, 248) e de aproximadamente 700 pb e P. cinnamomi (341). Com o
isolado 120 de P. cinnamomi ndo se obteve nenhum produto de amplificagdo que se
associou a um provavel erro de manipulacao das amostras.

Quando se utilizou como DNA molde a mistura de DNA de P. cambivora ¢
P. cinnamomi sao evidentes os dois fragmentos de amplificagdo com 1100 pb
caracteristico de P. cambivora e de 700 pb em P. cinnamomi. Uma vez mais na
mistura do DNA que incluia o isolado 120 ndo se obteve o fragmento de amplificacio

caracteristico de P. cinnamomi.

Figura 46 — “Multiplex” PCR com os primers CAMB3/CAMB4 e Cin3/Cinl para detec¢do em
simultdneo de P. cambivora (fragmento de amplificacdo de 1100 pb) e P. cinnamomi (fragmento de
amplificagdo de 663 pb). Coluna 1 — Marcador molecular (100 pb Ladder, Promega); Coluna 2 — P.
cambivora (102); Coluna 3 — P cinnamomi (120); Coluna 4 — P. cambivora (248) e P. cinnamomi (120);
Coluna 5 — P. cambivora (102) e P. cinnamomi (341); Coluna 6 — P. cambivora (248); Coluna 7 — P.

cinnamomi (341); Coluna 8 — P. cambivora (248) e P. cinnamomi (341).

A selectividade da amplificacdo “multiplex” PCR foi igualmente testada em
todas as espécies de Phytophthora incluidas neste estudo. Obtiveram-se fragmentos de
amplificacdo caracteristicos de P. cinnamomi apenas nos isolados desta espécie,

embora com reduzida intensidade em alguns deles. O fragmento de amplifica¢do

124



caracteristico de P. cambivora apareceu com acentuada intensidade nos isolados desta

espécie (Figura 47).

Figura 47 — “Multiplex” PCR com os primers CAMB3/CAMB4 e Cin3/Cinl em diferentes espécies de
Phytophthora. Coluna 1 e 15 — Marcador molecular (100 pb Ladder, Promega); Coluna (2-13) —
diferentes isolados de Phytophthora (P. cambivora (248, 101), P. quercina, P. nicotianea, P. citricola,
P. cryptogea, P. syringae, P. cinnamomi (341, 342, 2965), P. cinnamomi var. parvispora, P. cambivora

102, respectivamente); Coluna 14 — controlo negativo.

r

A intensidade dos fragmentos amplificados ¢ nitidamente diferente nas duas
espécies com uma intensidade reduzida em P.cinnamomi. Estes resultados eram de
certa forma esperados dado que as condigcdes de amplificacdo sd@o mais proximas das
condi¢des Optimas de amplificagdo com o par de primers CAMB3/CAMB4 tendo

inclusivamente o mesmo perfil térmico de amplificagao.
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5. DISCUSSAO

O isolamento em cultura pura e a identificagdo das espécies do género
Phytophthora que se desenvolvem no ambiente solo e atacam as raizes das plantas,
actividades iniciais em qualquer processo de diagnostico, ¢ unanimemente considerado
por fitopatologistas e micologistas como particularmente dificil.

Os métodos de microbiologia cldssica quando aplicados no isolamento das
espécies de Phytophthora que atacam as raizes apresentam uma série de dificuldades
de natureza pratica que apenas manipulacdes biologicas muito especificas permitem
ultrapassar. Métodos tradicionais e de rotina laboratorial, como colocar os tecidos com
sintomas em agua ou solucdes salinas, ou ainda, a utilizagdo das vulgares técnicas de
isolamento em meio de cultura, permitem a deteccao de Phytophthora que atacam as
raizes, em tecidos recentemente infectados e com micélio em activo crescimento. No
entanto, o isolamento de Phytophthora de tecidos em avancado estado de infecc¢ao,
degradados ou secos, situagdes vulgares neste tipo de doenga, ou de solos naturalmente
infectados, ¢ com estas técnicas extremamente dificil (Eckert & Tsao, 1962;
Fernandes, 1966; Tsao & Ocana, 1969; Zentmyer, 1980) ou mesmo impossivel (Tsao,
1987; Tsao, 1990). Este aspecto ¢ salientado na bibliografia mais recente pela maioria
dos autores e justifica o desenvolvimento de métodos moleculares de deteccdo em
Phytophthora que atacam as raizes (Liew et al., 1998; Winton & Hansen, 2001;
Ippolito et al., 2002).

Os métodos de microbiologia classica utilizados na detec¢do e isolamento das
espécies do género Phytophthora que atacam as raizes baseiam-se nos meios de
cultura selectivos e nas técnicas “armadilha”.

Os métodos de deteccao e isolamento baseados nos meios selectivos sdo
utilizados no isolamento de Phytophthora desde o inicio do seu desenvolvimento, a
década de 60. Este facto esta directamente associado as dificuldades de obtengdo
destes parasitas em cultura axénica pelos métodos de rotina laboratorial, devido a
interferéncia dos microrganismos da micoflora secunddria dos tecidos infectados e do
solo. Estes meios contém além do meio de cultura base, antibidticos e fungicidas em
proporgdes criteriosamente estudadas e testadas, uma vez que Phytophthora e outros

Peronosporales reagem toxicologicamente como procariotas aos antibioticos (Tsao,

1987).
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Do conjunto das substancias inibidoras utilizadas nos meios selectivos para
Phytophthora, salienta-se o facto dos agentes fungicidas representarem um papel
importante na selectividade destes meios. Salientam-se os fungicidas pimaricina,
nistantina ¢ benomil pela sua reduzida toxicidade em Phytophthora e elevada eficacia
na diminui¢do da micoflora secundaria de crescimento mais rapido e o S-methyl-
isoxazol-3-ol, fungicida de sintese com o nome vulgar hymexazol que inibe os fungos
de género Pythium mas que ndo ¢ toxico para Phytophthora spp. contribuiram de
forma decisiva para a selectividade destes meios.

O meio selectivo que nos tem proporcionado resultados mais consistentes nas
mais variadas situagdes de detec¢do e isolamento foi o meio P;)VPH de Tsao & Guy
(1977) e que foi utilizado em todos os isolamentos realizados ao longo deste trabalho.

As técnicas “armadilha”, unico método selectivo conhecido até aos anos 60 no
isolamento de Phytophthora, tiveram uma aplicagdo limitada depois da utilizagdo em
rotina laboratorial dos meios selectivos. Recentemente esta técnica readquiriu um
papel importante como técnica selectiva no isolamento e deteccdo de espécies de
Phytophthora que atacam as raizes e todo o ciclo ocorre no ambiente solo.

Esta técnica baseia-se na utilizagdo de determinados orgdos de plantas
susceptiveis (frutos, sementes, cotilédones, radiculas ou folhas) que funcionam como
meio privilegiado de desenvolvimento dos propagulos e possibilitam o isolamento
selectivo das espécies de Phytophthora.

A eficiéncia destas técnicas depende, da susceptibilidade do material vegetal
utilizado como armadilha, do desenvolvimento de lesGes caracteristicas e das
condi¢des de incubacdo que maximizam as hipoteses de formacdo e libertacdo de
zodsporos — os propagulos de colonizagao dos tecidos vegetais.

Esta metodologia de deteccdo de Phytophthora, apresenta como principal
desvantagem o facto dos tecidos armadilha poderem ser infectados por outros
organismos do solo que impedem a esporulagdo de Phytophthora, tornando quase
impossivel a sua detec¢do. Apresenta ainda a desvantagem de dependerem das
condi¢des ambientais de incubag¢do, como a temperatura, a luz e a humidade que
determina que a nao detec¢cdo do fungo nao seja indicativo da auséncia de indculo. Em
termos praticos esta situacao traduz-se num elevado nimero de métodos adaptados aos
diferentes hospedeiros envolvidos no processo de patogénese, Phytophthora/raizes das
plantas hospedeiras. Zentmyer (1980), Tsao (1987) e Erwin & Ribeiro (1996)

apresentam de forma detalhada e exaustiva excelentes compilagdes dos métodos de
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deteccao e isolamento de Phytophthora através da utilizagdo de meios selectivos e por
técnicas de “tecido-armadilha”.

O método de tecido-armadilha com a utilizagdo de discos de folha de
castanheiro, utilizado neste trabalho revelou ser muito eficaz na detec¢dao de espécies
de Phytophthora associadas com a doenca da tinta e podera mesmo, depois de
determinados os parametros do teste, ser utilizado como método de deteccdo e de
avaliagdo semi-quantitativa dos propagulos de Phytophthora em solos de viveiro ou
em solos destinados a novas plantagdes de castanheiro.

Nas acgdes de prospec¢do de Phytophthora nos soutos da regido Braganga/
Vinhais com sintomas da doenca da tinta o método de isolamento utilizado pode ser
considerado como um método de armadilha de planta inteira, uma vez que se baseou
no isolamento a partir de plantas jovens de castanheiro existentes na area de influéncia
de um castanheiro adulto com sintomas evidentes da doenga da tinta. Este método foi
muito eficiente na deteccdo de Phytophthora tendo-se obtido isolados de P. cinnamomi
em todos os locais amostrados permitindo ainda o isolamento de P. cambivora em trés
dos locais em estudo.

Os resultados obtidos quanto as espécie de Phytophthora associadas com a
doenca da tinta estdo de acordo com o referido por Fernandes (1966) que refere terem
obtido apenas trés isolados de P. cambivora entre largas dezenas de isolados
identificados como P. cinnamomi, razao que levou este autor a considerar esta ultima
espécie como a espécie preponderante na doenga da tinta em Portugal. Em Itdlia a
espécie associada com a doenga da tinta € predominante P. cambivora (Vettraino et
al., 2001) e na bibliografia mais antiga da especialidade ¢ atribuida a uma ou outra
espécie sem que se conheca a espécie envolvida por razdes de sinonimia seguida por
autores como White em 1937, Day em 1938 e Crandall em 1936 (Crandall, 1950), que
consideraram apenas uma espécie — P. cambivora.

P. cinnamomi e P. cambivora sdo espécies heterotalicas e necessitam da presenca
de micélio de compatibilidade sexual oposta (A1, A2) para que ocorra a reproducao
sexual. Conhecer o tipo de compatibilidade presente nos isolados de Phytophthora
patogénicos em castanheiro ¢ um aspecto importante em termos de caracterizagdo da
populacdo, permitindo ainda colocar hipoteses para o estudo dos mecanismos
associados a variabilidade ou uniformidade genética da populagao.

Todos os isolados em estudo evidenciaram ser do grupo de compatibilidade A2 e

nenhum deles ¢ auto compativel.
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O grupo de compatibilidade A2, em P. cinnamomi, ¢ o mais frequente e o mais
distribuido geograficamente, aparecendo na maioria das situagdes como Unico grupo
de compatibilidade. Linde et al. (1997) referem, citando outros autores, a presenca de
micélio de compatibilidade sexual A1l na Australia, Taiwan e Africa do Sul, regioes
que foram associadas a centros de origem desta espécie mas sem que qualquer delas
preencha as caracteristicas aceites para centro de origem de uma espécie. Linde et al.
(1997) concluiram com base em diferentes parametros de genética de populagdes que a
multiplicagdo sexual ndo ocorria ou seria muito rara nestas populacdes. Goodwin
(1997) refere como causas associadas a este facto, e que seria necessario continuar a
estudar, as relacionadas com a preferéncia distinta de hospedeiros que limitaria as
hipdteses de contacto do micélio, a incompatibilidade genética entre os isolados (com
ploidia diferente) ou que a migracao do tipo de compatibilidade A1l fosse tdo recente
que ndo fossem ainda detectados, por amostragem, os isolados resultantes do
cruzamento sexual.

Em termos de classificagdo e identificacdo das espécies de Phytophthora a
morfologia das estruturas de origem sexuada possuem um valor taxonémico reduzido
por serem muito semelhante em todas as espécies deste género. O tipo de anteridio
(anfigineo ou paragineo) ¢ no entanto uma caracteristica primaria na definicdo dos
grupos morfoldgicos na chave de Waterhouse (1963). A morfologia dos odsporos e do
oogonio ¢ muito semelhante em todas as espécies de Phytophthora como foi
anteriormente referido e por essa razao nao possibilitam a diferenciagdo das espécies
dentro deste género. Exceptua-se a esta situacdo a ornamentacdo das paredes do
oogénio em P. cambivora, que ¢ considerado como a principal caracteristica
diferenciadora em relacdo a espécie P. cinnamomi. Estas ornamentagdes aparecem
também em P. katsurae e P. verrucosa mas nao de forma tdo estavel e em todos os
isolados.

Brasier (1974) refere que em pareamentos intra-especificos de espécies
heterotalicas com micélio de compatibilidade adequada, A1 ou A2, resultam estruturas
sexuais com caracteristicas mistas ou hibridas ndo apropriadas para objectivos
taxondmicos. Esta situagdo parece ter ocorrido nos pareamentos dos isolados de
P. cambivora com micélio de tipo A2 de P. cinnamomi, dos quais resultaram odsporos
ndo caracteristicos de P. cambivora e que ndo permitiriam com base nesta
caracteristica morfologica a identificacdo e diferenciacdo dos isolados ao nivel da

espécie.
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Em relagdo a morfologia dos anteridios observamos a existéncia de anteridios
com uma e duas células nos isolados em estudo. Esta caracteristica dos anteridios foi
referida pela primeira vez por Ho & Zentmyer (1977) em P. cinnamomi que referem
igualmente a existéncia do mesmo tipo de anteridios em P. cambivora ndo estando
referenciada em mais nenhuma espécie de Phytophthora.

A presenca desta caracteristica particular dos anteridios em P. cinnamomi e
P. cambivora e ainda o facto de serem espécies morfologicamente muito proximas
levaram Ho et al. (1977) a considerar que se trataria apenas de uma espécie, como
alids tinha sido igualmente considerado por outros autores e ja anteriormente referidos.
Estudos posteriores realizados nestas duas espécies baseados em marcadores
moleculares vieram mostrar que tal sinonimia ndo se justificava uma vez que estas
espécies sdo geneticamente distintas embora possuam caracteristicas morfoldgicas
semelhantes (Oudemans & Coffey, 1991).

Em relacdo ao processo sexual em P. cinnamomi, Zentmyer (1980) verificou a
formagdo de oosporos por ac¢do do extracto de raizes de abacate em isolados com
micélio de tipo de compatibilidade sexual A2 e Brasier (1974) observou a formagao de
odsporos por estimulo de substincias volateis produzidas por diferentes espécies de
Trichoderma. Desta forma P. cinnamomi produz os 00sporos sem que seja necessario
a presenca de micélio de compatibilidade oposta. Trichoderma induz o mesmo efeito
em P. cambivora e de forma mais irregular e erratica em P. arecea, P. infestans,
P. nicotianea, P. dreschsleri e P. cryptogea.

A formagdo de oosporos em P. cinnamomi e P. cambivora sem necessidade da
presenga de micélio compativel por inducdo inter-especifica, por ac¢do de estimulos
quimicos e por ac¢do de Trichoderma constitui por si s6 um processo adicional de
sobrevivéncia mas também um mecanismo de variabilidade que serd necessario ter em
consideragdo em estudos de variabilidade genética e populacional destas espécies.
Irwin et al. (1995) considera mesmo que uma das maiores falhas no conhecimento da
biologia de P. cinnamomi esta relacionada com o conhecimento da estrutura genética
da populagdo e da importancia relativa dos mecanismos de variabilidade genética
envolvidos.

A identificacdo dos isolados de Phytophthora pelos métodos cléssicos baseia-se
em caracteres morfologicos, conseguidos com a aplicacio de manipulagdes
laboratoriais muito especificas e pela observacdo de caracteres morfoldgicos que

muitas vezes se sobrepdem. Exige conhecimentos taxonémicos e experiéncia para se
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concretizar a identificagdo ao nivel da espécie. Estas exigéncias dificultam e por vezes
impossibilitam a sua utilizacdo na identificagdo dos isolados obtidos em acg¢des de
prospecgdo e mesmo em acgdes de deteccao e diagndstico.

Os métodos moleculares de identificagdo baseados na reaccio PCR com a
utiliza¢ao de primers universais como o ITS1 e ITS4 de White ef al. (1990) ou primers
baseados nos anteriores mas modificados para aumentar a especificidade em Pythiales
e Peronosporales como o ITS6 e ITS4 de Cooke & Duncan (1997) permitem a
amplificagcdo da regido gendémica ITS1, 5.8S e ITS2. Esta regido gendmica utilizada
em estudos de evolucdo e filogenia estd muito bem caracterizada no género
Phytophthora e permite por sequenciacdo directa, pelo polimorfismo de restricdo
enzimatica (ITS-RFLP) ou pelo desenho da primers especificos identificar as espécies
de Phytophthora.

O método ITS-RFLP ou também designado REA (Restriction Enzimatic
Analysis) foi testado pela primeira vez por Cooke & Duncan (1997) em Phytophthora
como método de identificacdo dos isolados ao nivel da espécie. Esta técnica facil de
implementar em laboratorios de biologia molecular foi desenvolvido no SCRI
(Scottish Crop Research Institute) e disponibilizaram, com acesso livre na Web, a base
de dados do polimorfismo de restricdo enzimatica obtida com as enzimas Alu I, Msp 1
e Taq 1 que permite identificar os isolados de Phytophthora por comparagdo com o
padrdo de restri¢ao obtido localmente com estas enzimas.

Este método exige apurada técnica de resolucdo de bandas de restri¢ao
enzimatica uma vez que o método se baseia no tamanho das bandas obtidas. Com a
enzima 7Taq I, que origina fragmentos de dimensdo reduzida, este aspecto ¢
particularmente sensivel exigindo géis de elevada concentracdo de agarose o que
dificulta e encarece o método de identificacdo. No entanto, na maioria das situagdes o
padrao de restri¢ao obtido com as emzimas Alu I e Msp I permitem a identificagdo dos
isolados.

Com este método foi possivel a identificagdo de P. cambivora no conjunto dos
isolados em estudo que pelos métodos morfologicos seria dificil de concretizar de
forma fidvel e so a identificacdo realizada em institutos internacionais de micologia
permitiria confirmar a sua presenca.

Os resultados obtidos pelo método ITS-RFLP, ou seja, a introdug¢do dos valores
das diferentes dimensdes de fragmentos de restricdo enzimatica no programa da base

de dados do CABI Bioscience para identificacdo das espécies em estudo, quando
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aplicados directamente e sem ponderacdo das caracteristicas de patogenicidade e da
biologia dos organismos em estudo podem conduzir a identificagdes erroneas mesmo
com a utilizacdo de dimensdes de bandas correctamente estimadas. Na nossa situagao
concreta obtivemos com o padrdo de restricdo dos isolados identificados como
P. cambivora um grau de similaridade de igual valor em P. fragariae var. fragariae.
Este resultado evidencia uma das dificuldades deste método de identificacdo
directamente associada a natureza dos organismos em estudo uma vez que esta regido
genodmica ¢ muito semelhante nestas duas espécies. De referir que Cooke et al. (2000)
concluem, no trabalho considerado de referéncia do estudo da regido ITSI, 5.8S e
ITS2 em Phytophthora, que “€¢ necessario ponderagao e experiéncia quando se utiliza a
regido ITS em diagndstico” uma vez que nem sempre as espécies definidas pelos
caracteres morfologicos apresentam regides ITS suficientemente diferentes para
permitir a sua separacao.

Os isolados de P. cinnamomi analisados neste trabalho evidenciaram dois
padrdes distintos de restricdo com a enzima Msp I como foi apresentado em 4.3.1.3.. A
existéncia dos dois padrdes de restricdo com a enzima Msp I ndo inviabilizou em
qualquer dos casos a identificagdo dos isolados em estudo uma vez que a maior
percentagem de similaridade ocorria com P. cinnamomi, mas colocou no imediato
algumas duvidas na aplicacdo dos protocolos experimentais que as repeticdes e
também a sequenciag¢do confirmaram como infundadas.

A sequenciagdo da regido ITS1, 5.8S e ITS2 em nove isolados de P. cinnamomi
evidenciou que o polimorfismo na regidao ITS revelada pelo método ITS-RFLP se
concretizou em trés pontos de diferencia¢do na sequéncia de nucleétidos. O programa
Bio-Edit introduziu no emparelhamento das sequéncias duas delec¢des de bases, uma
na posicdo 543 e outra na posicdo 571 e alteracdo da base citosina por tiamina na
posi¢do 570 na regido do ITS2 passando a sequéncia de “CCGG” correspondente a
uma sequéncia de corte da enzima Msp I a “T — GG” que assim origina um perfil de
restricdo diferente nesta sequéncia.

Em P. cambivora apenas foi sequenciada neste estudo a regido ITS1, 5.8S e ITS2
de um unico isolado e tal variabilidade nao pdde consequentemente ser detectada. No
entanto, a variabilidade desta regido estd referida na base de dados do CABI
Bioscience aparecendo como P. cambivora ‘rare pattern” por ter evidenciado

variabilidade nos perfis de restricdo enzimatica Msp I nos isolados entdo estudados.
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Cooke & Duncan (1997) detectaram idéntica situagdo em P. capsici e
P. drechsleri, estando previstas na base de dados como “rare pattern” como
anteriormente referido para P. cambivora.

A sequenciagdo da regido amplificada por PCR ¢ o método com maior
fiabilidade uma vez que a identificagdo ¢ realizada por homologia das sequéncias. Tem
ainda a vantagem da base de dados poder ser ampliada com a inclusdo de novas
sequéncias desta regido gendmica obtida de isolados dos mais variados hospedeiros e
condi¢des ecologicas sem necessidade de uniformizacdo de protocolos entre
laboratorios.

As sequéncias de nucleotidos da regidao ITS1, 5.8S e ITS2 dos isolados de
P. cinnamomi obtidas neste trabalho apresentaram homologia de 100 %, com muitas
das sequéncias de P. cinnamomi depositadas na base de dados o que nos permitiu
confirmar a identificacdo dos isolados em estudo. A sequéncia de bases da regido
ITS1, 5.8S e ITS2 do isolado de P. cambivora apresentou homologia muito elevada
com as sequéncias de P. cambivora existentes na base de dados apresentando, no
entanto, o mesmo grau de similaridade com P. fragariae.

A identificagdo dos isolados ndo sera possivel se ndo existirem sequéncias
disponiveis na base de dados das espécies em estudo ou a semelhanca desta regiao
genomica for muito elevada em espécies com epitetos diferentes que ndo permita a
separacdo das espécies. De referir que Cooke et al. (2000) no estudo de filogenia de
todas as espécies do género Phytophthora verificaram que a regiao ITS1, 5.8S e ITS2
era similar em espécies diferentes e concluiram que esta regido nem sempre permite a
separac¢do ao nivel da espécie.

Cooke & Duncan (1996) tinham igualmente detectado similaridade muito
elevada nesta mesma regido gendémica em trés espécies do Grupo I de Waterhouse,
P. cactorum, P. ideae e P. pseudotsugae concluindo que esta regido genémica poderia
ndo ser suficiente para identificar os organismos ao nivel da espécie.

Os métodos de sequenciacao, quando aplicados a outras regides gendémicas bem
caracterizadas, poderdo esclarecer e estabelecer relagdes de filogenia e delimitacdo das
espécies que terdo um valor fundamental na estabilizagdo da classificagdo e
identificacdo neste complexo e importante género de parasitas vegetais.

O desenvolvimento de técnicas de identificagdo fiaveis e estaveis, por métodos
moleculares, depende do conhecimento da diversidade genética presente na espécie ou

na populacdo em estudo. Lee & Taylor (1992) obtiveram em 15 isolados de
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P. cinnamomi com a utilizagdo da sequenciacdo da regido rDNA reduzida
variabilidade intra especifica, tendo Drenth & Irwin (2001) com base em RAPDs e
RFLPs concluido que esta espécie evidenciava elevados indices de diversidade
genotipica na Australia.

Os métodos moleculares de caracterizacdo genotipica por serem independentes
da morfologia poderdo contribuir para o estudo da diversidade genética em
Phytophthora e contribuir para o conhecimento dos mecanismos que a determinam.

Os marcadores moleculares baseados nos RAPDs por ndo necessitarem do
conhecimento prévio da regido gendmica a amplificar foram utilizados neste trabalho
para caracterizar molecularmente as espécies de referéncia de Phytophthora e dos
isolados de Phytophthora obtidos em castanheiro.

Os “clusters” ou agrupamentos obtidos pela andlise numérica do conjunto de
fragmentos amplificados por PCR pelo conjunto dos cinco primers seleccionados entre
os 40 inicialmente testados permitem a separagdo das diferentes espécies de
Phytophthora.

Todos os isolamentos referéncia de P. cinnamomi ficam agrupados no mesmo
cluster com excepcao do isolado referéncia de P. cinnamomi var. parvispora que fica
agrupada num outro cluster.

P. cinnamomi var. parvispora foi descrita como unidade taxomdmica por
Krober & Marwitz (1993) por possuir esporangios e clamidésporos de menores
dimensdes que os de P. cinnamomi. Todos os primers “10 mer” utilizados neste estudo
originaram em P. cinnamomi var. parvispora um padrdo de amplificagdo diferente dos
restantes isolados de P. cinnamomi. Os valores de similaridade obtidos pela analise
numérica apresentam valores semelhantes aos obtidos com as outras espécies de
Phytophthora analisadas neste trabalho.

Esta metodologia ndo nos permitiu, no entanto, caracterizar os isolados de
P. cinnamomi isolados de castanheiro, dado que ficam agrupados no mesmo cluster,
embora tenha proporcionado a separagdo das espécies P. cambivora e P. cinnamomi
presentes no conjunto dos isolados em estudo.

O reduzido polimorfismo detectado nos isolados P. cinnamomi obtidos em
castanheiro, com a utilizacdo dos cinco primers “10-mer” seleccionados entre os 40
testados, ndo deixara de estar relacionado com a proximidade taxonémica dos isolados

em estudo e ao facto de todos os isolados em estudo terem sido obtidos no mesmo
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hospedeiro ao contrario do que acontecia quando se seleccionarem os primers
“10-mer” a utilizar.

A técnica RAPD podera ter maior aplicabilidade na caracterizagcdo dos isolados
de P. cinnamomi se o polimorfismo for associado a caracteristicas especificas dos
isolados e nao em termos globais como foi realizado neste trabalho. O polimorfismo
associado a determinada caracteristica necessitara que se testem maior nimero de
primers “10 mer” dos 1000 comercializados pela Operon Techonogies.

Os marcadores moleculares baseados nos RAPDs tém tido uma aplicacdo
reduzida na caracterizacdo molecular de P. cinnamomi ao nivel infra-especifico. Na
bibliografia apenas encontramos Chang et al. (1996) que utilizaram esta metodologia
para caracterizar isolados de compatibilidade sexual Al e A2 em P. cinnamomi. Os
resultados, no entanto, ndo permitiram caracterizar os isolados em estudo, indicando
mesmo ser esta metodologia mais adequada para diferenciar os isolados obtidos de
hospedeiros diferentes.

A técnica RAPD tem sido igualmente pouco utilizada noutras espécies do género
Phytophthora. P. infestans ¢ a espécie de Phytophthora melhor caracterizada em
termos de variabilidade genética e populacional, devido a introdu¢do na Europa, na
década de 70, do “mating type” A2 e do aparecimento da resisténcia ao fungicida
metalaxil na década de 80. Os marcadores RAPDs ndo tiveram em P. infestans uma
utilizagdo frequente apesar das aplicagdes iniciais indicarem o interesse desta técnica
na caracterizagdo molecular das diferentes populagdes (Punja et al., 1998).
Carlisle ef al. (2001) além dos marcadores proteicos (glucose-6- phosphato isomerase
(Gpi) e a aloenzima peptidase (Pep) sempre utilizados na caracterizagdo das
populacdes de P. infestans estudaram a diversidade genética das diferentes populacdes
da Inglaterra, Irlanda e Europa continental utilizando a técnica RAPD. Esta técnica
permitiu detectar variabilidade genética entre as diferentes populacdes em estudo
tendo os autores atribuido a variabilidade entre as populagdes a deriva genética
“founder effect” e ao reduzido intercAmbio de material vegetal entre as regides em
estudo. A variabilidade genética em cada populagdo foi atribuida a mecanismos
associados a multiplicagdo assexuada. Mahuku et al. (2000) que também tinham
aplicado esta metodologia em populagdes de P. infestans de diferentes locais no
Canad4 ndo detectaram variabilidade entre as populacdes das diferentes regides e

atribuiram a variabilidade genética da populagdo a ocorréncia de mutagdes ou mesmo
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a sensibilidade da técnica RAPD que permite detectar pequenas alteracdes ao nivel do
genoma.

A técnica RAPD por necessitar de quantidades reduzidas de DNA gendmico,
pela facilidade de implementagdo pratica e rapidez na obtengdo de fragmentos de
amplificacdo num numero elevado de individuos aliado a simplicidade da analise
binéria dos resultados foi utilizada com muita frequéncia na caracterizacdo molecular
dos mais diversos organismos. No entanto, os RAPD sdo muito sensiveis as condigdes
laboratoriais nomeadamente as condi¢des de extraccdo do DNA gendémico e condigdes
fisicas e quimicas da reaccdo PCR que alteram os perfis de amplificacdo e
consequentemente a reprodutibilidade da técnica tanto entre repeticoes do mesmo
estudo como entre laboratorios diferentes. Estas limita¢des dificultam a uniformizacao
dos protocolos e dos padroes de amplificagdo tornando esta técnica pouco adequada ao
estudo da variabilidade populacional ao longo do tempo. A falta de reprodutibilidade
dos perfis de amplificacio RAPD foi também a maior dificuldade com que nos
deparamos na utilizacdo desta técnica razdo pela qual ndo a utilizamos em todos os
isolados de Phytophthora obtidos em castanheiro e incluidos neste estudo.

Outro pardmetro sempre avaliado em termos do estudo populacional de
Phytophthora ¢ a sensibilidade ao fungicida metalaxil. O metalaxil ¢ um fungicida
selectivo para os Oomycetes que inibe a sintese do RNA dos ribossomas (rRNA)
interferindo no crescimento micelial. E efectivo em todas as espécies de Phytophthora
a concentracdes muito baixas (inferiores a 1 ppm), apresentando valores de ECsy que
se situam entre os 2 — 30 ng mL"' em P. boehmeriae a 200 ng mL™" em P. cactorum
(Erwin & Ribeiro, 1996). Os mesmos autores referem valores do ECsy que variam
entre 7 — 90 ng mL™' em P. cinnamomi.

Os isolados em estudo foram obtidos em locais onde o metalaxil ndo foi ainda
utilizado e poderd, assim, ser um bom indicador da sensibilidade intrinseca dos
isolados de P. cinnamomi e P. cambivora a esta substancia.

Em P. cinnamomi 69 % dos isolados ndo evidenciam crescimento a 1 pg mL™" de
metalaxil. Dos isolados que evidenciaram crescimento a 1 pug mL™ apenas sete
isolados (15,5 %) evidenciaram crescimento a 10 pg mL™, e quatro isolados, (8,8 %
dos isolados) cresceram a 20 pg mL™ o que evidencia a variabilidade intrinseca dos
isolados de P. cinnamomi em relagdo ao metalaxil. Os isolados que evidenciaram

crescimento a 10 pg mL™" foram isolados nos concelhos de Vinhais, Amarante e
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Braganca, o que demonstra uma vez mais a natureza intrinseca desta caracteristica em
P. cinnamomi, aparecendo em todas as grandes regides da amostragem.

P. cambivora, apesar do menor numero de isolados em estudo, evidenciou menor
sensibilidade ao metalaxil, tendo todos os isolados crescido a 1 e 10 ug mL™ tendo
mesmo 75 % dos isolados desta espécie crescido a 20 ug mL™".

O metalaxil, com um modo de ac¢do muito especifico, determina que a
resisténcia a este fungicida surja muito rapidamente. A resisténcia ao metalaxil ¢
governada por um unico gene com domindncia incompleta. Esta caracteristica
possibilita, em espécies com elevadas taxas de esporulacdo, como P. infestans em
batateira, que os biotipos com resisténcia se tornem dominantes num periodo de tempo
muito curto.

Na Europa a resisténcia ao metalaxil apareceu no mesmo ano em que foi
introduzido como fungicida comercial para o combate de P. infestans tornando este
fungicida ineficaz no combate do mildio da batateira.

A utilizacdo do metalaxil em espécies de Phytophthora, que se desenvolvem no
ambiente solo, quando aplicado formulado em granulos ou na 4gua de rega, foi
considerada menos propicia ao rapido desenvolvimento da resisténcia. No entanto, em
termos praticos a aplicagdo ao solo proporciona de igual forma a selec¢ao dos bidtipos
menos sensiveis ao metalaxil como aconteceu com P. parasitica em tabaco (Shew,
1985).

A deteccdo de bidtipos com menor sensibilidade ao metalaxil em ensaios
laboratoriais ndo significa que o aparecimento da resisténcia a esta substancia seja
iminente no entanto coloca algumas limitacdes na utilizagcdo desta substancia que deve
ser utilizada em conjunto com substancias activas com modo de ac¢do menos
especifica e com um numero reduzido de aplicagcdes por ciclo vegetativo (Shew,
1995).

O metalaxil ndo estd homologado em Portugal para a tinta do castanheiro e as
alteracdes ao nivel da populagdo de Phytophthora quanto ao grau de sensibilidade a
esta substancia nao se colocam em termos da populagdo no seu conjunto. Os resultados
de ECsy obtidos nos isolados 811, 122 e 125 de P. cinnamomi, com redugao da
sensibilidade ao metalaxil na ordem dos 24 — 30 vezes evidenciam a sensibilidade
diferencial dos isolados e a possibilidade da seleccdo dos bidtipos menos sensiveis

com o consequente aparecimento da resisténcia a esta substancia activa.
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A ndo inclusdo do metalaxil no anexo 1 da Directiva 91/414/CEE implica
directamente a ndo comercializacdo a nivel europeu dos produtos com metalaxil,
podendo, como data limite ser utilizadas at¢ Novembro de 2004, considerando a
existéncia de produtos em stock. Esta situacdo inviabiliza uma das estratégias de luta
utilizadas no combate as doengas provocadas por Phytophthora tanto na parte aérea
como radicular e evidencia a dificuldade em combater as doengas associadas com estes
parasitas vegetais baseadas na utilizacdo de produtos quimicos. As estratégias de luta
baseadas nos meios preventivos, desde sempre considerados importantes, mantém a
actualidade e efectividade na prevengao da introducgdo deste tipo de doengas em areas
cada vez mais alargadas.

A utilizacdo de material de propagacdo isento de propagulos assim como a
plantacdo em solos ndo infestados ¢ assim um requisito basico de combate a estas
doengas que s6 pode ser concretizado pela disponibilidade de métodos rapidos e
fiaveis de detecgao e diagnostico.

As técnicas de deteccdo e identificagdo especificas e com elevados niveis de
sensibilidade sdo assim ferramentas fundamentais para garantir a qualidade sanitaria
do material de propagagdo e tornar efectivas as medidas de quarenta assim como
possibilitar o rapido diagndstico fitopatologico e contribuir para o estudo
epidemiologico e de patogénese destes importantes parasitas dos vegetais.

Os métodos cléssicos de deteccdo e identificacdo das espécies de Phytophthora
que atacam as raizes das plantas, ja analisados ao longo deste trabalho, sdo dificeis de
aplicar, muito morosos, exigem elevado grau de especializagdo técnica e na maioria
das situagdes ndo se conhece o grau de sensibilidade dos métodos utilizados.

Os métodos imunoenzimaticos com elevada especificidade e sensibilidade de
detecg¢do em virus, fitoplasmas e bactérias fastidiosas dos vegetais, ndo tiveram grande
aplicacdo em Phytophthora dada a falta de especificidade mesmo com a utilizagao de
anticorpos monoclonais (Drenth & Irwin, 2001).

Os métodos moleculares baseados na técnica PCR constituem actualmente novas
areas de desenvolvimento das técnicas de diagndstico em todas as areas da
microbiologia e também em Phytophthora. Henson & French (1993) referem como
vantagens desta técnica de diagnostico a de ndo ser necessario isolar em cultura pura
0s organismos patogénicos; possuir elevada especificidade e sensibilidade; ser possivel
desenhar primers com diferentes graus de especificidade, ao nivel do género, da

espécie ou mesmo da estirpe e poder ser utilizada a custos relativamente baixos.
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A especificidade da técnica PCR, primeiro requisito exigido a qualquer método
de diagnoéstico ¢ obtida pelo desenho de primers especificos em regides gendmicas
caracteristicas do organismo em estudo. A regido gendmica que codifica para o RNA
dos ribossomas (rDNA) estd bem caracterizado no género Phytophthora sendo a regiao
gendmica na qual se baseiam as técnicas moleculares de identificagao de Phytophthora
e uma grande parte das estratégias moleculares para a deteccdo e diagndstico das
espécies dentro deste género.

“Nested” PCR ¢ uma estratégia de deteccdo muito utilizada em espécies de
Phytophthora sendo os primers especificos desenhados no interior da regido rDNA.
Estes primers sdo utilizados numa segunda reac¢gdo PCR cujo DNA molde ¢ a regido
mais alargada da regido do rDNA amplificada numa primeira reaccdo PCR com
primers universais.

A aplicacdo pratica desta estratégia de deteccdo nem sempre conduz a resultados
de amplificagdo com a especificidade pretendida. Com a utilizagdo desta estratégia
Nechwatal et al. (1999), ndo obtiveram primers especificos para P. cambivora e
P. quercina apesar de terem testado varios pares de primers.

Neste trabalho, com a utilizagdo dos primers DC9 e DC4 (Cacciola et al., 1999)
e DC5 (SCRI) desenhados nesta mesma regido genOmica para a detec¢do de
P. cinnamomi e P. cambivora, ndo obtivemos produtos de amplificacdo especificos
tendo aparecido reacgdes cruzadas com todas as espécies de Phytophthora testadas
neste estudo e mesmo com Pythium sp. e C. parasitica.

O desenho de primers especificos para aplicagdao da técnica PCR de diagndstico
pode ser concretizado em qualquer regido gendmica caracteristica de determinado
organismo desde que seja conhecida a sequéncia de nucleotidios dessa mesma regido.

A caracterizagdo RAPD-PCR realizada neste trabalho permitiu detectar
fragmentos de amplificacdo Unicos em P. cinnamomi com caracteristicas adequadas
para o desenvolvimento de um marcador SCAR. Esta estratégia de detecgdo foi
também utilizada por Schubert et al. (1999) para a obtencdo de primers especificos
para P. cambivora e P. quercina e por muitos outros autores com o mesmo objectivo
mas aplicados a outras situagdes de detec¢ao, Hermosa et al. (2001) na deteccao de
Thrichoderma atroviride 11 utilizado como agente de bio controlo, Catara et al. (2000)
para deteccdo de Pseudomonas corrugata e Zijlstra (2000) para identificacdo de

nematodes do género Meloidogyne.
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A transformacdo do fragmento de amplificagio RAPD caracteristico de
P. cinnamomi num marcador SCAR foi realizada pela aplicacdo das técnicas
moleculares consideradas adequadas.

A especificidade do marcador SCAR foi avaliada por “Southern-blot”
utilizando-se DNA genomico de diferentes espécies de Phytophthora de referéncia:
P. cambivora, P. cinnamomi (342, 120), P. quercina, P. nicotianea, P. citricola,
P. capsisi, P. syringae, DNA gendmico de castanheiro (Castanea sativa) e de uma
levedura isolada do mel R. mucilaginosa digeridos com a mesma enzima de restri¢ao
(Rsa 1) para garantir a identificacdo do fragmento em andlise. O “Southern-blot”
evidenciou o aparecimento de sinal de hibridacdio DNA/DNA na regido dos
500 pb apenas na espécie P. cinnamomi (342.72 e 120), aparecendo um forte sinal de
hibridac¢ao na regido dos 3000 pb em todas as espécies de Phytophthora. Na espécie
P. cinnamomi aparece ainda um outro sinal de hibridagcdo na regido dos 900 pb. O
aparecimento dos diferentes sinais de hibridagdo pode estar associado a digestdes
parciais do genoma pela enzima de restricdo ou a repetigdes desta sequéncia no
genoma.

Os resultados obtidos com o “Southern-blot” validam a utilizagdo do marcador
SCAR como regido genOmica caracteristica de P. cinnamomi, objectivo imediato
pretendido, constituindo ainda uma ferramenta importante para perspectivar estratégias
para alargar o conhecimento da regido gendmica que inclui o fragmento SCAR.

A natureza da técnica SCAR ndo permite conhecer, a partida, as caracteristicas
da regido gendmica amplificada da sua variabilidade nas diferentes espécies de
Phytophthora e mesmo na espécie P. cinnamomi para a qual foi desenvolvido, assim
como saber se ¢ uma regido codificante de um gene ou uma regido ndo transcrita.
Conhecer as caracteristicas da regido genomica ¢ importante ndo s6 em termos do
genoma de P. cinnamomi mas também para garantir a estabilidade dos métodos de
detec¢dao com base nesta regido gendmica.

Os primers para a deteccdo especifica de P. cinnamomi desenhados na
extremidade do fragmento amplificado, Cinl, Cin3 com 23 nucle6tidos ndo incluem a
sequéncia do primer OPO-08 que lhe deu origem. O primer Cinl ¢ um primer
desenhado no sentido reverso na extremidade 3’ e o primer Cin3 no sentido directo
desenhado proximo da extremidade 5°. O primer Cin2 foi desenhado no sentido directo

e proximo da extremidade 5’ com o objectivo de constituir uma nova hipdtese de
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especificidade para deteccao de P. cinnamomi € nao com o objectivo de utilizagdo em
“Nested” PCR.

Schubert et al. (1999) incluiram a sequéncia de nucleoétidos do primer “10-mer”
nos primers por eles desenhados mas outros autores optam por nao a incluir. Com a
utilizacao dos primers que incluiam a sequéncia de nucledtidos do primer “10-mer”
OPO-08, obtivemos o fragmento de amplificacdo esperado tendo aparecido um
fragmento de amplificacdo de menor intensidade com aproximadamente 400 pb que
por vezes também apareceu com a utilizacdo do primer OPO-08 em DNA gendmico de
alguns isolados.

Todos os testes de especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade foram
realizados com os primers desenhados na sequéncia dos nucle6tidos sem incluir a
sequéncia dos nucleotidos do primer “10-mer”.

A especificidade dos primers foi avaliada em reacgdoes PCR utilizando o par de
primers Cin3/Cinl e Cin2/Cinl em DNA obtido de culturas puras das espécies de
referéncia utilizadas neste estudo que incluem cinco isolados de referéncia de
P. cinnamomi. Os dois pares de primers proporcionaram resultados semelhantes. Com
o primer Cin2/Cinl obteve-se um fragmento de amplificagdo em P. quercina que no
entanto nao invalida nem dificulta a aplicagdo desta metodologia uma vez que a
dimensdo do fragmento com aproximadamente 800 pb ¢ perfeitamente diferenciavel
do fragmento caracteristico de P. cinnamomi. O fragmento com 663 pb € caracteristico
de P. cinnamomi tanto do tipo de compatibilidade A1 (341.72) como A2 (342.72) nao
ocorrendo amplificagdo em P. cinnamomi var. parvispora.

A reprodutibilidade e robustez da técnica foi avaliada pela utilizagdo de DNA de
18 isolados de P. cinnamomi obtidos em castanheiro e incluidos neste estudo, tendo-se
obtido fragmentos de amplificagdo em todos os isolados de P. cinnamomi.

A sensibilidade do método de detecgao foi realizada com dilui¢des do DNA
molde de P. cinnamomi a partir de uma solugdo de DNA com 65-75 ng/ul. Os
resultados da reaccdo PCR com 35 ciclos de amplificacdo indicam a diluigdo 1/100
como limite de detec¢do por PCR.

A sensibilidade do método de detec¢ao baseado na PCR pode ser aumentada
utilizando variantes desta técnica. Com a utilizagdo da variante designada “Nested”
PCR, Grote et al. (2000) referem um aumento da sensibilidade do método de deteccao
da ordem da unidade de milhar em P. nicotianea e Baudry (1999) refere um aumento

da sensibilidade do método na ordem das 100 unidades em P. fragariae var. fragariae
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com a utilizagdo de solugdes de DNA mais complexas por terem resultado de
extrac¢ao de tecidos infectados. Valores da mesma ordem de grandeza sdo igualmente
referidas por Ippolito et al. (2002) em P. nicotianea e P. citrophthora e por
Llop et al. (2000) em Erwinia amylovora.

Esta variante PCR permite o aumento da sensibilidade do método de deteccao
por PCR sem necessidade de aplicagdo de novas metodologias e equipamentos,
apresenta a desvantagem de necessitar de uma segunda reac¢ao PCR que pode originar
um aumento dos falsos positivos devido a inerente utilizagdo do DNA amplificado na
primeira reac¢do PCR. Llop et al. (2002) desenvolveram uma técnica que permite a
realizagdo das duas reaccdes de amplificagdo no mesmo tubo para diminuir as
contaminagdes resultantes da manipulagdo das amostras. Esta metodologia esta
validada para aplicacdo em Erwinia amylovora e em CTV / Citrus Tristeza Virus
organismos de quarentena da lista A2 — OEPP (Projecto DIAGPRO).

A técnica de diagnostico por PCR apresenta algumas limitagdes de ordem pratica
na deteccdo dos produtos de amplificagcdo por electroforese quando ¢ necessario
avaliar elevado nimero de amostras. Esta limitacao levou ao desenvolvido de outras
estatégias para a rapida deteccdo do DNA amplificado. Os métodos imunoenzimaticos
de deteccao do DNA: PCR-ELISA e os métodos de transferéncia por ressonancia de
fluorescéncia — PCR em Tempo Real sdo os métodos de mais frequente utilizagdo. Em
PCR-ELISA ¢ incorporado um marcador quimico (digoxigenina) nos produtos PCR
durante a amplificagdo seguido de hibridacdo dos produtos amplificados numa
microplaca com uma sonda complementar da sequéncia amplificada. O marcador
imobilizado na placa ¢ detectado por ELISA pela adicdo do conjugado da enzima
especifico para digoxigenina e adi¢do do substrato colorimétrico seguido da leitura a
405 nm. Bailey et al. (2002) utilizaram esta técnica no desenvolvimento de uma sonda
especifica por PCR-ELISA para deteccao de Phytophthora € Pythium e Nolasco et al.
(2003) para a deteccdo de virus com o desenvolvimento da técnica “Asymetric
PCR-ELISA” para facilitar a aplicagdo da técnica e diminuir os custos da sua
aplicagdo.

A PCR em Tempo Real ¢ uma técnica em que o DNA amplificado ¢ quantificado
medindo a intensidade da fluorescéncia na fase exponencial de amplificacdo. Esta
tecnologia utiliza uma sonda (TagMan®) marcada com pigmentos fluorescentes nas
duas extremidades que hibridam no interior da regido a amplificar por PCR. A

fluorescéncia ¢ originada pela actividade 5’ nuclease da Tag polimerase que ao retirar
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um dos pigmentos fluorescentes resulta num aumento da fluorescéncia emitida. A
fluorescéncia ¢ quantificada em equipamentos especificos e pode ser associada a
quantidade de DNA presente nas amostras iniciais se incluido no ensaio quantidades
estandardizadas de DNA para a determinagdo de uma curva de calibracdo e
quantificagdo. A quantidade de DNA presente na amostra pode assim ser determinada
sem necessidade de qualquer manipulacdo posterior da amostra.

Esta metodologia muito utilizada em diagnostico médico de virus e bactérias tem
tido uma aplicagdo cada vez mais alargada em diagnostico fitopatoldgico.
Bohm et al. (1999) testaram esta metodologia em P. infestans e P. citricola tendo
desenvolvido primers e sondas para detectar € monitorizar estes patogénios em plantas
horticolas e florestais, respectivamente. Schena et al. (2002) aplicaram esta mesma
metodologia na detec¢do de Rosellinia necatrix, (Cullen et al., 2001) em
Helminthosporium solani e (Graaf et al., 2003) em Spongospora subterranea.

A eficiéncia da reaccdo PCR em Tempo Real ¢ maior se os produtos a amplificar
tiverem entre 50 e 150 pb (Bohm et al., 1999). Estes autores propdem mesmo o
desenvolvimento de primers que satisfacam esta exigéncia do método, uma vez que
com os primers até agora desenvolvidos que pretendiam amplificar regides gendmicas
de maiores dimensdes nao € possivel aplicar esta nova metodologia de diagnostico.

A regido gendmica sequenciada neste trabalho pelas sua especificidade em
P. cinnamomi pode ser utilizada para o desenvolvimento desta nova metodologia que
pela automatizagdo inerente ao desenvolvimento desta técnica facilita o processo de
deteccao e identificacdo quando € necessario processar elevado nimero de amostras.

Ultrapassadas com sucesso as etapas de avaliagdo da especificidade e
sensibilidade do método de detec¢do com a utilizacdo de DNA extraido de culturas
puras e de referéncia para as diferentes espécies de Phytophthora utilizou-se o método
baseado na PCR com os primers Cin3/Cinl ou Cin2/Cinl em situagdes de aplicacao
em diagnostico: plantas com sintomas da doenga da tinta, tecidos vegetais e 4gua da
diluicao do solo utilizada nas técnicas armadilha.

A utilizacdo de amostras de DNA molde de composi¢do complexa como a que se
obtém de tecidos vegetais ou do solo originam com frequéncia inibi¢ao das reacgdes
de amplificacdo ou reduzem drasticamente a sensibilidade dos métodos baseados na
PCR. Os fenois, polissacaridos ou outros constituintes celulares ou os acidos hiimicos
existentes no solo inibem as reacgdes de amplificagdo do DNA por inibirem a ac¢do da

. . . ~ . + , .
enzima de polimerizacdo, quelatizarem o Mg ** que é um co-factor da enzima de
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amplificacdo ou por se ligarem ao DNA molde (Roose-Amsaleg et al., 2001; Poussier
et al.,2002).

A natureza da amostra a analisar determinarda o método de extraccdo a utilizar
para que a reac¢do de amplificagdo ndo seja inibida. Estas limitacdes na obtengdo do
DNA tém constituido um entrave a utilizagdo generalizada deste método em deteccao
e diagnostico fitopatoldgico. A presenga de substancias inibidoras da reac¢do PCR foi
também por nds constatada uma vez que ndo se obteve qualquer produto de
amplificacdo PCR quando se utilizou como DNA molde o DNA extraido dos tecidos
do caule de castanheiro inoculados com micélio de P. cinnamomi pelo método CTAB
(Dolye & Dolye, 1990). Esta dificuldade s6 foi solucionada pela utilizacdo do kit
Wizard® para purificagdo do DNA.

Tendo como referéncia este ensaio preliminar utilizamos o método DNeasy Plant
Mini kit (Quiagene, Germany) para a extrac¢do do DNA das raizes das plantas que
cresceram em substrato inoculado com P. cinnamomi a que se seguiu a purificacdo do
DNA pelo Kit Wizard® uma vez que as amostras evidenciavam uma intensa cor
castanha no final do processo de extrac¢ao.

Os resultados obtidos com a utilizagdo da PCR-Diagndstico confirmaram os
resultados obtidos com a utilizacdo do meio selectivo P;oVPH, tendo mesmo detectado
a presenca do parasita em plantas de castanheiro onde os métodos classicos ndo tinham
evidenciado resultados positivos.

As raizes das plantas utilizadas nesta avaliacdo encontravam-se em avangado
estado de degradacao e ja muito apodrecidas correspondendo a situagdes extremas de
degradacdo dos tecidos da raiz sem que a reac¢do de amplificag¢do tenha sido afectada.

A detecgdo e identificacdo, em simultaneo, de P. cinnamomi associada com a
doencga da tinta do castanheiro em tecidos radiculares pela técnica PCR constituem
uma metodologia fidvel e rdpida podendo ainda ser aplicada ao solo e substratos
utilizados nos viveiros ou mesmo no solo onde a cultura vai ser instalada. Para a
aplicacdo da técnica PCR ao solo ¢ necessario obter o DNA presente nesse solo. A co-
extracgdo dos acidos humicos do solo, a presenca do inoculo em estruturas de
resisténcia das quais ¢ mais dificil extrair o DNA e a necessidade de utilizar amostras
muito diminutas (1 pL) na reac¢do PCR constituem dificuldades sucessivas na
utilizacdo desta metodologia.

Os métodos armadilha que se baseiam na infec¢ao dos tecidos pelos zodsporos,

os propagulos primarios de infeccdo dos tecidos vegetais, foram utilizados em
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conjunto com a PCR-Diagndstico realizada nos tecidos armadilha e a agua onde se
encontram a flutuar os tecidos vegetais, como método de detec¢do de P. cinnamomi no
solo.

A fragilidade estrutural dos zodsporos, que nesta fase ndo possuem parede
celular, a infeccdo recente dos tecidos vegetais conjugado com a especificidade da
reacgdo PCR, que ndo ¢ afectada pela presenga de outros organismos, permitem
ultrapassar algumas das limitagdes que se colocavam na extraccdo do DNA do solo.

Os métodos simplificados de extraccdo do DNA utilizados neste trabalho
constituem uma referéncia da possibilidade da utilizagdo desta metodologia em
estudos de epidemiologia e deteccdo de P. cinnamomi no solo e que também
Foster et al. (1993) consideram importante na aplicacdo destes metodologias em
situacdes de aplicagdo pratica.

Os resultados obtidos no ensaio de detecgdo em que se utilizou terra vegetal
inoculada com P. cinnamomi como “solo problema” evidenciam a eficiéncia de
deteccao por PCR-Diagnostico de P. cinnamomi nos tecidos vegetais com resultados
positivos a partir das 24 horas e que se mantém as 48 e 72 horas e com menor grau de
eficacia as 96 horas.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos na utilizagdo desta técnica em
que obtivemos isolamentos positivos nos tecidos da folha do castanheiro a partir das
24 horas mas a maior percentagem de isolamento ocorreu consistentemente as 48
horas de incubagio dos tecidos armadilha. As 72 e 96 horas de incubacéo dos tecidos
armadilha ¢ evidente maior contaminacao das placas por organismos de crescimento
mais rapido que dificultam a visualizacdo microscopica do micélio de Phytophthora

A deteccdo por PCR-Diagnéstico a partir da dgua onde flutuam os tecidos
armadilha para detec¢do dos zodsporos apesar de detectar P. cinnamomi desde as 24
horas do ensaio nao proporciona reac¢des de amplificacdo em todas as repeti¢des
ensaiadas.

Os resultados negativos da reaccdo PCR podem estar associados a factores de
inibi¢do da enzima de polimerizacdo presentes nas solucdes de DNA e a falhas na
manipulagdo dos inimeros constituintes da reac¢ao que introduzem alguma incerteza
na interpretacdo dos resultados obtidos. Os resultados falsos negativos podem no
entanto ser minimizados com a introdu¢do na reac¢do de amplificacdo de primers
universais que possibilitam a amplificagdo PCR de regides caracteristicas do rDNA

como o NS1 e NS2 de White at al. (1990) utilizado por Winton & Hansen (2001) que
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possibilita a amplificagdo de um fragmento com 550 pb em plantas, protistas e fungos
e que funcionard como um controlo positivo para o funcionamento da enzima de
polimerizacdo do DNA tornando a interpretacdo dos resultados obtidos mais objectiva
e fiavel.

A técnica PCR de deteccdo das espécies de Phytophthora associadas com a
doenga da tinta pode ainda ser optimizada pela utilizagdo da técnica “multiplex” PCR
que permite detectar numa unica reac¢do PCR, P. cambivora e P. cinnamomi. Os
resultados obtidos com a utilizagdo de DNA extraido de micélio de culturas puras de
Phytophthora ¢ com os primers CAMB3/CAMB4 e Cin3/Cinl evidenciaram a
especificidade do método de detec¢do destas duas espécies de Phytophthora
associadas com a doenga da tinta do castanheiro. Os protocolos de “PCR Multiplex”
com a utilizagdo de DNA molde extraido de plantas doentes terdo ainda de ser testados
e ajustados para que a sensibilidade de deteccdo seja semelhante nas duas espécies de

Phytophthora associadas coma a doenga da tinta.

147



148



6. CONCLUSOES

1 — A detecgdo e isolamento em cultura pura das espécies de Phytophthora associadas
coma doenga da tinta necessita que se ponderem e planeiem as técnicas ¢ métodos a
utilizar em cada situagdo concreta de diagnodstico. Os resultados obtidos permitem

concluir que:

a) O meio selectivo P;)VPH de Tsao & Guy (1977) proporciona resultados

fiaveis em todas as situagdes de isolamento.

b) A técnica de tecido armadilha com a utilizagdo de discos de folha de
castanheiro ¢ uma técnica fidvel na deteccdo de Phytophthora do solo e de

tecidos em avangado estado de degradacao.

¢) O método armadilha de planta inteira utilizada na deteccdo de Phytophthora
nos soutos com mais de 30 anos de plantagdo e com sintomas da doenca da
tinta proporcionou o isolamento de Phytophthora em todos os locais
amostrados o que valida a utilizagdo desta técnica de deteccdo de

Phytophthora em soutos adultos.

2 — A identificagdo especifica dos isolados de Phytophthora associados com a doenga
da tinta, baseada neste trabalho apenas nos critérios morfoldgicos diferenciadores,
evidencia a dificuldade da identificacdo ao nivel da espécie no género Phytophthora

com base em critérios morfologicos.

3 — Os métodos de identificacio molecular baseados na regido ITS1, 5.8S e ITS2
proporcionaram a identificagdo dos isolados de Phytophthora ao nivel da espécie de
forma objectiva e fiavel, tanto pelo método ITS-RFLP como pela sequenciagao dos
nucleotidos desta regido gendémica. A variabilidade do perfil de restricio com a enzima
Msp 1 nos isolados de P. cinnamomi ocorreu devido a alteragdes na sequéncia de bases

na regido do ITS2 correspondentes a um dos locais de corte desta enzima.

4 — Identificaram-se duas espécies de Phytophthora associadas com a doenga da tinta

na regido Norte de Portugal: P. cambivora e P. cinnamomi. P. cinnamomi foi a espécie
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mais frequentemente isolada estando presente em soutos jovens e adultos sendo
mesmo a unica espécie isolada em viveiros florestais. P. cambivora (com apenas 4
isolados) foi isolada em soutos jovens e adultos e ainda em plantas de castanheiro com
6-8 anos de plantagdo onde era evidente a degradagao dos tecidos do colo em forma de

V invertido.

5 — Todos os isolados de Phytophthora associados com a doenga da tinta sdo do grupo

de compatibilidade sexual A2 e nenhum ¢ auto-compativel.

6 — P. cinnamomi apresenta maior sensibilidade ao metalaxil e também maior
variabilidade. Alguns isolados (9 %) apresentam sensibilidade reduzida ao metalaxil o
que pode indicar o rapido aparecimento da resisténcia por ac¢do da pressao de selec¢ao

resultante da aplicagdo desta substancia activa.

7 — A técnica de caracterizagdo molecular baseada nos RAPD ndo permitiu avaliar a
diversidade genotipica dos isolados de Phytophthora associados com a doenga da tinta,
embora tenha permitido a separagdo dos isolados ao nivel da espécie. A reduzida
reprodutibilidade destes marcadores moleculares aconselha a que se utilizem
marcadores moleculares mais estdveis como os AFLP para o estudo da variabilidade

gendtipica.

8 — As técnicas moleculares de deteccdo baseadas no SCAR — PCR-Diagnostico,
desenvolvido neste trabalho para a espécie P. cinnamomi, evidenciaram ser especificas
e com um grau de sensibilidade que possibilita a sua utilizagdo na deteccdo de
P. cinnamomi nas raizes das plantas de castanheiro, tecidos vegetais e na agua dos

métodos armadilha.

9 — A PCR-Diagnéstico permite detectar e identificar P. cinnamomi numa Unica
reac¢do PCR o que reduz o nimero de manipulagdes das amostras e consequentemente

as contaminagdes sempre indesejaveis em diagnostico.

10 — A aplicagdo das técnicas PCR-Diagnostico pela sua especificidade, sensibilidade

e fiabilidade constituirdo ferramentas imprescindiveis em quarentena tanto no sentido
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lato como restrito, na producao de material de propagacdo isentos de propagulos destes
parasitas e em estudos de patogénese e epidemiologia determinantes para se

perspectivarem novas estratégias no desenvolvimento de variedades resistentes.
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