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RESUMO. Anilise filogenética através de caracteristicas morfoldgicas e culturais ¢
considerada inconsistente e de dificil aceitagio cientifica, uma vez que nao hi como estabelecer
a diregio da evolugio de caracteres morfoldgicos. Os marcadores moleculares sio mais
apropriados para anilises filogenéticas. O seqiienciamento das regides ITS1 e ITS2 (Internal
Transcribed Spacer) ¢ o gene 5.8S rDNA foram utilizados para estimar a variagio e a distincia
genética entre 10 isolados de Phytophthora capsici. A quantidade de variagio genética entre os
isolados de P. capsici de diferentes regides do Estado de Sao Paulo foi de 0,1% a 1,6% ¢ de 0,1%
a 1,1% nas regides ITS1 e ITS2, respectivamente, ¢ uma distincia filogenética de 78,5% entre
os isolados de P. capsici e Phytophthora spp.

Palavras chave: DNA ribossomal, ITS, filogenia, Phytophthora sp.

ABSTRACT. Phylogenetic analysis of Phytophthora capsici Leonian in the state of Sao
Paulo based on the nucleotides sequence of ITS-5.8S rDNA region. Phylogenetic
analysis through morphological and cultural traits is considered inconsistent and hard to be
scientifically accepted once there is no way to establish the direction of evolution on
morphological traits. Molecular markers are suitable for phylogenetic analysis. The
sequencing of ITS1 and ITS2 (internal transcribed spacers) regions and of 5.8S gene from
ribosomal DNA were used to estimate the genetic variation and distance of 10 Phytophthora
capsici isolates. The amount of genetic variation amongst isolated P. capsici from distinct regions
of Sio Paulo State was 0.1 to 1.6 and 0.1 to 1.1% at ITS1 and ITS2, respectively, and a
phylogenetic distance of about 78.5% between P. capsici and Phytophthora spp. was observed.
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Introducao

O género Phytophthora é estudado desde o inicio da
fitopatologia (Erwin e Ribeiro, 1996) e abrange patégenos
destrutivos a intimeras espécies de plantas no mundo
(Lee e Taylor, 1992). Sao descritas mais de 60 espécies das
quais e Phytophthora capsici Leonian é uma das muitas
estudadas e conhecidas, devido aos danos que causa 2
cultura do pimentio. Phytophthora capsici foi descrita pela
primeira vez por Leonian (1922) e, atualmente, estd
classificada taxonomicamente como pertencente a0 reino
Chromista (Hawksworth ef al., 1995). Esse patdgeno é o
agente causal da murchadeira em plantas de pimentio,
mas também pode atacar outras espécies como tomate ¢
berinjela (Azevedo e Silva, 1986).

A classificagio taxondmica clissica de P. capsici leva
em consideracio importantes critérios, tais como: forma e
natureza do esporingio, forma de inser¢io do anteridio
com o oogdnio e seletividade de hospedeiros (Stamps et
al., 1990). Técnicas moleculares também tém sido
utilizadas conjuntamente com caracteres morfoldgicos,
no intuito de auxiliar a classificagio de Phytophthora.
Através do uso de marcadores isoenziméticos, Mchau e
Coftey (1995) dividiram a espécie P. cpsici em dois
grandes grupos, CapA e CapB. As seqiiéncias de
nucleotideos das regides internas transcritas (ITS1 e
ITS2) do gene ribossomal 5.85 rDNA, bem como o
proprio gene 58S rDNA tm sido utilizadas na
taxonomia de Phytophthora (Berbee e Taylor, 1992; Lee ¢
Taylor, 1992), visando a um rdpido diagndstico de P.
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capsici, ~Ristaine et al.  (1999)  desenvolveram
oligonucleotideos  especificos,  utilizando,  assim,

seqtiéncias de nucleotideos da regido ITS 1-5.85 rDNA-
ITS2.

O uso da regido ITS1-5.8S-ITS2 para fins de
filogenia tem sido muito utilizado atualmente, por ser,
muitas vezes, uma regiio especifica para cada espécie e
com baixas variagdes dentro do género (Cooke et dl.,
2000). As seqiiéncias dessa regiio tm sido muito
utilizadas na detecgio e identificagio de novas espécies de
Phytophthora ¢ outros oomycetos como Pythium (Paul,
2001).

A hipétese da evolugio do género Phytophthora a partir
de ancestrais do género Pythium, inicialmente proposta
por Tucker (1931) e Gaiimann (1952), foi somente
comprovada com o uso de técnicas moleculares, através
do seqiienciamento da regiio ITS-rDNA. Através das
seqiiéncias dessa regido foi possivel também o estudo
mais aprofundado e comprovativo das relacoes
filogenéticas entre o género Phytophthora e os outros
omycetos. Estudos realizados por Nues ef al. (1994) e
Briard ef al. (1995) na familia Pythiaceae, utilizando
seqtiéncias do 28S rDNA e ITS, demonstram uma
divisio em grupos distintos, tais como do género
Phytophthora e Pythium.

O objetivo deste estudo, portanto, foi analisar as
relagdes filogenéticas existentes entre os isolados de
Phytophthora  capsici Leonian obtidos de plantas de
pimentio de diferentes regides produtoras no Estado de
Sao Paulo.

Material e métodos

Condicoes de crescimento e extracao de DNA

Os isolados de Phytophthora capsici dos quais extraiu-se
DNA, assim como as seqiiéncias obtidas junto ao
GenBank, estio listados na tabela 1. O crescimento de
cada isolado foi efetuado em 100mL de meio de cultura
liquido batata-dextrose, em frascos de 250mL, para onde
foram transferidos de 3 a 5 discos de 5Smm de diimetro,
de meio de cultura com crescimento micelial do fungo. A
cultura foi incubada a temperatura de 26°C, por 5 dias no
escuro, sob agitagio de 150 rpm. Apds esse periodo, o
micélio foi filtrado e lavado com dgua bidestilada e
esterilizada. O micélio obtido foi macerado em
nitrogénio liquido e a extragio de DNA gendmico total
foi realizada segundo metodologia de Kuramae-Izioka
(1997).

Seqiienciamento da regiao ITS-5.8S rDNA e
analise dos dados.

Procedeu-se 3 reagio de PCR dos isolados de
Phytophthora capsici - utilizando-se os oligonucleotideo
ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) para ITS (Internal
Transcribed ~ Spacers) e gene 5.8S rDNA (DNA

Rosaet al.

Ribossémico). As amplificagdes foram realizadas
empregando-se 100ng de DNA gendémico, 1,5mM de
MgCl,, 2 U de Taq DNA polimerase, 0,2mM de cada
dNTP, 50mM de KCI, 10mM Tris-HCl e 0,2mM de
cada oligonucleotideo. A reagio foi procedida em
termociclador utilizando-se o programa: 94°C por 2
min., para denaturagio inicial; 35 ciclos de 94°C por 1
min., 55°C por 1min., 72°C por 2min., ¢ ; 5min. a 72°C.

O fragmento de DNA amplificado foi visualizado
em gel de agarose 1%, em um transiluminador
(Sambrook ef al., 1989). Os produtos de PCR foram
purificados em coluna MicroSpin S-400 HR conforme
instrugdes do fabricante (Amersham Pharmacia).

As reacdes de seqlienciamento foram realizadas para
um volume de 10uL, utilizando-se 75ng do produto de
PCR purificado ou do produto de clonagem, 2,0ul de
“Big Dye Terminator” da Amersham, 3,5uL de 4gua
ultrapura Milliq e 1mM de cada um dos
“oligonucleotideo” ITS2, ITS3, ITS4 e ITS5, de acordo
com o protocolo para “Amersham Premix Terminator”
(Amersham Pharmacia). Estas foram submetidas 2
reacio de seqiienciamento em termociclador PTC-100
(MJ. Research, Alameda, CA, EUA) para um ciclo a
96°C por 2min., seguido de 35 ciclos a 96°C por 1min.,
35°C por 1min., 72°C por 1,5min., e um ciclo a 72°C
por 5min.

O seqiienciamento foi realizado em placas de 48cm,
utilizando-se um gel de poliacrilamida “Long Ranger” da
FMC BioProducts. O seqiienciamento foi efetuado em
um seqienciador de nucleotideco (PE Applied
Biosystems Model 377 DNA Sequencer) de acordo com
instrugdes do fabricante. As quatro seqiiéncias obtidas
pelos quatro oligonucleotideos, para cada isolado, foram
analisadas e alinhadas utilizando-se
“Phred/Phrap/Consed” (Ewing et al., 1998; Gordon et al.,
1998). A seqiiéncia-consenso obtida do alinhamento
teve qualidade “Phred” maior que 20. A seqiiéncia-
consenso de todos os isolados de Phytophthora capsici mais
as seqiiéncias da regiio ITS-5.8S rDNA dos isolados do
GenBank (Tabela 1) foram alinhadas usando o software
ClustalX. Ao utilizar o software ClustalX, foi gerada uma
arvore filogenética entre os isolados através do método
“Neighbor-joining”(Saito ¢ Nei., 1987) com valores de
1000 “bootstrap” e visualizada no programa Treeview
(Page, 1996) ¢ njplotWIN95 do kit ClustalX
(Thompson et al., 1997). Foi gerado um arquivo nexus, o
qual foi empregado para a andlise de relagdes
filogenéticas dos isolados. Obteve-se, assim, uma matriz
de similaridade, utilizando-se o software PAUP*
(version 4.0b5a, Swafford, 2001) com anilise heuristica
de 50 réplicas de “tree-bisection-reconnection” (TBR)
para anilise do algoritmo “branch-swapping” para
relagdes filogenéticas.
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Tabela 1. Isolados de Phytophthora spp. ¢ Pythium zingiberum estudados.

Isolado Acesso” Hospedeiro Origem Ano
P1 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Sorocaba /SP/Brasil 1998
P5 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Paulinia /SP/Brasil/ 1999
P6 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Bernardino de Campos /SP/Brasil 1999
P7 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Bernardino de Campos/SP/ Brasil 1999
P8 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Guaref/SP/ Brasil / 2000
P12 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Paulinia /SP/Brasil 1998
P13 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Sao Miguel Arcanjo/SP/ Brasil 1998
P15 - Phytophthora capsici - Capsicum annum L. Braganga Paulista /SP/Brasil/ 1998
P22 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Ubatuba /SP/Brasil/ 1998
P23 - Phytophthora capsici — Capsicum annum L. Jarinu /SP/Brasil 1999
Phytophthora fragarie var. fragarie AF266762 Fragaria x ananassa Escocia 1979
Phytophthora fragarie var rubi AF266761 Rubus idaeus Suica 1935
Phytophthora infestans AF266779 Solarum tuberosum Holanda 1986
Phytophthora citricola AF266788 Rubu Idaeus Irlanda 1986
DPhytophthora cithophtora AF266785 Atinidia chinensis Chile 1989
Phytophthora capsici gi[8927493 | Piper nigrum India 1989
DPhytophthora capsici gi| 7453609 Lycopersicom esculentun Coréia —
Phytophthora capsici gi| 7453608 | Capsicum annum Coréia —_
Pythium zingiberum | 6468692 —_ Japio —_
Phytophthora palmivora AF266780 Theobroma cacao Papua Nova Guinea 1994
Phytophthora humicola AF266792 Citrus soil Taiwan 1981
Phytophthora gonapodyides AF266793 Salix matsudana Reino Unido 1972
Phytophthora megasperma AF26679%4 Malus silvestris Austrilia 1968
Phytophthora cactorum AF266772 Rubus idaeus Pais de Gales 1985
Phytophthora nicotinae AF266776 — Austrilia —
Phytophthora tentaculata AF266775 Chrysanthemum leucanth. Alemanha 1992
Phytophthora iranica AJ131987 Solanum melongena Ira 1969
Phytophthora phaseoli AF266778 Phaseolus lunatus — —
Phytophthora sojae AF266769 Glicine max Austrilia 1994
Phytophthora melonis AF266767 Cuicumis sp. China 1988
Phytophthora vignae AF266766 Vigna sinensis Austrilia 1988
DPhytophthora europaea AF449493 Quiercus sp Alemanha 2002
DPhytophthora lateralis AF266804 Chamaecyparis lawsoniana USA 1942
Phytophthora syringae AF266803 Rubis idaeus Escécia 1985
Phytophthora brassicae AF266801 Brassica chinensis Reino Unido 2000
Phytophthora porri AF266801 Brassica chinensis Holanda 1995

a- Nimero de acesso do GenBank, NCBI, das seqiiéncias utilizadas neste estudo.

As seqiiéncias de P.capsici foram alinhadas
juntamente com as seqiiéncias do NCBI (Tabela 1),
considerando-se a seqiiéncia de Pythium zingiberum
como “Outgroup” para as andlises de suas relagdes
filogenéticas. Apés alinhamento, efetuaram-se as
anilises das regides ITS1, 5.85 rDNA e ITS2,
separadamente.

Para detecgio de polimorfismos nas seqiiéncias
dos isolados de P. capsici, utilizou-se o programa
computacional DnaSP versio 3 (Rozas e¢ Rozas,
1999), empregando-se o método de DNA
polimorfismo. Essa anidlise detectou os tipos de
polimorfismos e as relagdes desses polimorfismos
entre os isolados de P. capsici.

Resultados e discussao

Ao utilizar os “oligonucleotideos” ITS 4 e ITS 5,
obteve-se o fragmento da regido ITS1-5,8S rDNA-
ITS2 de cada um dos 10 isolados de P. capsici. Os
fragmentos amplificados variaram de 854pb a 860
pb, com as regides ITS1 e ITS2 variando entre 192-
239pb e 395-470pb, respectivamente. Os fragmentos
amplificados do gene 5.8 rDNA variaram entre
142-145pb.

Anilise filogenética

A anilise filogenética das seqiiéncias das regides
ITS-5.8S rDNA dos isolados de P. capsici, obtidos de
plantas de pimentio (Capsicum annum) com sintomas
de murcha, foi realizada conjuntamente com
seqiiéncias disponiveis no Banco Mundial de
Seqiiéncias  (National ~ Center  for  Biotechnology
Information - NCBI). Do NCBI foram obtidas
seqliéncias de P. fragarie var.rubi, P. fragarie var.
fragarie, P. infestans, P. citricola, P. cithophtora, P.
palmivora, P. humicola, P. gonapodyides, P. megasperma,
P. cactorum, P. nicotinae, P. tentaculata, P. iranica, P.
phaseoli, P. sojae, P. melonis, P. vignae, P. eoropaea, P.
lateralis, P. syringae, P. brassicae, P. porri e Pythium
zingeberum, bem como as trés tnicas seqiiéncias
inteiras da regiio ITS-5.8S rDNA de P.capsici
disponiveis no NCBI até o presente momento
(Tabela 1).Na anilise da regiio ITS1, constatou-
se que os 10 isolados de P. capsici, obtidos no
Estado de Sio Paulo, apresentaram de 98,4% a
100% de similaridade genética com o isolado de
P. capsici (gi]|8927493), sendo que para 6 deles
(P5, P7, P12, P15 e P23) a similaridade foi de
100% (Tabela 2). Na anilise de sitios
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Tabela 2. Porcentagem de similaridade entre isolados de Phytophthora capsici e o isolado de Phytophthora capsici (gi|8927493 |) do NCBI

nas regides ITS 1 e ITS 2.

P1 P5 P6 P7 P8 P12 P13 P15 P22 P23 i|8927493 |
P1 994 989 94 989 994 94 94 989 P4 P4
pP5 938 94 100 P4 989 94 94 989 P4 100
P6 9,1 989 94 989 94 94 94 9¢89 P4 P4
p7 9.8 9,5 993 P4 100 100 100 994 100 100
P8 989 98,5 993 993 94 94 94 100 P4 P4
P12 995 93 99,5 993 9,1 100 100 94 100 100
P13 9,1 989 98,6 9389 984 9,1 100 94 100 100
P15 100 99,8 9,1 9.8 989 99,5 9,1 994 100 100
P22 93 9,1 989 9,1 98,6 993 9,8 93 P4 P4
P23 99,5 9,3 98,6 93 984 9,1 98,6 9,5 989 100
i[8927493 | 9,3 93 9,83 M1 98,6 9,3 9,8 93 100 9,88

polimérficos, verificaram-se 3 sitios polimérficos na
regidio ITS1, sendo somente um deles, presente no
isolado P6, parcimonicamente significativo, ocorrendo,
dessa forma, a mudanca do nucleotideo G (guanina)
para A (adenina), na posi¢ao 185 bp da regido ITS1.

Na anilise da regido do gene 5.85 rDNA,
constatou-se similaridade variando de 99,8% a 100%,
sendo que dos 10 isolados, 8 (P1, P6, P7, P8, P12, P13,
P22 e P23) apresentaram 100% de similaridade com o
isolado de P. capsici (gi|8927493). Na anilise de
polimorfismo, foi encontrado apenas um sitio
polimérfico parciménico no gene 5.85 rDNA, nos
isolados P5 e P15, ocorrendo a troca do nucleotideo G
(Guanina) por T (Timina), na posi¢io 37 bp do gene
5.8S rDNA.

Na anilise da regido ITS2, foi constatada
similaridade genética variando de 98,4% a 100% entre
os isolados de P. capsici e o isolado de P. capsici
(g1]8927493). Diferentemente do verificado em relagio
a regido ITS1, na regido ITS2 somente o isolado P22
apresentou similaridade de 100% com o isolado de P.
capsici  (gi|8927493), demonstrando uma maior
variabilidade dessa regido (tabela 2). Observou-se na
regido ITS2 15 sitios polimdrficos, 2 sitios no isolado
P6, 3 sitios no P8, 1 sitio no P12, 2 sitios no P7, 1 sitio
no P1, 3 sitios no P5 e 3 sitios no P15. Desses 15 sitios
polimérficos, 12 foram parcimonicamente
significativos, nos isolados P1, P5, P6, P7, P12 e P15,
com trés mudancas do nucleotideo A para T, 2
mudangas de C para T, 2 mudancgas de A para G e 5

Tabela 3. Porcentagem de similaridade gerada com alinhamento das

outros isolados obtidos do GenBank.

mudangas de T para C. Tais mudangas ocorreram nas
posicbes 409, 447, 485, 515, 598, 609, 684, 747, 761,
767, 809 e 825 da regido do ITS2.

Quando efetuou-se a comparacio dos isolados
obtidos da mesma regiio do estado, como, por
exemplo, os isolados P6 ¢ P7, oriundos da regiio de
Bernardino de Campos, obteve-se a similaridade de
994% e 993% para regides ITS1 e ITS2,
respectivamente. Em geral, contudo, nio se obteve
qualquer correlagio entre a regiio de origem e os
indices de similaridade de 100%.

Na matriz de similaridade das seqtiéncias ITS1-
5.8S-ITS2 dos 10 isolados de P.capsici com os isolados
de Phytophthora do NCBI, evidenciou-se uma
similaridade genética variando de 88,3% a 99,9% e
quando esses foram comparados ao isolado de Pythium
zingiberum, do NCBI, constatou-se similaridade
genética variando de 64,6% a 65,2% (Tabela 3).

As relagoes filogenéticas entre os isolados de
P.capsici e os isolados do NCBI foram analisadas pelo
método “Neighbor-joining” e anilise de heuristica. A
anilise demonstrou uma maior proximidade dos
isolados de P.capsici, obtidos no Estado de Sio Paulo,
com os isolados de P. capsici (gi|8927493|), P. capsici
(g1|7453609|) ¢ P. capsici (gi|7453608]), seguidos por
P. cithophthora ¢ P. citricola (Figura 1), corroborando,
dessa forma, os resultados obtidos por Forster et al.
(1995, 2000), que analisaram a evolugio dos
Oomycetos incluindo as relagdes filogenéticas e
evolutivas do género Phytophthora.

regides ITS1-5.8S rDNA-ITS2 dos isolados de P. capsici junto a

Padroes Isolados
P1 P5 P6 P7 P8 P12 P13 P15 P22 P23
P fragarie var. fragarie gi| 8927463 88,90 88,80 88,40 88,90 88,70 88,80 89,30 88,80 89,50 88,80
P. fragarie var. rubi gi| 8927467 88,80 88,70 8830 88,80 88,60 88,70 89,20 88,70 89,30 88,70
P. infestans gi| 8927485 90,60 90,50 90,20 90,60 90,30 90,60 90,60 90,50 90,70 90,50
P. citricola gi| 8927494 97,10 96,90 96,70 97,10 96,90 97,10 97,30 96,90 97,50 96,90
P. cithophthora gi| 17467328 95,30 95,10 94,90 95,30 95,00 95,40 95,40 95,10 95,40 95,10
Pythium zingiberum gi| 6468692 64,80 64,80 64,60 64,80 65,00 65,10 65,20 64,70 65,20 65,10
P. capsici gi|8927493 99,50 99,30 9,10 99,50 9,10 99,50 99,90 99,30 99,90 99,30
P. capsici gi | 7453609 99,20 9,10 98,80 99,20 99,10 99,20 99,60 9,10 99,90 99,10
P. capsici gi|7453608| 99,20 99,10 98,80 99,20 9,10 99,20 99,60 99,10 99,90 99,10
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Figura 1. Dendrograma filogenético ilustrando a distincia derivada das seqiiéncias das regides ITS-5.8S rDNA, Anilise baseada no
método de “Neighbour-joining”, construido com base em 1000 réplicas dos dendrogramas com base no algoritmo de “bootstrap”. O
ntimero nas ramificagdes representa o valor de 1000 “bootstrap”. O isolado Pythium zingiberum foi utilizado como “outgroup”.

No dendrograma obtido pela anilise filogenética,
(Figura 1), observa-se a formagio de grupos, sendo
os isolados de P. capsici agrupados em dois grupos, A
e B.

No grupo A, ficaram os isolados do NCBI de P.
capsici (gi|8927493|), P. capsici (gi|7453609]|) e P.
capsici (gi|7453608|) e os isolados P13 ¢ P22, com
similaridade de 99,9%. Ambos os isolados pertencem
ao subgrupo de compatibilidade vegetativa Al.

No grupo B, ficaram os demais isolados,
podendo esse ser dividido em trés subgrupos. No
primeiro subgrupo, ficaram os isolados P1, P7 ¢ P23,
todos do grupo de compatibilidade vegetativa A2,
com similaridade genética de 99,4% em relagio aos
isolados do NCBI. No segundo subgrupo, ficaram
os isolados P6, P12 e P8, os quais pertencem aos
grupos de compatibilidade vegetativa Al, Al e A2,
respectivamente, sendo a similaridade genética em
torno de 99,2% entre esses ¢ os isolados do NCBI. J4
no terceiro subgrupo, ficaram os isolados P5 e P15,
dos grupos de compatibilidade vegetativa Al e A2,
respectivamente, com similaridade genética entre
ambos e os isolados do NCBI em torno de 99,3%.

Essa  separacio  deve-se, possivelmente, 2
variabilidade de nucleotideos dentro do gene 5.8S
rDNA desses isolados, no qual hd a presenga de uma
troca parcimonicamente significante de
nucleotideos, de guanina para timina, na posi¢io 137
do gene (Figura 1, Tabela 2), demonstrando a
existéncia de polimorfismo de diferenciagio dentro
da mesma espécie oriunda de diferentes regides
geogrificas.

Neste estudo, mostrou-se a existéncia da
variabilidade genética de Phytophthora capsici ¢
juntamente sua filogenia, sendo, muitas vezes,
constatada uma diferenca filogenética de 1,4% entre
os isolados de P. capsici. Essa diferenca constatada
pode, muitas vezes, significar diferencas de
subgrupos, como no caso de R. solani, onde
diferengas de 1,5% na seqiiéncia de nucleotideos da
regido ITS-5.8S rDNA podem separar os subgrupos
GAl1 TA ¢ GAl IB (Gonzalez et al., 2001),
demonstrando, assim, que a diferenciagio genética
das seqiiéncias dos isolados do Estado de Sio Paulo,
em relacio as seqliéncias dos isolados obtidos no
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GenBank, indica um indice satisfatério de
variabilidade na populagio do patégeno.

No presente estudo, contatou-se que a regiio
ITS1-5.85 rDNA-ITS2 apresenta-se como uma boa
ferramenta para estudos filogenéticos e de
taxonomia, como ji indicado na literatura. As
pequenas variagdes entre individuos de regides
distintas geograficamente e¢ a boa discriminagio
entre espécies colocaram a andlise de similaridade da
seqiiéncia dessa regiio como importante método
auxiliar da taxonomia de Phytophthora capsici.
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