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RESUMO

Saprolegniaceae sensu lato (Ordem Saprolegniales, Reino Straminipila) foi
dividida em 1999 por M.W. Dick e colaboradores em duas familias, Saprolegniaceae e
Leptolegniaceae, considerando dados morfolégicos e moleculares (regido SSU do
rDNA) de alguns de seus representantes. Estas familias sdo compostas por espécies
saprébias e parasitas, normalmente presentes nos ecossistemas terrestres e aquaticos,
onde desempenham importantes fungdes ecoldgicas. No entanto, sdo familias pouco
estudadas e que necessitam de um conhecimento mais aprofundado, visando o
entendimento das relagdes filogenéticas entre 0s géneros. Em vista disto, o principal
objetivo deste estudo foi a caracterizacdo morfolégica e molecular de espécimes de
Leptolegniaceae e Saprolegniaceae, com o intuito de contribuir para o conhecimento do
grupo. Para isto, foram selecionados 45 espécimes, com a maioria proveniente de areas
de Mata Atlantica do Estado de S&o Paulo, os quais representaram 31 espécies
pertencentes aos géneros Achlya, Aphanomyces, Aplanopsis, Brevilegnia, Dictyuchus,
Leptolegnia, Phragmosporangium, Plectospira, Pythiopsis e Saprolegnia. Todos 0s
espécimes foram caracterizados em termos morfolédgicos e/ou moleculares (regiées LSU
e ITS do rDNA) visando confirmacdo de identificacdo morfologica prévia, bem como
documentados por meio de fotografias. Das espécies estudadas, 26 tiveram a
identificacdo confirmada, com as sequéncias obtidas disponibilizadas no GenBank e
utilizadas para analises filogenéticas. Os resultados obtidos corroboraram recente estudo
realizado por G.W. Beakes e colaboradores em 2014, o qual rejeita Leptolegniaceae e
aceita dentro da ordem Saprolegniales as familias Saprolegniaceae, Verrucalvaceae e
Achlyaceae, sendo esta Gltima proposta por estes autores. Das espécies estudadas, oito
foram sequenciadas pela primeira vez neste estudo, sendo elas Achlya orion Coker &

Couch, A. oviparvula A.L. Rogers & Beneke, Brevilegnia longicaulis T.W. Johnson,



iii
Dictyuchus pseudodictyon Coker & Braxton, Leptolegnia eccentrica Coker,
Phragmosporangium uniseriatum R.L. Seym., Pythiopsis irregularis R.L. Seym. e
Saprolegnia truncata R.L. Seym. As analises filogenéticas realizadas comprovaram que
0 género Leptolegnia pertence a Saprolegniaceae, porém este ndo é monofilético, com a
separacdo de L. eccentrica de outros representantes do género. Por meio deste estudo foi
também possivel constatar que o0 género Phragmosporangium pertence a
Verrucalvaceae, e ndo mais a Saprolegniaceae, como proposto na descri¢ao original do
género/espécie. Pela primeira vez espécimes coletados no Brasil sdo inseridos em
andlises filogenéticas, o que permitiu a descoberta de uma nova espécie do género
Saprolegnia para a ciéncia. Este estudo contribuiu de forma significativa para a
taxonomia de Saprolegniales e demonstra a importancia da juncdo dos estudos

morfoldgicos e moleculares.

Palavras-chave: Saprolegniales, ITS e LSU do r DNA, Oomycota, Taxonomia



ABSTRACT

Saprolegniaceae sensu lato (Order Saprolegniales, Kingdom Straminipila) was
divided in 1999 by M.W. Dick and collaborators in two families, Saprolegniaceae and
Leptolegniaceae considering the morphological and molecular data (SSU rDNA region)
of some representatives. These two families consist of saprotrophic and parasitic species
typically found in terrestrial and aquatic ecosystems performing important ecological
roles. However, both families are scarcely studied being necessary more studies in order
to understand the phylogenetic relationships between its genera. Considering this, the
aim of this study was to characterize through the morphological and molecular data the
specimens of Leptolegniaceae and Saprolegniaceae, in order to contribute to the
knowledge of the group. For this, 45 specimens were selected, being the majority
collected at the Atlantic Forest of Sdo Paulo State, representing 31 species belonging to
the genus Achlya, Aphanomyces, Aplanopsis, Brevilegnia, Dictyuchus, Leptolegnia,
Phragmosporangium, Plectospira, Pythiopsis and Saprolegnia. All specimens were
characterized according to the morphology and/or molecular data (LSU and ITS rDNA
regions) in order to confirm previous morphological identification and documented by
photographs. From the species studied, the identity of 26 were confirmed, with the
sequences obtained deposited in GenBank and used for phylogenetic analysis. The
results corroborate a recent study by G.W. Beakes and collaborators in 2014, which
rejects Leptolegniaceae and accepted it into the order Saprolegniales together with
Saprolegniaceae, Verrucalvaceae and Achlyaceae (proposed by the authors). From the
species studied, eight were sequenced for the first time in this study (Achlya orion
Coker & Couch, A. oviparvula A.L. Rogers & Beneke, Brevilegnia longicaulis T.W.
Johnson, Dictyuchus pseudodictyon Coker & Braxton, Leptolegnia eccentrica Coker,

Phragmosporangium uniseriatum R.L. Seym., Pythiopsis irregularis R.L. Seym. and



Saprolegnia truncata R.L. Seym.). The phylogenetic analyses have shown that the
genus Leptolegnia belongs to Saprolegniaceae, however this is not a monophyletic
genus, considering the separation of L. eccentrica from the other representatives. It was
observed that the genus Phragmosporangium belongs to Verrucalvaceae, and not to
Saprolegniaceae, as proposed in the original description of the genus/species. For the
first time Brazilian specimens are included into phylogenetic analysis, which
contributed to the discovery of a new species of Saprolegnia. This study makes a
significant contribution to the taxonomy of Saprolegniales and demonstrates the

importance of the morphological and molecular studies.

Keyword: Saprolegniales, ITS and LSU rDNA, Oomycota, Taxonomy
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anteridios diclinos e monoclinos; D. Visdo da col6nia com crescimento irregular de
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identificadas de acordo com Sandoval-Sierra et al. (2014). **: indica sequéncias
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1. INTRODUCAO

1.1. Histdrico das familias Leptolegniaceae e Saprolegniaceae

A familia Saprolegniaceae, criada no século XIX e formalmente descrita no
inicio do século XX por Coker & Matthews (1937), era a Unica dentro da ordem
Saprolegniales (Filo Oomycota, Reino Straminipila) e composta pelos géneros Achlya,
Aphanomyces, Aplanopsis, Brevilegnia, Calyptralegnia, Dictyuchus, Geolegnia,
Leptolegnia, Plectospira, Pythiopsis, Saprolegnia, Scoliolegnia, Sommerstorffia e
Thraustotheca (Dick 1973). Entretanto, analises morfoldgicas (espessura de hifas, tipo
de ooplasto, zoosporogénese, diferenciacdo zoosporangial e tendéncia a ter apenas um
006sporo por oogonio) e moleculares (regido SSU do DNA ribossomal: rDNA) de alguns
de seus representantes permitiram que Dick et al. (1999) criassem uma nova familia,
intitulada  Leptolegniaceae, com a concomitante transferéncia dos géneros
Aphanomyces, Leptolegnia e Plectospira. Representantes destas duas familias possuem
em comum o talo eucarpico, micelial, cenocitico, de crescimento ilimitado, com
zoosporangios e gametangios (oogbnios e anteridios) delimitados por septos. A
reproducdo assexuada é por meio de zodsporos biflagelados heterocontos, e a sexuada
por contato de gametangios; casos de partenogénese ja foram relatados em ambas as
familias. Representantes de Leptolegniaceae sensu Dick et al. (1999) apresentam
zoosporangios pouco diferenciados das hifas vegetativas, as quais normalmente séo
delgadas, e a producdo de unico odsporo por oogdnio, em contraste com as hifas
grossas, com zoosporangios bem diferenciados e a formacdo de varios o0sporos por
00g06nio em Saprolegniaceae.

Alguns anos mais tarde, Johnson et al. (2002) realizaram um extenso estudo

morfologico dos géneros e espécies de Saprolegniaceae, e ndo consideraram a familia



Leptolegniaceae, mas aceitaram a maioria dos géneros considerados por Dick (1973),
com a excecao do género Scoliolegnia (sinonimia de Saprolegnia). Também fizeram a
inclusdo na familia de outros quatro géneros, Aphanodictyon, Couchia,
Phragmosporangium e Protoachlya. Embora esse seja um trabalho monogréfico
importante ndo foi, como um todo, oficialmente publicado, com exce¢do das novas
espécies e combinagdes (Johnson et al. 2005 a, b).

Recentemente, no transcorrer deste estudo, publicacdo de Beakes et al. (2014),
com base em dados morfolégicos e moleculares, principalmente com estudos da regido
LSU do rDNA, propuseram uma reorganizacdo em nivel de familia dentro da ordem
Saprolegniales. Na oportunidade criaram uma nova familia intitulada Achlyaceae, para
acomodar espécies do género Achlya (Achlya sensu stricto), juntamente com
Brevilegnia, Dictyuchus e Thraustotheca, todos compostos por espécies com 00sporos
excéntricos. Esta familia ndo foi oficialmente publicada e é considerada ilegitima de
acordo com o Codigo de Nomenclatura Botéanica. Os géneros Aphanomyces e
Plectospira foram transferidos para Verrucalvaceae, familia esta que antes pertencia a
ordem Sclerosporales do filo Oomycota, com a rejeicdo da familia Leptolegniaceae. Os
demais géneros da ordem foram mantidos em Saprolegniaceae, incluindo o género
Leptolegnia, sendo o Unico dentro desta familia com representantes que apresentam
o0sporos excéntricos. Este género foi destacado por estes autores como sendo de
posicionamento problematico e enfatizaram a necessidade de outros estudos para o
entendimento do seu posicionamento dentro de Saprolegniales. Os géneros
Aphanodictyon e Phragmosporangium ndo foram abordados por estes autores neste
trabalho. Nessa classificagdo, as caracteristicas morfologicas que justificam o0s
agrupamentos das diferentes familias s&o menos evidentes, no entanto, observa-se uma

tendéncia de separacdo pela espessura das hifas e pelo tipo e numero de odsporos por



oogobnio, estando Achlyaceae representada por espécies com o6sporos excéntricos (com
um ou varios por oogonio) e Saprolegniaceae com espécies com VArios 00sporos por
oogonio, normalmente céntricos e subcéntricos. Em Verrucalvaceae predominam
espécies com hifas mais delgadas, com um odsporo por oogonio. O tipo de liberacdo
dos zodsporos pelos zoosporangios, caracteristica muito utilizada num passado recente
para a separagdo de géneros, ndo possui agora um peso tdo marcante, fato este ja
observado em trabalhos filogenéticos anteriores de Riethmdiller et al. (1999) e Spencer

et al. (2002).

1.2. Estudos Moleculares com Saprolegniales

Os estudos moleculares com representantes da ordem Saprolegniales s&o
poucos e relativamente recentes. A primeira sequéncia depositada no GenBank pertence
a regido SSU do rDNA de Achlya bissexualis Coker & Couch, a qual foi utilizada para
um estudo filogenético relacionando a proximidade do filo Oomycota com alguns
grupos de algas (Gunderson et al. 1987). Além desta regido, outros marcadores
moleculares estdo sendo utilizados para estudos filogenéticos com os representantes da
ordem, tais como as regifes ITS e LSU do rDNA e COX2 do DNA mitocondrial
(mDNA). A regido LSU foi primeiramente utilizada para a ordem Peronosporales sensu
lato (Filo Oomycota), mostrando resultados importantes para estudos em nivel de
diversidade dos géneros (Briard et al. 1995). Na mesma época, Molina et al. (1995)
realizaram o primeiro estudo filogenético da regido ITS do rDNA, com espécies do
género Saprolegnia, comparando o uso desta regido com o uso da regido SSU. Seus
resultados apontaram para a maior variabilidade génica da regido ITS, o que apontou ser
esta a melhor regido para distinguir as espécies. Em 2012, Schoch e colaboradores

propuseram 0 uso desta regido como marcador universal para os fungos, considerado



um codigo de barras claramente definido ndo apenas para este grupo, mas com
utilizacdo comprovada para o filo Oomycota. Robideau et al. (2011) demonstraram a
eficiéncia desta regido para inferir a evolugdo das espécies dentro dos géneros deste filo,
considerada também uma regido conservada em termos de mutacBes génicas. Antes
mesmo dos apontamentos em relacdo a regido ITS e seu carater conservador, Daugherty
et al. (1998) utilizaram a ferramenta molecular para esta regido fazendo uma correlagéo
para o posicionamento filogenético de quatro diferentes géneros em Saprolegniales,
comparando seus resultados moleculares com a forma de liberacdo dos zodsporos pelos
zoosporangios. Esses autores apontaram Saprolegnia, com liberacéo saprolegnidide dos
zo06sporos, como um género mais basal dentro do grupo, sendo grupo irméo de Achlya,
com liberacdo aclidide, Thraustotheca com liberacdo traustotecoide e Dictyuchus com
liberacdo dictidide. Neste estudo, Achlya e Thraustotheca sdo considerados géneros
mais estreitamente relacionados, enquanto Dictyuchus parece ter divergido para uma
separacdo ao longo da linhagem evolutiva. Riethmuller et al. (1999) trabalhando com
dados moleculares da regido LSU do rDNA, apresentaram 0s mesmos resultados para a
relacdo entre os géneros Achlya e Thraustotheca, sugerindo a possivel transferéncia da
espécie Thraustotheca clavata (de Bary) Humphrey para o género Achlya. Além disto,
foi destacada neste trabalho a heterogeneidade encontrada dentro do género Achlya.
Nesta mesma época, Dick et al. (1999) estudaram a regido SSU do rDNA e propuseram
a criacdo da familia Leptolegniaceae, com 0s mesmos resultados sendo encontrados
para a regido COX2 do mDNA por Hudspeth et al. (2000). Esta ultima regido também
corroborou a topologia dos mecanismos de liberacdo apontados por Daugherty et al.
(1998), e evidenciou que as ordens Leptomitales e Peronosporales séo grupos irméos de
Saprolegniales. Leclerc et al. (2000), por meio de anélises das regides ITS e LSU do

rDNA, obtiveram a filogenia molecular da ordem Saprolegniales com um numero



bastante expressivo de espécies sequenciadas, apresentando resultados que concordaram
com Dick et al. (1999), mas que contestaram os de Daugherty et al. (1998) no que se
refere ao grupo basal, demonstrando ser Aphanomyces o género mais basal do grupo.
Mesmo com um grande numero de espécies para comparacao na utilizacdo das duas
regides, seu trabalho ndo obteve consenso sobre o melhor marcador molecular; além
disto, este trabalho evidenciou a necessidade de um nimero ainda maior de sequéncias,
de forma a melhorar os resultados filogenéticos obtidos.

Mudanca importante para o género Achlya foi realizada no trabalho de Spencer
et al. (2002) utilizando a regido SSU do rDNA. Considerando os dados anteriores
apontados em Riethmdller et al. (1999) para a heterogeneidade encontrada em Achlya,
estes autores obtiveram em sua filogenia a formacao de dois agrupamentos dentro deste
género. Observagdes por meio de enfoque morfoldgico demonstraram que as espécies
de Achlya com o6sporos excéntricos se agrupavam e se separavam das demais espécies
com odsporos céntricos e subcéntricos. A partir disto, foi proposta a criagdo de um novo
género, designado Newbya, compreendendo espécies caracterizadas por 00Sporos
céntricos e/ou subcéntricos, oogbnios com ornamentacfes papiladas e auséncia de poros
na parede dos 0oogonios.

Atualmente o banco de dados do GenBank possui 92.212 sequéncias de
diferentes regides do DNA para a ordem Saprolegniales
(www.nchi.nlm.nih.gov/GenBank acesso em 02/11/2015). Apesar da grande quantidade
de sequéncias depositadas, existem muitas espéecies ainda ndo sequenciadas. Além
disso, existem diversas sequéncias com comprovacdo de erros de identificacdo das
especies, resultado de provaveis trabalhos com auséncia de embasamento morfoldgico,
0 que torna o uso deste banco de dados uma fonte de erros quando utilizado como apoio

para estudos, apontando para a necessidade de revisdo urgente destas sequéncias



(Sandoval-Sierra et al. 2014, Steciow et al. 2014, Sandoval-Sierra & Diéguez-

Uribeondo 2015).

1.3. Importancia dos representantes da ordem Saprolegniales

As espécies consideradas na ordem Saprolegniales, eram no passado,
habitualmente chamadas de “watermolds”, assim designadas porque a maioria das
espécies € encontrada em ecossistemas aquaticos (Alexopoulos et al. 1996). Esta ordem
é a terceira maior e mais conhecida para o filo Oomycota (Kirk et al. 2008), composta
por organismos que atuam como importantes agentes na degradacdo de substratos
organicos, ocorrendo normalmente como saprébios em ambientes terrestres e aquaticos.
Algumas espécies também sdo registradas como agentes patogénicos que infectam uma
ampla variedade de hospedeiros, principalmente animais, parasitando espécies tanto no
grupo dos invertebrados como em vertebrados (Phillips et al. 2008). Como exemplo, no
grupo dos invertebrados estdo os insetos, ocorrendo infecgdes em diferentes fases do
ciclo de vida (Sarowar et al. 2013, de Souza et al. 2014). Muitos destes hospedeiros sdo
conhecidos como vetores de doengas humanas, tais como 0s géneros Aedes, Anopheles
e Culex (Araujo & Hughes 2014). Desta forma, existem estudos que s&o voltados para o
controle biologico destes insetos, principalmente no combate aos vetores de doencas,
utilizando para isso espécies da ordem Saprolegniales. Ha recentes pesquisas com a
espécie Leptolegnia chapmanii RL. Seym., a qual é utilizada no combate do mosquito
Aedes aegypti L., o transmissor da dengue, doenca que assola a regido tropical do
hemisfério sul, com ac¢des no entendimento dos mecanismos de infec¢do (Paramo et al.
2014, 2015). Contudo, pesquisas mostram que a eficiéncia da patogenicidade é
dependente das condicdes abioticas adequadas e consequentemente afetada pela

ecologia do ambiente (Steciow et al. 2013, Gul et al. 2014). Ainda nos artropodes, outro



grupo de hospedeiro é representado pelos crustaceos, sendo bastante analisado com
relacdo ao parasitismo de espécies da ordem, dentre os quais Aphanomyces astaci
Schikora € 0 mais conhecido e associado parasita, amplamente estudado em vertentes
como ciclo de vida, métodos de infeccdo, gendtipo e distribuicdo temporal e espacial
dos zoosporos (Huang et al. 1994, Diéguez-Uribeondo et al. 1995, Oidtmann et al.
2004, Diéguez-Uribeondo et al. 2009, Strand et al. 2012). Este parasita era endémico
para a América do Norte, sendo introduzido na Europa por meio do comércio, estando
hoje disseminado e causando graves impactos nas populagdes de crustaceos (Aquiloni et
al. 2011). Este episdodio ficou conhecido como “a praga do lagostim” responsavel pela
dizimacdo de uma grande populacdo de lagostins nativos europeus (Phillips et al. 2008,
Kozubikova et al. 2009).

Dentre os vertebrados, os peixes sd80 0s mais conhecidos e estudados
hospedeiros, com registros de espécies dos géneros Achlya, Aphanomyces e Saprolegnia
parasitando os peixes e também seus ovos (Petrisko et al. 2008). Este parasitismo
emprega valores econdmicos pelo aumento das préaticas de cultivos na aquicultura e
piscicultura (Noga 2010). Saprolegniose é uma doenga em peixes por espécies do
género Saprolegnia spp., causando manchas brancas e cinzentas, resultado do
crescimento micelial em regifes cutaneas do hospedeiro (Torto-Alalibo et al. 2005, van
West 2006, Ke et al. 2009, Kiziewicz et al. 2013, Rezinciuc et al. 2014, Sarowar et al.
2014, Mastan 2015). Além dos peixes, os anfibios estdo entre os hospedeiros no grupo
dos vertebrados, o que contribui para o declinio desse grupo, que ja ocorre em
detrimento também da mudanca climatica global (Kiesecker 2010, Blaustein et al. 2010,
Hussain & Pandit 2012). Espécies dos géneros Aphanomyces, Leptolegnia, Saprolegnia
e Achlya sdo apontadas como parasitas secundarios e facultativos em anfibios (Ault et

al. 2012, Gleason et al. 2014). Saprolegnia ferax (Gruith) Kitz é conhecida por



provocar mortalidade em massa em embrides de anfibios (Romansic et al. 2009) e S.
diclina Humphrey foi registrada por meio de dados morfoldgicos e moleculares
parasitando embrides de uma espécie de sapo, Bufo calamita Laurenti (Fernandez-
Benéitez et al. 2007). Estudo recente registrou diferentes espécies dos géneros Achlya e
Saprolegnia parasitando uma espécie de salamandra, Ambystoma maculatum Shaw, da
regido da América do Norte (Urban et al. 2015).

Sé&o reduzidos os casos de fitopatogenia dentro da ordem Saprolegniales, com
excecdo de alguns parasitas de plantas presentes no género Aphanomyces, causando
problemas em cultivos de leguminosas onde estdo focados os principais estudos nesta
linha de pesquisa (Gaulin et al. 2007, Phillips et al. 2008, Diéguez-Uribeondo et al.

2009, Madoui et al. 2009).

1.4. A ordem Saprolegniales na Mata Atlantica

E conhecida uma grande diversidade de espécies da ordem Saprolegniales no
Brasil (Maia et al. 2015). Das 196 espécies conhecidas para 0 mundo (Kirk et al. 2008),
ha o registro de 67 espécies no Brasil, sendo Achlya, Aphanomyces e Saprolegnia os
géneros melhor representados. Destas, 52 ja foram registradas para o bioma Mata
Atlantica, sendo 42 da familia Saprolegniaceae e 10 de Leptolegniaceae sensu Dick, o
que demonstra a grande diversidade encontrada para este grupo no bioma em questéo.
Este dado é ainda mais expressivo no estado de S&o Paulo, regido que possui maior area
de Mata Atlantica preservada (Garlindo-Leal & Camara 2005) e onde é possivel
encontrar diversos estudos taxondmicos (Beneke & Rogers 1962, Furtado 1965, Rogers
et al. 1970, Lyra & Milanez 1974, Schoenlein-Crusius et al. 1990, 1992, Milanez et al.
1994, 1996, Pires-Zottarelli et al. 1995, 1996, Schoenlein-Crusius & Milanez 1998,

Rocha & Pires-Zottarelli 2002, Gomes & Pires-Zottarelli 2006, 2008, Pires-Zottarelli &



Rocha 2007, Miranda & Pires-Zottarelli 2012, Jesus et al. 2013, dentre outros) com 51
espécies registradas (Maia & Carvalho 2015). No entanto, ndo se tem registros de
trabalhos moleculares com este grupo no pais, com exce¢do de uma espécie nova para a
ciéncia recentemente publicada. Esta espécie, designada Achlya catenulata Pires-
Zottarelli CLA., Jesus AL., Marano AV. & de Souza JI., foi registrada em uma &rea de
Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo, coletada de amostras de &gua do Parque
Estadual da Ilha do Cardoso (Jesus et al. 2015).

Reconhecendo a existéncia da problematica taxondmica dentro da ordem
Saprolegniales, a grande ocorréncia de espécies em &reas de Mata Atlantica do Estado
de Sdo Paulo, juntamente com o0s avangos obtidos até agora por meio de analises
moleculares de diferentes regides do DNA, o objetivo deste estudo foi caracterizar, por
meio de estudos morfoldgicos e moleculares, espécies das familias Saprolegniaceae e
Leptolegniaceae sensu Dick coletadas especialmente em diferentes areas de Mata

Atlantica do estado de S&o Paulo, com consequente analise filogenética.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Descricdo morfologica das espécies de Leptolegniaceae sensu Dick e
Saprolegniaceae selecionadas para o estudo;

(i) Confirmacdo da identificacdo dos espécimes selecionados;

(ili)  Documentacdo fotografica para disponibilizacdo de imagens das espécies em
diferentes midias;

(iv)  Caracterizacdo molecular (regides ITS e LSU do rDNA) das espécies
selecionadas;

(v) Construcdo de arvores filogenéticas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Espécimes selecionados para estudo

Foram selecionados inicialmente 34 espécimes depositados na Colecdo de
Cultura do Instituto de Boténica (CCIBt), previamente coletados em &reas de Mata
Atlantica do estado de Sdo Paulo, dentre eles 22 do Parque Estadual da llha do Cardoso
(PEIC), sete do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), um espécime do Parque
Estadual da Serra do Mar (PESM), dois espécimes da Reserva Biologica de
Paranapiacaba (RBASP), um espécime do Parque Estadual de llha Bela (PEIB) e um
espécime do Parque Estadual da Serra da Cantareira (PESC) (tabela 1). Também para
este estudo foram incluidos 11 espécimes provenientes de levantamentos realizados ou
em andamento no Instituto de Botanica (IBt), de forma a colaborar com os dados desta
pesquisa, em especial com os estudos filogenéticos (tabela 2), sendo dois espécimes da
Reserva Bioldgica de Mogi Guagu, seis espécimes da Argentina, (dois fornecidos pela
Colecdo de Culturas do Centro de Estudios Parasitologicos y de Vectores” CEPAVE-
UNLP- CEP, um espécime coletado em poco artesiano na cidade de Mogi das Cruzes
(Sé&o Paulo), um espécime coletado em Itapecerica da Serra e um espécime coletado em
um reservatério no Alto Tieté (Votorantim). Os 45 espécimes selecionados
representaram 31 espécies, as quais estdo listadas nas tabelas 1 e 2, bem como seus

locais de origem na figura 1.
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Tabela 1. Espécimes de Leptolegniaceae sensu Dick e Saprolegniaceae de areas de Mata

Atlantica do estado de S&o Paulo utilizados neste estudo. CCIBt: Colecdo de Culturas de Algas,

Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botéanica

Téaxon

Numero na CCIBt

Origem

Straminipila

Oomycota

Saprolegniomycetes

Saprolegniales
Saprolegniaceae
Achlya androgyna (Archer) T.W. Johnson &
R.L. Seym.
A. caroliniana Coker
A. crenulata Ziegler
A. flagellata Coker
A. orion Coker & Couch
A. orion Coker & Couch
A. oviparvula A.L. Rogers & Beneke
A. oviparvula A.L. Rogers & Beneke
A. primoachlya (Coker & Couch) T.W. Johnson
& R.L. Seym.
A. radiosa Maurizio
Aplanopsis terrestris Hohnk
Brevilegnia longicaulis T.W. Johnson
Dictyuchus pseudodictyon Coker & Braxton
D. pseudodictyon Coker & Braxton
Phragmosporangium uniseriatum R.L. Seym.
P. uniseriatum R.L. Seym.
P. uniseriatum R.L. Seym.
Pythiopsis irregularis R.L. Seym.
Saprolegnia blelhamensis de Bary
. diclina Humphrey
. ferax (Gruith.) Kutz.
. ferax (Gruith.) Kitz.
. megasperma Coker
. parasitica Coker
. truncata R. L. Seym.
. terrestris Cookson
. unispora (Coker & Couch) R.L. Seym.
Leptolegniaceae sensu Dick

Aphanomyces.euteiches Drechsler
A. stellatus Drechsler
A. laevis de Bary
Leptolegnia eccentrica Coker
L. eccentrica Coker
Plectospira myriandra Drechsler
P. myriandra Drechsler

DL Om!LOm;mm,m

CCIBt 3993

CCIBt 3870
CCIBt 3997
CCIBt 3980
CCIBt 3984
CCIBt 4100
CCIBt 3996
CCIBt 2017
CCIBt 3982

CCIBt 4039
CCIBt 4037
CCIBt 3989
CCIBt 4028
CCIBt 4108
CCIBt 3986
CCIBt 4107
CCIBt 2332
CCIBt 3985
CCIBt 1991
CCIBt 3998
CCIBt 4099
CCIBt 1234
CCIBt 4027
CCIBt 4106
CCIBt 3988
CCIBt 3983
CCIBt 4001

CCIBt 3854
CCIBt 3994
CCIBt 4026
CCIBt 3991
CCIBt 4125
CCIBt 3372
CCIBt 3992

Parque Estadual da llha do Cardoso

Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Serra da Cantareira
Parque Estadual da Ilha do Cardoso

Parque Estadual da Serra do Mar
Parque Estadual da llha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual de llha Bela

Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da llha do Cardoso
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Reserva bioldgica de Paranapiacaba
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
Parque Estadual das fontes do Ipiranga
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso

Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
Reserva Bioldgica de Paranapiacaba
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
Parque Estadual da Ilha do Cardoso
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Tabela 2. Espécimes de Leptolegniaceae sensu Dick e Saprolegniaceae incluidas no estudo.

CCIBt: Colecdo de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Boténica. CEP:
Centro de Estudios Parasitologicos y de Vectores” CEPAVE-UNLP, Argentina. AVM:

Espécimes de Agostina Virginia Marano; GHJ: Espécime de Gustavo Henrique Jerdnimo

Identificaco inicial dos espécimes Codificagdo  Cidade e pais de origem
Straminipila
Oomycota
Saprolegniomycetes
Saprolegniales
Saprolegniaceae
Achlya caroliniana Coker AVM 4 La Plata, Argentina
Achlya hypogyna Coker &Pemberton CCIBt 4079 Itapecerica da Serra, Brasil
A. primoachlya (Coker & Couch) T.W. Johnson & R.L. Seym. AVM 1 La Plata, Argentina
A. radiosa Maurizio CCIBt 2309 Reserva Bioldgica de Mogi Guagu, Brasil
Brevilegnia minutandra Hohnk CCIBt 3351 Reserva Bioldgica de Mogi Guagu, Brasil
Pythiopsis irregularis R.L. Seym. AVM 2 La Plata, Argentina
Saprolegnia semihypogyna S. Inaba & Tokum CCIBt 4096 Mogi das Cruzes, Brasil
S. subterranea (Dissmann) Seym. GHJ1 Sorocaba, Brasil
S. subterranea (Dissmann) Seym. AVM 3 La Plata, Argentina
Leptolegniaceae sensu Dick
Leptolegnia chapmanii R.L. Seym. CEP 010 Buenos Aires, Argentina
L. chapmanii R.L. Seym. CEP 433 Misiones, Argentina
{ —— -
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Argentina
LaPlata N ® Espécimes de drea do Bioma Cerrado
o gﬁ L @ Espécimes coletados em drea do Bioma Mata Atlantica
; em diferentes localidades no estado de Sdo Paulo

@ Espécimes da Argentina

Figura 1. Localidades de origem dos espécimes utilizados neste estudo. PEFI: Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga; PEIC: Parque Estadual da Ilha do Cardoso; PEIB: Parque Estadual de
Ilha Bela; RBASP: Reserva Biologica de Paranapiacaba; PESM: Parque Estadual da Serra do

Mar; SP: estado de Sdo Paulo
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3.2. Reativagéo dos espécimes
Os espécimes foram reativados utilizando-se meios de cultura especificos tais
como: MPs (4 g de maltose, 1 g de peptona, 15 g de agar e 1.000 mL de agua destilada)
e YpSs/4 (5 g de amido solavel, 0,25 g de extrato de levedura, 0,25 g de fosfato de
potassio, 0,25 g sulfato de magnésio, 15 g de agar e 1.000 mL de agua destilada) com
adicdo de 0,4 g de penicilina, 0,2 g de sulfato de estreptomicina e 0,04 g de vancomicina

depois da autoclavagem (Beneke & Rogers 1962).

3.3. Estudos morfologicos

Apo6s a certificacdo da purificacdo dos espécimes, observacdes foram
realizadas sob microscopio Optico, sendo as identificacbes confirmadas com uso de
literatura especifica como Johnson (1956), Sparrow (1960), Scott (1961), Seymour
(1970), Johnson et al. (2002) e Johnson et al. (2005 a,b) e descrigdes originais das
espécies. Foram elaboradas fichas para identificacdo e preenchidas a partir de analise e
medicdes das principais caracteristicas (estruturas assexuada e sexuada). A classificacdo
taxondmica € baseada em Beakes et al. (2014) considerando as modifica¢fes propostas

para a classificacdo em nivel de familia.

3.4. Documentacao fotogréafica

As espeécies foram registradas por meio de microscopio utilizando o programa
de captura de imagens Leica Qwin V3. As fotografias foram expostas em formato de

pranchas utilizando o programa Photoimpact X3.

3.5. Metodologia molecular
3.5.1. Producéo de Biomassa

A metodologia para producdo de biomassa baseou-se na técnica descrita por
Lamour & Finley (2006) para o género Phytophthora. Porém, algumas etapas foram

manuais ao invés de automatizadas e foram utilizados microtubos de eppendorff e ndo
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microplacas. A partir do crescimento em placas de petri com meio de cultura solido,
foram retirados pequenos fragmentos de cada cultura para a inoculagéo em tubos falcon
(50 mL) contendo 20 mL de meio de cultura liquido (MPs com 4 g de maltose, 1 g de
peptona e 1.000 mL de &gua destilada). Os tubos foram incubados de modo estacionario
a aproximadamente 21°C durante 3-5 dias. ApOs crescimento, os fragmentos de
biomassa foram retirados com uma pipeta automatica, transferidos para microtubos
eppendorf (1,5-2,0 mL), e entéo centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos para separar
a biomassa do sobrenadante, o qual foi descartado. A biomassa produzida em triplicata
foi concentrada em um dos microtubos, dentro do qual foi adicionado 1 mL de &gua
ultrafiltrada e esterilizada. Os microtubos com biomassa dos espécimes foram agitados
em vortex a ~2000 rpm durante 20-30 segundos e novamente centrifugados. Apos a
centrifugagédo, o sobrenadante foi descartado e a biomassa utilizada para extragdo de

DNA.

3.5.2. Extracéo e Purificacdo do DNA gendmico
A extracdo e purificacdo de DNA genémico dos espécimes de Leptolegniaceae

sensu Dick e Saprolegniaceae foram realizados com o “PureLink Genomic DNA Kit”
(Invitrogen™). Durante a etapa inicial indicada para a lise de células e tecidos foram
adicionados 180 pL de tampdo de digestdo e 20 pL de proteinase K aos microtubos
contendo os péletes de biomassa agitados no vortex a ~2000 rpm por 15 segundos. O
material de cada microtubo foi macerado com pistilo (PES-15-B-SI, Axygen®) por
cerca de 10 minutos, sendo incubado em um termobloco (Kasvi, “model K80-S01”) a
55°C durante 1 hora para a completa lise das células e liberacdo do DNA. Apds este
procedimento foram realizadas as etapas consecutivas para a ligacéo, lavagem e eluicéo
do DNA com 60 pL de tampéo de eluicdo por meio do uso de colunas de purificagdo do

kit (“PureLink Spin Columns”) para a obtencdo de DNA gendmico purificado. A
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eficiéncia da extracdo e purificagdo do DNA gendmico foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) submerso em tampéo TBE 1x, aplicando-se 2
uL de padrio “123 pb DNA Ladder” (Invitrogen ) + 2 uL de “Gel Loading solution,
Type I, 6x (Sigma®) no primeiro pogo ¢ 2 pL de DNA + 2 pL de “Gel Loading” nos
pocos seguintes. O gel de agarose (75 mL) foi aquecido em microondas e resfriado em
agua corrente, sendo previamente corado com 3,5 pL de “GelRed” Nucleic Acid Gel
Stain, 10.000x in water” (Biotium ). A eletroforese foi realizada em um sistema de
eletroforese “Sub-Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis System” (Bio-Rad) acoplado a
uma fonte “PowerPac” Basic Power Supply” (Bio-Rad) ajustada para 100 V durante 40
minutos. Os géis de agarose foram visualizados em um transiluminador UV (Kasvi). A
quantidade de DNA foi estimada por espectrofotometria no “quantificador [-Quant”, da
Loccus Biotecnologia, em seguida o DNA genémico foi armazenado em congelador

comum (~ -20°C) para as etapas de amplificacéo.

3.5.3. Amplificagcédo do DNA gendmico
A regido ITS total (ITS1-5.85-1TS2) do rDNA foi amplificada por PCR com

os “primers” UN-upl18S42 e UN-1028S22 (Robideau et al. 2011) e com os “primers”
LROR e LR6-O (Riethmiller et al. 2002) para a regido LSU. As reacbes de PCR foram
realizadas utilizando-se o “PCR Supermix kit” (Invitrogen ') e o “Ready Mix Taq PCR
Reaction Mix with MgCl,” (Sigma-Aldrich®) para o volume final de 25 pL em
microtubos de 200 pL, sendo 22,5 uL. de “PCR Supermix”, 0,75 pL de cada primer na
concentracdo de 10 uM e 1 pL de DNA gendmico. O programa do termociclador para a
amplificagdo por PCR consistiu de uma desnaturagéo inicial a 94°C 3 minutos, 94°C 1
minuto, 54°C 30 segundos, 72°C 1 minuto, 35 ciclos de 94°C 1 minuto, 72°C 7 minutos
e manutencao a 12°C (). A eficiéncia da PCR e a quantificagdo do DNA foram

avaliadas por eletroforese anteriormente descrita, porém aplicando-se o padrdo
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quantitativo de 10 pL de “Low Range Quantitative DNA Ladder” (Invitrogen ) no

primeiro pogo. O material amplificado foi armazenado em geladeira (5-8°C).

3.5.4. Purificagdo e sequenciamento do material amplificado

Foi realizada purificagdo do material amplificado com o “AxyPrep PCR Clean-
up Kit” utilizando-se 30 pL de tampé&o eluente e armazenado em congelador comum (~
-20°C). As amostras purificadas foram sequenciadas em sequenciador ABI 3730 DNA
Analyser (Life Technologies ) instalado no CEGH-USP, Centro de Estudos do
Genoma Humano, Instituto de Biociéncias, USP (http://genoma.ib.usp.br).
Posteriormente, as sequéncias foram editadas manualmente utilizando-as no programa
“Sequencher ~ Version 4.1.4”, para a realizagio dos “cortes” de suas extremidades,
montagem dos “contigs”, correcdo de bases ambiguas de acordo com os cromatogramas

e obtencdo das sequéncias consenso.

3.5.5. Analises filogenéticas

As sequéncias obtidas no presente estudo foram comparadas com as
disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando-se a ferramenta de busca
“Nucleotide Basic Local Alignment Search tool” (BLASTn). O critério considerado
para a confirmacdo da identificacdo das espécies na base molecular foi de 97-100% de
identidade méaxima, obtida apds analise no algoritmo BLASTNn, se em concordancia com
os dados morfoldgicos. Os alinhamentos maltiplos das sequéncias foram realizados no
programa online MAFFT versdo 7 (Kazutaka & Daron 2013) e a correcdo do
alinhamento e eliminacdo de regides ambiguas editadas no programa Geneious (versao
8.0.5). O melhor modelo de substitui¢do foi selecionado usando o critério de informacgéo
de Akaike no jModeltest 0.1.1 (Posada 2008). As arvores filogenéticas pelo método de
méaxima verossimilhanca foram realizadas no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013)
usando o melhor modelo para substituicdo de nucleotideos e suporte para 0 modelo de

bootstrap obtidos com 1000 pseudo-réplicas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ldentificacéo final dos espécimes estudados

Das 31 espécies estudadas, 26 tiveram sua identificacdo certificada por meio dos
estudos morfolégicos e/ou moleculares realizados, com quatro delas deixadas em nivel
genérico (tabela 3). Destas, trés pertencem ao género Saprolegnia: Saprolegnia sp.2
CCIBt 3983, Saprolegnia sp.4 CCIBt 1234 e Saprolegnia sp.5 CCIBt 1991, para as
quais foi seguido um protocolo recentemente publicado, o qual enfatiza como de
extrema importancia que exista ao menos dois espécimes para cada nova espécie a ser
proposta (Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo 2015), de forma que para nenhum
destes espécimes foi possivel propor uma nova espécie até o momento. De forma
diferente, para dois espécimes do género Saprolegnia, inicialmente identificados como
Saprolegnia unispora (Coker & Couch) R.L. Seym. CCIBt 4001 e S. megasperma
Coker CCIBt 4027, os estudos morfologicos e moleculares realizados indicaram
pertencerem a uma mesma espécie, sendo esta nova para a ciéncia, atendendo assim o
protocolo citado acima. Outro espécime identificado apenas em nivel de género foi
Aphanomyces sp.1 CCIBt 4026, que se tornou inviavel devido a contaminagdo e
concomitante perda do espéecime, impedindo aprofundamento dos estudos.

De forma geral, a maioria dos espécimes viaveis da ordem Saprolegniales aqui
estudados ndo apresentaram dificuldades para cultivo em meio de cultura solido/liquido
e demais processos moleculares (extracdo até sequenciamento do rDNA). No entanto,
para 0s espécimes Phragmosporangium uniseriatum CCIBt 2332 e Plectospira
myriandra CCIBt 3372, sequéncias para a regido LSU do rDNA nédo foram obtidas,

mesmo apos trés sucessivas tentativas.
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Tabela 3. Identificacdo final dos espécimes estudados. CCIBt: Colecdo de Culturas de Algas,

Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica; CEP: Cole¢do de Culturas do “Centro de
Estudios Parasitologicos y de Vectores” CEPAVE-UNLP, Argentina. ITS e LSU: regides
sequenciadas do DNA ribossomal (rDNA). AVM: Espécimes de Agostina Virginia Marano;

GHJ: Espécimes de Gustavo Henrique Jerdnimo; Mudangas taxonémicas na identificacéo final

sdo destacadas em negrito

Identificagdo inicial Codificacéo gsgrlg(,)\lgs sggr';ilksu Identificaco final
Achlya androgyna CCIBt 3993 KP006459 KP006452 Achlya androgyna
A. caroliniana CCIBt 3870 KP006458 KP006451 A. caroliniana

A. caroliniana AVM 4 A. caroliniana

A. oviparvula CCIBt 2017 KU052568 ~  ------eeees A. caroliniana

A. crenulata CCIBt 3997 KP006457 KT964699 A. crenulata

A. flagellata CCIBt 3980 KR063222 KR063221 A. flagellata

A. hypogyna CCIBt 4079 KP006461 KP166540 A. hypogyna

A. orion CCIBt 3984 KT213550 KT964700 A. orion

A. orion CCIBt 4100 KT935272 KT935267 A. orion

A. oviparvula CCIBt 3996 KT213551 KT964701 A. oviparvula

A. primoachlya CCIBt 3982 KMO058754 KM058757 A. primoachlya

A. primoachlya AVM 1 A. primoachlya

A. radiosa CCIBt 4039 KT935273 KT935268 A. radiosa

A. radiosa CCIBt 2309 KT935274 KT935269 A. radiosa
Aphanomyces euteiches CCIBt 3854 KT935285 KT935289 Aphanomyces cladogamus
A. stellatus CCIBt 3994 KP006462 KP006454 A. stellatus
Aphanomyces laevis CCIBt 4026 Aphanomyces sp.1
Aplanopsis terrestris CCIBt 4037 KM058753 KMO058756 Aplanopsis terrestris
Brevilegnia longicaulis CCIBt 3989 KM245939 KM245940 Brevilegnia longicaulis
B. minutandra CCIBt 3351 KT935274 KT935270 B. minutandra
Dictyuchus pseudodictyon CCIBt 4028 KT935276 KT935271 Dictyuchus pseudodictyon
D. pseudodictyon CCIBt 4108 KT213552 KT964702 D. pseudodictyon
Leptolegnia chapmanii CEP 010 KT935277 KT935280 Leptolegnia chapmanii
L. chapmanii CEP 433 KT935278 KT935281 L. chapmanii

L. eccentrica CCIBt 3991 KT213553 KT935282 L. eccentrica

L. eccentrica CCIBt 4125 KT935279 KT935283 L. eccentrica
Phragmosporangium uniseriatum CCIBt 3986 KT213554 KT935290 Phragmosporangium uniseriatum
P. uniseriatum CCIBt 4107 KT935286 KT935291 P. uniseriatum

P. uniseriatum CCIBt 2332 KT935287 ------eee- P. uniseriatum
Plectospira myriandra CCIBt 3372 KT935288 - Plectospira myriandra
P. myriandra CCIBt 3992 KR063220 KR063219 P. myriandra
Pythiopsis irregularis CCIBt 3985 KT213555 KT935284 Pythiopsis irregularis
P. irregularis AVM 2 Indefinido
Saprolegnia diclina CCIBt 3998 KT336498 KT964704 Saprolegnia aenigmatica
S. parasitica CCIBt 4106 KT964707 KT964703 S. aenigmatica

S. ferax CCIBt 4099 KT964708 KT964705 S. ferax

S. semihypogyna CCIBt 4096 KT964709 KT964706 S. semihypogyna

S. subterranea GHJ1 S. subterranea

S. subterranea AVM 3 S. subterranea

S. truncata CCIBt 3988 KT213556 KT983774 S. truncata

S. megasperma CCIBt 4027 S. milanezii sp.nov
S. unispora CCIBt 4001 S. milanezii sp.nov
S. terrestris CCIBt 3983 Saprolegnia sp.2

S. ferax CCIBt 1234 Saprolegnia sp.4

S. blelhamensis CCIBt 1991 Saprolegnia sp.5
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Os espécimes de Achlya primoachlya AVM 1, Pythiopsis irregularis AVM 2,
Saprolegnia subterranea AVM 3 e Achlya caroliniana AVM 4 ndo puderam ser
incluidos nas analises morfoldgicas, pois foram perdidos devido a contaminagdo. Apds
identificacdo inicial morfoldgica, estudos moleculares foram realizados. No entanto,
estes isolados ndo foram incorporados em nenhuma colegdo de cultura, dificultando
assim a possibilidade de obtencdo destes espécimes para estudo. Entretanto, trés das
sequéncias disponibilizadas no GenBank, foram utilizadas nas analises filogenéticas,
com excec¢do da sequéncia de Pythiopsis irregularis AVM 2, para o qual os resultados
moleculares ndo corroboraram as analises morfolégicas. Também ndo foi utilizada nas
andlises filogenéticas a sequéncia da regido LSU do espécime de Achlya caroliniana
CCIBt 2017, devido a problemas na sequéncia obtida. Para este espécime 0s estudos
morfolégicos foram muito importantes para a identificacdo, pois mesmo tendo a
obtengdo da sequéncia para a regido ITS, os dados moleculares se mostram
inconclusivos devido a grande proximidade presente entre Achlya oviparvula e Achlya
caroliniana e também pela baixa divergéncia nucleotidica presente no agrupamento do
género (Riethmiller et al. 1999, Beakes et al. 2014).

Os resultados moleculares corroboram a existéncia das trés familias dentro da
ordem Saprolegniales como apontado em Beakes et al. (2014), sendo elas Achlyaceae,
Verrucalvaceae e Saprolegniaceae. Devido a complexidade da definicdo das espécies
dentro de cada género, sobretudo no género Achlya, optamos, na caracterizagdo

morfologica das espécies, por ndo definir os géneros dentro de suas respectivas familias.
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4.2. Estudo morfoldgico dos espécimes

REINO STRAMINIPILA
FILO OOMYCOTA
SAPROLEGNIOMYCETES

SAPROLEGNIALES

Género Achlya Nees (sensu lato)

O género Achlya foi criado para agrupar espécies que produzem zoosporangios
diferenciados do micélio vegetativo, comumente alongados, e que liberam os zo6sporos
primarios encistando no apice do zoosporangio, designada liberacdo acliéide, com os
zoosporos secundarios nadando para o meio e deixando o cisto (Johnson et al. 2002). A
renovagdo destes zoosporangios normalmente ocorre de forma basipetalar, cimosa e/ou
simpodial. A reproducdo sexuada € bastante varidvel dependendo da espécie, com
formagéo de oogdnios com parede ornamentada ou lisa, presenca ou auséncia de poros
na parede do oogbnio, com um ou mais 00sporos, estes podendo ser do tipo excéntrico
(quando este tipo de odsporo ocorre em uma espécie, normalmente ndo ha outros tipos),
subcéntrico e/ou céntrico, com anteridios do tipo diclino, hipdgino, exigino e/ou
mondclino, ou ausente. Existem atualmente 50 espécies validas para este género (Kirk
et al. 2008), com Achlya prolifera Nees sendo a espécie tipo. No Brasil sdo conhecidas
26 espécies, sendo 21 destas registradas para o bioma Mata Atlantica (Pires-Zottarelli
2015).

Ao longo dos anos muitas foram as tentativas de dividir o género Achlya com
base em diferencas morfoldgicas, tais como comportamento do zoosporangio, presencga

de ornamentacdo no oogonio e ainda tipo de odsporo (Coker 1923, Shanor & Conover
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1942, Johnson 1956). Um exemplo disto foi a criagdo do género Protoachlya a partir de
diferengas morfoldgicas apresentadas por um espécime de Achlya paradoxa Coker,
como a liberagdo aclidide dos zodsporos, mas também renovacdo dos zoosporangios por
proliferacdo interna, caracteristica presente em espécies do género Saprolegnia (Coker
1923). Posteriores estudos moleculares corroboraram esta separacdo e a criagdo deste
género (Hulvey et al. 2007, Robideau et al. 2011, Steciow et al. 2014). Os estudos
moleculares também apontaram para a divisdo do género Achlya em ao menos dois
agrupamentos, sendo estes definidos especialmente pelo tipo de o6sporo (Riethmiller et
al. 1999, Spencer et al. 2002). Com base nestes resultados foi proposto o género
Newbya para agrupar algumas espécies de Achlya com o06sporos céntricos e/ou
subcéntricos (Spencer et al. 2002). Beakes et al. (2014), considerando estudos
moleculares, concordaram com a separagdo deste género em dois agrupamentos, com as
espécies de Achlya com o6sporos excéntricos (Achlya sensu stricto) separadas das

demais com outros tipos de o6sporos (céntricos e subcéntricos).

Achlya androgyna (Archer) T.W. Johnson & R.L. Seym., Mycotaxon 92: 14. 2005.
Basionimo: Saprolegnia androgyna W. Archer, Quarterly Journal of Microscopical
Science 7: 121. 1867.
Figura 2A-D

Talo mondico. Zoosporangios terminais, fusiformes, raramente observados;
renovacdo ndo observada. Liberacdo dos zoosporos aclidide. Gemas presentes.
Oogonios terminais e intercalares, alguns laterais, alongados, filiformes ou naviculados,
260—430 x 20—30 um, alguns ovalados, 65—170 x 22,5-32 um, raramente esféricos;
parede lisa, sem poros; algumas vezes ornamentadas, ornamentacdes papiladas,

7,5—12,5 um compr.; pedinculo oogonial simples de 1-3 vezes o tamanho do oogonio.
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Oosferas maturando. Anteridios raros, quando presentes andrdginos; ramos anteridiais
simples; células anteridiais simples, atracacdo lateral; tubo de fertilizacdo néo
observado. Odsporos subcéntricos, esféricos, 17,5-25 pm didm., alguns ovais, 17,5-60
x 17,5-47,5 pm, 2—18 por oogodnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/VIII/2012, S.C.O0. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3993,
GenBank: KP006459, KP006452).

As caracteristicas morfolégicas do espécime examinado concordam com
Johnson et al. (2005b). As principais caracteristicas presentes nesta espécie sao
zoosporangios raramente observados, oogonios com formas diversas, podendo ser
filiformes e/ou naviculados, alguns com ornamentacdes papiladas e com o0dsporos
subcéntricos (Johnson et al. 2002). O Algoritmo BLASTnN para a regido ITS apresentou
99% de similaridade com a sequéncia de Aplanes androgynus (W. Archer) Humphrey
(Anexo 1). O género Aplanes foi criado para espécies que ndo produzem zoosporangios,
sendo que o espécime aqui estudado apresentou zoosporangios raros. Aplanes

androgynus é considerado sinonimia de Achlya androgyna (Johnson et al. 2005 b).

Achlya caroliniana Coker, Botanica Gazette 50: 381. 1910.
Figura 3A-F

Talo monoico. Zoosporangios terminais, fusiformes, 200—260 x 30-40 pm,
com poros laterais; renovacdo simpodial, as vezes cimosa. Liberagdo dos zodsporos
aclidide, algumas vezes aplandide; zodsporos encistados, 7,5-12,5 um diam. Gemas
presentes. Oogonios laterais, alguns terminais, esféricos, 20-25 pum diam., algumas

vezes piriformes; parede lisa ou com projecGes papiladas, sem poros; pedunculo
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oogonial simples de 1-6 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas maturando. Anteridios
raros, quando presentes mondclinos, alguns andréginos ou diclinos; ramos anteridiais
divididos; células anteridiais simples, atracacdo lateral, muitas vezes ndo atracando os
oogonios; tubo de fertilizacdo ausente. Odsporos excéntricos, esféricos, 15-17,5 um
diam., 1-3 por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 05/X1/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3870, Genbank:
KP006458, KP006451); Parque Estadual da Serra da Cantareira, saprobio em semente
de Sorghum spp., amostra de &dgua, 14/X11/2005 M.L. Miranda (CCIBt 2017, GenBank:
KU052568).

As caracteristicas morfoldgicas dos espécimes estudados estdo de acordo com
a descricdo de Johnson et al. (2002). Achlya caroliniana possui zoosporangios
normalmente com poros na parede, presenca de algumas projecdes na parede do
oogbnio e oo6sporos variando em quantidade, normalmente de 1-3 por oogdnio, com
anteridios, quando presente, bastante ramificados e normalmente ndo atracando o
0ogonio (Coker 1923, Coker & Matthews 1937, Johnson 1956, Johnson et al. 2002). O
espécime CCIBt 2017 foi inicialmente inserido na CCIBt como Achlya oviparvula A.L.
Rogers & Beneke. Estudos morfoldgicos realizados no presente estudo confirmaram
que o espécime é Achlya caroliniana. O resultado BLASTn para a regido ITS do rDNA
confirma a identificacdo dos espécimes estudados, apresentando 99% de similaridade
com Achlya caroliniana para o espécime CCIBt 2017 (acesso GenBank: HQ643089) e
100% para o espécime CCIBt 3870 com outra sequéncia depositada (acesso GenBank:

JX418018) (Anexo I).
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Achlya crenulata Ziegler, Mycologia 40: 336. 1948.
Figura 4A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, fusiformes, alguns naviculados,
100-170 x 20-30 um; renovacdo simpodial. Liberagdo dos zodsporos aclidide;
zoosporos encistados, 10—12,5 um diam. Gemas presentes. Oogonios laterais, alguns
terminais, esféricos, 67,5-105 um didm., incluindo as ornamentagOes; parede
ornamentada, sem poros; ornamentacdes crenuladas e papiladas; pedinculo oogonial
simples de 2—6 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas comumente abortivas. Anteridios
diclinos; ramos anteridiais simples; células anteridiais simples, atracacdo lateral,
algumas por projecdes; mais de um anteridio por oogonio; tubo de fertilizagdo néo
observado. Oo6sporos excéntricos, 25—30 um didm., 1—7 por oogodnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 28/X1/2012, S.C.0. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3997, GenBank:
KP006457, KR063221).

As caracteristicas morfologicas do espécime estudado estdo de acordo com a
descricdo original de Ziegler (1948). As principais caracteristicas desta espécie sao
oogonios crenulados e/ou papilados, normalmente com mais de um odsporo por
00gonio, sendo estes do tipo excéntrico (Johnson et al. 2002). Resultado BLASTnN para
a regido ITS apresentou 96% de similaridade com a Unica sequéncia depositada no
GenBank (Anexo I); porém, esta é a sequéncia que apresenta maior similaridade com o
especime aqui estudado. Apesar da pouca similaridade, ndo ha duvidas de que o
espécime aqui estudado é Achlya crenulata, com fundamento nos resultados
morfoldgicos obtidos, sendo o tamanho de ambas as sequéncias fator que pode justificar

tal distancia.
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Achlya flagellata Coker, Saprolegniaceae with notes on other water molds: 116. 1923.
Figura 5A-F

Talo monoico. Zoosporangios terminais, fusiformes, 230—340 x 40—70 um,;
renovacdo simpodial. Liberacdo dos zoo6sporos aclidide; zodsporos encistados, 7,5-10
um diam. Gemas presentes. Qogonios laterais, esféricos, 37,5-72,5 um diam.; parede
lisa, com poros em alguns oogonios; pedinculo oogonial simples de 2—5 vezes o
tamanho do oogbnio. Oosferas normalmente abortivas. Anteridios diclinos; ramos
anteridiais divididos; células anteridiais simples, atracacdo apical e por projec¢des; tubo
de fertilizacdo ausente. Oosporos excéntricos, esféricos, 20—25 pm didm., 2—9 por
oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
solo, 20/V111/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3980, GenBank
KR063222, KR063221).

As caracteristicas morfoldgicas do espécime estudado concordam com a
descricdo de Johnson (1956), exceto pelo tamanho dos zoosporangios, que foram
citados maiores pelo autor, 100—1930 x 10—53 um. A espécie possui caracteristicas que
inclui oogdnios com parede lisa, auséncia ou presenca de poros na parede do oogoénio,
o0sporos excéntricos, muitos abortivos. Johnson et al. (2002) colocaram esta espécie
como sinonimia de Achlya debaryana Humphrey justificando que a presenca ou
auséncia de poros na parede ndo € considerado uma caracteristica taxonémica suficiente
para a existéncia das duas espécies. De fato, o espécime aqui estudado apresentou
variacdo na formacao de poros na parede do oogdnio. No entanto, 0 mesmo apresentou
anteridios diclinos, sendo para a descricdo de Achlya debaryana os anteridios sédo

considerados variados em tipo (Johnson et al. 2002). Johnson (1956) considera 0s
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anteridios diclinos como predominante na cultura da espécie de Achlya flagellata, o que
foi considerado no presente estudo. A sequéncia para a regido ITS obteve similaridade
para diversas outras sequéncias do GenBank, todas obtendo 99% de similaridade, sendo
a maioria sequéncias de Achlya caroliniana (acessos GenBank: KF718203, JX418018,
HQ643089), incluindo uma sequéncia de A. flagellata (Anexo I). Desta forma optou-se

por confiar nos dados morfoldgicos que corroboram a identificacéo.

Achlya hypogyna Coker & Pemberton, Botanical Gazette Crawfordsville 45: 194 1908.
Figura 6A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, cilindricos, 230—450 x 20—50 um;
renovagdo simpodial. Liberagdo dos zodsporos aclidide; zodsporos encistados, 10—12,5
pm didm. Gemas presentes. Oogonios terminais, alguns intercalares, raramente laterais
ou sésseis, esféricos, 45—75 um didm.; parede lisa com alguns oogoénios papilados, sem
poros; peduinculo oogonial simples, 2—3 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas
maturando, algumas abortando. Anteridios hipoginos, alguns diclinos e mondclinos, as
vezes mais de um por oogbnio; ramos anteridiais simples; célula anteridial simples,
ornamentagdes papiladas em algumas células anteridiais, atracacfo apical; tubo de
fertilizacdo presente. O6sporos céntricos e subcéntricos, esféricos, 27,5-50 pum diam.,
1-3 por oogonio, normalmente um.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: lItapecerica da Serra, solucio
nutritiva de hidroponia, 28/111/2014, D.R. Gongalves s.n. (CCIBt 4079, GenBank:
KP006461, KP165040).

A maioria das caracteristicas morfologicas do espécime estudado concordam
com a descricdo original (Coker & Pemberton 1908) e também com Johnson et al.

(2005b) que a transferiu para Protoachlya hypogyna (Coker & Pemberton) Johnson &
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Seym., 0s quais citam também a presenca da renovacdo por proliferagdo interna,
presente em espécies do género Saprolegnia. Neste especime foram observadas
liberacdo aclidide dos zodsporos e renovacao apenas simpodial dos zoosporangios. A
presenca de anteridios hipoginos é caracteristica marcante desta espécie. Resultado
BLASTN para a regido ITS apresentou 100% de similaridade com uma sequéncia de
Protoachlya sp. depositada no GenBank (Anexo I). Apesar dos estudos moleculares
mostrarem proximidade para o género Protoachlya, a publicacdo de Johnson et al.
(2005b) foi considerada ilegitima, pois Shanor & Conover (1942) anteriormente
propuseram uma espécie com este mesmo nome taxonémico. Estes autores publicaram
esta nova espécie baseada na presenca de renovacao por proliferagdo interna presente no
espécime por eles estudado, caracteristica esta que ndo estd presente na descricao
original de Achlya hypogyna Coker & Pemberton. O espécime aqui estudado ndo
apresentou renovacado por proliferacdo interna, de forma que as caracteristicas descritas

sdo similares para a espécie Achlya hypogyna.

Achlya orion Coker & Couch, Journal of the Elisha Mitchell Scientific Society 36: 100.
1920.
Figura 7A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais e laterais, fusiformes, 102,5-350 x
17,5-25 pm; renovacgdo simpodial. Liberagdo dos zodsporos aclidide; zodsporos
encistados, 7,5-12,5 um didam. Gemas ausentes. Qogonios laterais, alguns terminais,
esféricos, 35-52,5 um; parede lisa, sem poros; pedunculo oogonial simples, enrolado,
curvado e contorcido de 24 vezes o tamanho do oogonio. Oosferas maturando.

Anteridios androginos e mondclinos; ramos anteridiais divididos; células anteridiais
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simples, atracacdo lateral e por projecdes; tubo de fertilizagcdo presente, persistindo.
Odsporos excéntricos, esféricos, 22,5-27,5 um diam., 1—6 por oogdnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
solo, 20/VII/2012, S.C.O0. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3984,
KT213550, KT964700); Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, saprébio em semente
de Sorghum spp., amostra de &gua, 20/1X/2014, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli
s.n. (CCIBt 4100, GenBank: KT935272, KT935267).

As caracteristicas morfologicas dos espécimes estudados concordam com as
descritas por Johnson et al. (2002). As principais caracteristicas desta espécie sdo a
presenca de pedunculos enrolados e contorcidos, oogonios lisos e 06sporos excéntricos.
Também foi observada a formacdo de zoosporangios laterais, e ndo apenas terminais,
nos espécimes estudados. Estudos moleculares sdo apresentados pela primeira vez para

esta espécie, onde os dois espécimes estudados comprovaram ser 0 mesmo taxon.

Achlya oviparvula A.L. Rogers & Beneke, Rickia 1: 244. 1962.
Figura 8A-F

Talo monoico. Zoosporangios terminais, fusiformes, 280—530 X 30—60 pm;
renovacao basipetalar. Liberacdo dos zodsporos aclioide; zoosporos encistados, 10—12,5
um diam. Gemas presentes. Oogonios laterais, piriformes, 22,5-27,5 x 20-22,5 um
diam., alguns esféricos 20—32,5 um diam. e subglobosos, incluindo ornamentagdes;
parede lisa ou com algumas projecOes papiladas, sem poros; pedunculo oogonial
simples, de 2—8 vezes o tamanho do oogonio. Oosferas normalmente maturando.
Anteridios ausentes. Oo6sporos excéntricos, esféricos, 17,5-20 pum diam., 1-2 por

00gonio, normalmente um.
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Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/X1/2012, S.C.0. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3996, GenBank:
KT213551).

As caracteristicas morfoldgicas do espécime estudado estdo de acordo com a
descricdo original de Rogers & Beneke (1962). A auséncia de anteridios é uma
caracteristica marcante, sendo uma espécie partenogenética. Além disso, 0s oogdnios
possuem normalmente um dnico odsporo excéntrico. A espécie foi descrita no Brasil
em 1962 isolada a partir de amostra de agua coletada em um lago do Jardim boténico de
Sdo Paulo (Rogers & Beneke 1962). Estudos moleculares sdo apresentados pela
primeira vez para esta espécie, onde foi possivel o estudo de apenas um espécime.
Resultado BLASTn apresentou similaridade com a sequéncia de Achlya caroliniana,
concordando com os comentéarios de proximidade morfoldgica realizados pelos autores
na descricdo original. Apesar da proximidade morfoldgica e molecular, estudos com os
dois espécimes mostram ser espécies diferentes ndo apenas pela presenca/auséncia de
anteridios, mas também quando comparado o tamanho e quantidade de odsporos. Em
Achlya oviparvula normalmente é formado um Unico odsporo que € menor do que 0s
presentes em A. caroliniana. Em adi¢do, o tamanho do pedunculo do oogbnio em
Achlya oviparvula se mostram maiores na maioria dos oogbnios, resultados estes

tambem destacados na descricdo original.
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Achlya primoachlya (Coker & Couch) T. W. Johnson & R. L. Seym., Mycotaxon 92:
20. 2005.
Figura 9A-F

Talo monodico. Zoosporangios terminais, fusiformes, 130-490 x 20—40 pm.;
renovacdo basipetalar. Liberacdo dos zodsporos primarios aclidide; traustotecéide e
dictidide dos secundarios; zoo6sporos encistados, 10—12 pum didm. Gemas ausentes.
Oogonios laterais, esféricos, 52,5-87,5 um diam., incluindo ornamentagdes; parede
ornamentada, sem poros; ornamentacdes truncadas, papiladas e tuberculadas; pedunculo
oogonial simples de '2—2 vezes o tamanho do oogonio. Oosferas maturando. Anteridios
diclinos e mondclinos, ndo persistentes; ramos anteridiais divididos; células anteridiais
simples, atracacdo apical, muitas vezes ndo atracando 0s oogonios; tubo de fertilizagédo
ausente. Oo6sporos excéntricos, esféricos, 15-22,5 um diam., 1-13 (-21) por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/VIIl/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3982,
GenBank: KM058754, KM058757).

Os zoosporangios citados por Johnson et al. (2005b) s&o menores, 0s quais
mencionam 90—188 x 12—39 um., além disso, ndo ¢ citado pelos autores a liberacdo
dictidide dos zoosporos aqui observada. A espécie e caracterizada por zoosporangios
com liberacdo dos zoosporos primarios aclidide, mas também aplandide e trautotecdide
nos secundarios, ornamentacdes truncadas na parede do oogonio e anteridios
ramificados (Johnson et al. 2002). A espécie foi descrita por Coker & Couch (1924)
como Thraustotheca primoachlya Coker & Couch devido a presenca de liberagédo
traustotecdide dos zodsporos. No entanto, Johnson et al. (2005b), diante da observacéo

dos zoosporangios primarios com liberacdo aclidide a posicionaram no género Achlya.
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Resultado BLASTN para a regido ITS apresentou 99% de similaridade com a sequéncia

de Achlya primoachlya do GenBank (Anexo I), 0 que corrobora a identificacao.

Achlya radiosa Maurizio, Mitteilungen Deutschlan Fischerei-Vereins 57. 1899.
Figura 10A-F

Talo monodico. Zoosporangios terminais, fusiformes, 210-520 x 20—50 pm.;
renovacdo cimosa e basipetalar. Liberacdo dos zoosporos aclidide; zodsporos
encistados, 10—12,5 um diam. Gemas ausentes. Oogonios laterais, esféricos, 22—55 um
diam., incluindo ornamentacdes; parede ornamentada, sem poros; ornamentacoes
mamiformes, algumas duplo-mamiformes (bifurcadas), 7,5-12,5 um compr.; pedinculo
oogonial simples de 1—12 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas maturando. Anteridios
andrdginos, raramente mondclinos; ramos anteridiais simples; células anteridiais
simples, atracacdo apical; tubo de fertilizacdo ndo observado. Odsporos subcéntricos,
esféricos, 20—35 um diam., um por oogoénio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Serra do Mar, Nucleo Santa Virginia, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra
de solo, 20/11/2014, R.M. Pires s.n. (CCIBt 4039, GenBank: KT935273, KT935268);
Mogi Guacu, Reserva Bioldgica de Mogi Guagu, saprobio em semente de Sorghum
spp., amostra de agua, 28/VI11/2008 C.A. Nascimento s.n. (CCIBt 2309, GenBank:
KT935274, KT935269).

As caracteristicas morfoldgicas dos especimes estudados estdo de acordo com
Johnson et al. (2002). A espécie e caracterizada por ornamentacbes mamiformes ou
duplo-mamiformes na parede do oogonio e anteridios andrdginos. Resultado BLASTnN

para as regides ITS dos espécimes estudados apresentaram 99% de similaridade com a
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sequéncia de Achlya radiosa depositada no GenBank (Anexo 1), corroborando a

identificacéo.

Género Aphanomyces de Bary

O género Aphanomyces foi criado para agrupar espécies que possuem hifas
consideradas delicadas, com produc¢édo de zoosporangios pouco diferenciados do micélio
vegetativo. Estes produzem e liberam os zodsporos em fileira Unica, sendo esta
liberacdo do tipo aclidide, com encistamento no apice do zoosporangio (Scott 1961).
Neste género, 0s oogbnios podem ser ou ndo ornamentados, normalmente um odsporo
por oogdnio, este podendo ser céntrico ou subcéntrico, apresentando anteridios diclinos,
monaoclinos e/ou andrdginos (Coker 1923, Scott 1961, Johnson et al. 2002). A espécie
tipo foi designada por Coker & Matthews (1937) como sendo Aphanomyces stellatus de
Bary, no entanto ndo houve especificacdo de um hol6tipo. Pela falta de material
preservado, Johnson et al. (2002) inseriram um lect6tipo como sendo o tipo para o
género. Este género é bastante estudado por possuir muitas espécies patdgenas em
plantas e animais, alguns de interesse econdmico, apresentando atualmente 15 espécies
validas (Kirk et al. 2008). No Brasil este género tem o registro de oito espécies, sendo
seis para 0 bioma Mata Atlantica. Scott (1961) por meio de estudos morfologicos tentou
dividir o género propondo subgéneros. Sua base morfoldgica utilizada foi o tipo de
parede do oogbnio que a espécie apresentava, porem sua divisdo ndo obteve sucesso.
Diéguez-Uribeondo et al. (2009) por meio de estudos da regido ITS, consideraram que 0
género é monofilético, apresentando divisdo filogenética em trés clados bem definidos,
sendo uma que compreende todas as espécies parasitas de plantas, uma segunda que
engloba os parasitas de animais e um terceiro que inclui apenas as especies saprobias

e/ou oportunistas.
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Aphanomyces cladogamus Drechsler, Journal of Agricultural Research 38: 335. 19209.
Figura 11A-F

Talo mondico. Hifas delicadas. Zoosporangios filamentosos, longos, pouco
diferenciado do micélio vegetativo. Liberacdo dos zoosporos aclidide; zoGsporos
encistados, 7,5-9 um didm. Gemas ausentes. Oogonios laterais, esféricos, 22,5-35 um
didm., parede externa lisa e interna abaulada, sem poros; pedinculo oogonial
ramificado, alguns curvados, %6 vezes o tamanho do oogbnio. Oosferas maturando.
Anteridios diclinos e mondclinos, até quatro anteridios por oogbnio, comumente 2;
ramos anteridiais simples, células anteridiais clavadas, atracacdo apical e lateral; tubo de
fertilizacdo ndo observado. O6sporos com goticulas lipidicas subcéntricas e céntricas,
esféricos, 15—25 pum didm., um por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Sao Paulo, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, saprébio em semente de Sorghum spp., amostra de &gua,
20/V111/2012, A.L. Jesus s.n. (CCIBt 3854, GenBank: KT935285, KT935289).

Devido a grande semelhanca morfolégica entre as espécies, este espécime foi
identificado inicialmente como Aphanomyces euteiches Drechsler (Jesus et al. 2013).
Segundo Scott (1961), caracteristicas como a origem dos ramos anteridiais, bem como
tendéncia helicoidal destes ramos, séo utilizados para separar estas duas especies, sendo
estas caracteristicas bastante variaveis. Resultado BLASTnN para a regido ITS apresenta
99% de similaridade com Aphanomyces cladogamus, além disso, os resultados
filogenéticos apontam este taxon como a correta identificacdo da espécie, o que foi
aceito no presente estudo (para mais detalhes ver sec¢do 4.3.1.3). Segundo os estudos de

Diéguez-Uribeondo et al. (2009) esta espécie pertence ao clado de parasitas em plantas.
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Aphanomyces stellatus de Bary, Jahrblcher fir Wissenschaftliche Botanik 2: 178.
1860.
Figura 12A-F

Talo monoico. Hifas delicadas. Zoosporangios filamentosos, longos, pouco
diferenciado do micélio vegetativo. Liberacdo dos zoosporos aclidide; zoGsporos
encistados, 9—12 pum diam. Gemas ausentes. Oogonios laterais, alguns terminais,
esféricos, 30—37,5 um diam., incluindo as ornamentagdes; parede ornamentada, sem
poros; ornamentagdes papiladas e tuberculadas; pedunculo oogonial simples, 1-3 vezes
o tamanho do oog6nio. Oosferas maturando. Anteridios diclinos; ramos anteridiais
simples; células anteridiais simples, atracacdo lateral; tubo de fertilizagdo nédo
observado. Oosporos com goticulas lipidicas subcéntricas, esféricos, 17,5-22,5 um
didm., um por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em ecdise de cobra, amostra de agua,
20/V111/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3994, GenBank:
KP006462, KP006454).

As caracteristicas morfolégicas do espécime estdo de acordo com as
apresentadas na monografia de Scott (1961). Esta espécie é caracterizada por oogonios
com ornamentacdes papiladas e tuberculadas e anteridios diclinos. Resultado BLASTnN
da regido ITS apresenta 99% de similaridade com o representante do GenBank (Anexo
I). Segundo os estudos de Diéguez-Uribeondo et al. (2009), esta espécie pertence ao
clado de parasitas de animais. Estudos no Brasil registraram a espécie como saprobio
em ecdise de cobra por diversas vezes, incluindo o espécime aqui estudado, indicando
uma preferéncia para decomposicao de material queratinoso (Pirez-Zottarelli et al. 1996,

Pirez-Zottarelli 1999, Miranda & Pires-Zottarelli 2012 ).
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Aphanomyces sp.1
Figura 13A-D

Talo monoico. Hifas delicadas. Zoosporangios filamentosos, longos, pouco
diferenciados do micélio vegetativo. Liberacdo dos zodsporos aclidide; zodsporos
encistados, 10—12,5 um didm. Gemas ausentes. Oogonios laterais, esféricos, 22,5 x 30,5
pm didm.; parede externa abaulada, sem poros; pedanculo curto, %2—2 vezes o tamanho
do oogdnio. Oosferas maturando. Anteridios mondclinos, alguns diclinos e andréginos;
ramos anteridiais simples; células anteridiais simples, algumas divididas, atracacdo
lateral; tubo de fertilizacdo ndo observado. Odsporos com goticulas lipidicas,
subcéntricas, esféricos, 17,5-25 um diam., 1 por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em ecdise de cobra, amostra de agua,
20/11/2013, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 4026).

As caracteristicas morfolégicas do espécime, em especial, o tamanho dos
oogonios e tipo dos anteridios levaram a considerar ser a espécie Aphanomyces laevis
de Bary, no entanto, dados moleculares para as regides ITS e LSU ndo corroboram a
identificacdo. O espécime foi perdido devido a contaminacdo, impedindo o

aprofundamento dos estudos morfoldgicos.

Género Aplanopsis Hohnk
O género Aplanopsis é caracterizado pela auséncia de reproducdo assexuada,
isto é, ndo produzem zoosporangios e zoosporos (Hohnk 1952). A reproducéo sexuada é
por meio de oogdnios com parede lisa ou ornamentada, normalmente um odsporo, este
pode ser céntrico e/ou subcéntrico, com anteridios androginos e/ou monoclinos. Em

Kirk et al. (2008) consta a existéncia de duas espécies véalidas para este género, sendo
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estas Aplanopsis spinosa M.W. Dick e Aplanopsis terrestris Hohnk. Estudos realizados
por Johnson et al. (2005b) observaram em especimes identificados como Aplanopsis
spinosa, a produgdo de zoosporangios e consequente liberacdo dos zooGsporos tipo
aclidide, fazendo entdo a transferéncia desta espécie para o género Achlya, espécie
ornata T.W. Johnson & R.L. Seym. Isto faz com que apenas uma espécie permaneca no
género, Aplanopsis terrestris, sendo esta a espécie tipo. O espécime aqui estudado

constitui o primeiro registro para o Brasil (SCO. Rocha, dados ndo publicados).

Aplanopsis terrestris Hohnk, Veroffentlichungen des Instituts fur Meeresforschung in
Bremerhaven, Sonderband 1: 127. 1952.
Figura 14A-F

Talo monoico. Hifas delicadas, 7,5-17,5 um didm. Zoosporangios nao
observados. Gemas ausentes. Oogonios laterais, alguns intercalares, ocasionalmente
terminais, esféricos, 1530 pm didm., alguns ovais, 25-35 x 17,5-25 um; parede
normalmente lisa ou com ornamentacdes papiladas em alguns oogdnios, sem poros;
pedunculo oogonial ramificado e contorcido, de 1-9 vezes o tamanho do oogonio.
Oosferas maturando. Anteridios androginos, algumas vezes mondclinos, alguns
enrolando no peddnculo do oogbnio; ramos anteridiais divididos; células anteridiais
simples, algumas com parede irregular, atracacao lateral e apical; tubo de fertilizagédo
nédo observado. Odsporos subcéntricos e céntricos, esféricos, 12,5-25 um diam., um por
oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
solo, 20/11/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 4037, GenBank:

KMO058753, KM058756).
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As carateristicas morfoldgicas do espécime examinado estdo de acordo com a
descricdo original de Hohnk (1952). A espécie é caracterizada pela producdo de
oogonios que podem ter a parede com ornamentac6es papiladas ou lisa, com um dnico
o0sporo que pode ser céntrico ou subcéntrico (Johnson et al. 2002). O programa
BLASTN para a regido ITS contribuiu para a identificacdo da espécie apresentando 99%
de similaridade com Aplanopsis terrestris depositado no GenBank (Anexo I). Em
paralelo com este estudo, foi realizado o sequenciamento também para a regido SSU
desta espécie, de forma a tentar comprovar a identificacdo com outra regido, sendo esta
também disponivel no banco de dados do GenBank. O resultado BLASTn para a regido
SSU de Aplanopsis terrestris apresentou 99% de similaridade com a sequéncia de
Aplanopsis terrestris (Acesso GenBank: AJ238658) corroborando a identificagdo (SCO.

Rocha, dados ndo publicados).

Género Brevilegnia Coker & Couch

O género Brevilegnia é caracterizado por um conjunto de diferentes tipos de
liberacdo dos zodsporos pelos zoosporangios presente em uma Unica espécie, designada
liberacdo brevilegnidide (Johnson et al. 2002). Os tipos de liberacdo destes zodsporos
normalmente séo do tipo aclioide, presente no género Achlya; dictioide, caracteristica
do género Dictyuchus e traustotecoide, presente no género Thraustotheca (Coker 1927,
Johnson 1950). A reproducdo sexuada é caracterizada por oogonios normalmente lisos,
com producdo de um o06sporo excéntrico, apresentando anteridios andrdginos,
monoclinos e/ou diclinos. O género possui 15 espécies validas de acordo com o Kirk et
al. (2008), sendo Brevilegnia subclavata Couch o tipo do género. No Brasil foram
registradas cinco espécies (Pires-Zottarelli 2015). Devido a versatilidade das espécies,

muitas variedades foram propostas para este género (Coker 1927, Johnson et al. 2002).
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Salvin (1942) considerou este género muito proximo de Thraustotheca observando a
desintegracdo da parede dos zoosporangios e o0 comportamento dos zodsporos. Estudos
filogenéticos mostram que este género tem relagdo muito proxima com Dictyuchus
(Riethmaller et al. 1999, Beakes et al. 2014) e é distante de Thraustotheca, apesar de

ambos fazerem parte da familia Achlyaceae.

Brevilegnia longicaulis T.W. Johnson, Mycologia 42: 244. 1950.
Figura 15A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, cilindricos, 117,5-250 (-390) x
17,5-35 um. Liberagdo dos =zodsporos primarios aclidide, dos secundarios
brevilegniodide; zoosporos encistados, 10-12,5 pm didam. Gemas ausentes. Oogonios
laterais, alguns terminais, ocasionalmente intercalares, esféricos, 27,5-35 um didm.;
parede lisa, sem poros; pedunculo oogonial simples, 1—6 vezes o tamanho do oogdnio.
Oosferas maturando. Anteridios diclinos, varios anteridios atracando o mesmo 0ogonio;
ramos anteridiais divididos; células anteridiais simples, atracagdo lateral, as vezes por
projecBes; tubo de fertilizagdo ndo observado. Odsporos excéntricos, esféericos,
22,5-27,5 um diam., um por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em ecdise de cobra, amostra de solo,
20/V11/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3989, GenBank:

KM245939, KM245940).

A maioria das caracteristicas morfologicas do espécime estudado esta de
acordo com a descri¢do original (Johnson 1950), no entanto, também foi observado o
tipo aclioide de descarga dos zoosporangios primarios. A producdo de um unico

odsporo por oogonio e anteridios diclinos sdo caracteristicas desta espécie (Johnson et
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al. 2002). Estudos moleculares sdo apresentados pela primeira vez, contribuindo para a
ampliacdo da quantidade de sequéncias para 0 género, visto que poucas Sao as

sequéncias do género Brevilegnia depositadas no GenBank.

Brevilegnia minutandra Hohnk, Veroffentlichungen des Instituts fur Meeresforschung
in Bremerhaven 1: 127. 1952.
Figura 16A-D

Descricao da espécie em Nascimento & Pires-Zottarelli (2012).

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Mogi Guacu, Reserva Bioldgica
de Mogi Guagu, saprébio em semente de Sorghum spp., amostra de solo, 20/X/2008,
C.A. Nascimento s.n. (CCIBt 3351, GenBank: KT935274, KT935270).

Estudos morfoldgicos realizados apds revitalizacdo corroboram a identificacao
do espécime. A espécie é caracterizada por anteridios raramente produzidos ou ausentes
e oogbnios pequenos se comparado com o tamanho do oogbnio de outras espécies do
género. Resultado BLASTN para a regido ITS apresentou 94% de similaridade com a
Unica sequéncia de Brevilegnia minutandra que foi depositada recentemente no
GenBank (acesso GenBank: KM061378), apresentando maior similaridade (100%) com

uma sequéncia de Dictyuchus sp. (Anexo I).

Género Dictyuchus Leitgeb
O género Dictyuchus é caracterizado por espécies que possuem zoosporangios
normalmente alongados, deciduos, os quais produzem zodsporos que encistam dentro

dos zoosporangios, com a formacédo de zoosporos secundarios que sao liberados por um
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orificio individual deixando as fileiras de cistos (Johnson et al. 2002). A reproducéo
sexuada é por meio de oogbnios normalmente com um Unico o6sporo excéntrico, parede
lisa e anteridios mondclinos, andrdginos e/ou diclinos. Este género foi estabelecido para
uma unica espécie, Dictyuchus monosporus Leitgeb (Johnson et al. 2002), sendo esta o
tipo. Atualmente sdo consideradas sete espécies validas para este género (Kirk et al.
2008). No entanto, Johnson et al. (2002) consideram apenas duas espécies vélidas, o
tipo e também Dictyuchus pseudodictyon Coker & Braxton. No Brasil, apenas estas
duas espécies anteriormente citadas sdo aqui conhecidas, com registros em regides do
bioma Caatinga, Mata Atléntica e Cerrado (Pires-Zottarelli 2015). S&o poucos o0s
estudos moleculares com espécies deste género, no entanto € demonstrada sua

proximidade com espécies de Brevilegnia (Riethmuller et al. 1999, Beakes et al. 2014).

Dictyuchus pseudodictyon Coker & Braxton, Journal of the Elisha Mitchell Scientific
Society 46: 228. 1931.
Figura 17A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, fusiformes 150-400 x 20—40 pm.
Liberacdo dos zodsporos dictidide; zodsporos encistados dentro dos zoosporangios,
emergindo na forma biflagelada e deixando os seus cistos na forma de uma rede; rede
falsa e verdadeira presentes. Gemas ausentes. Oogoénios laterais e terminais, esféricos,
22,5—-27,5um diam.; parede lisa, sem poros; peddnculo oogonial 1-9 vezes o tamanho
do oogonio. Oosferas maturando. Anteridios androginos e diclinos, envolvendo o
00gonio; ramos anteridiais divididos; celulas anteridiais simples, atracacéo lateral; tubo
de fertilizacdo ndo observado. OGsporos excéntricos, esféricos 12,5-20 pum diam., um

por oogonio.
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Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/11/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 4108, GenBank:
KT213552, KT964702); llhabela, Parque Estadual de Ilhabela, saprobio em semente de
Sorghum spp., amostra de &gua, 20/11/2012, L.B. Moro s.n. (CCIBt 4028, GenBank:
KT935276, KT935271).

As caracteristicas morfologicas dos espécimes estudados estdo de acordo com
Johnson et al. (2002). Os registros morfologicos foram de fundamental importancia para
comprovacdao da identificacdo desta espécie, considerando que 0S espécimes
mantiveram sua fase de reproducdo sexuada somente no periodo em que estiveram na
amostra original. A espécie é caracterizada por anteridios que envolvem todo o oog6nio
(Johnson et al. 2002). Estudos moleculares séo apresentados pela primeira vez para esta

espécie, contribuindo para o conhecimento do género.

Género Leptolegnia de Bary

O género Leptolegnia foi estabelecido para espécies com hifas consideradas
delicadas, cujas caracteristicas da reproducdo assexuada incluem zoosporangios longos
e pouco diferenciados do micélio vegetativo, zodsporos formados e posicionados em
fileira Unica que nadam imediatamente apds a liberacdo. Na reproducdo sexuada a
variacdo ocorre na parede do oogdnio que pode ou ndo apresentar ornamentacfes. Os
oogonios apresentam, normalmente, a formacdo de um odsporo, o qual é do tipo
excéntrico, de acordo com Johnson et al. (2002). No entanto, na chave de identificacdo
apresentada por estes autores consta também o tipo de odsporo subexcéntrico. Na
descricdo original de Leptolegnia chapmanii R.L. Seym., esta apresenta este tipo de

odsporo citado (Seymour 1984). Ainda na reproducéo sexuada pode ocorrer presencga ou
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auséncia de anteridio; quando presente pode ser do tipo andrégino, mondclino e/ou
diclino (Johnson et al. 2002). Este género possui cinco espécies validas de acordo com
Kirk et al. (2008), sendo designada Leptolegnia caudata de Bary o tipo do género. No
Brasil sdo conhecidas quatro espécies, sendo trés destas registradas para o bioma Mata
Atlantica (Pires-Zottarelli 2015). Este € um género com escassos estudos em termos
morfolégicos e moleculares, apresentando poucos trabalhos publicados, bem como

sequéncias no GenBank (Petrisko et al. 2008, Beakes et al. 2014).

Leptolegnia chapmanii R.L. Seym., Mycologia 76 4: 670.1984.
Figura 18A-F

Descricdo da espécie em Dick et al. (1999).

Material examinado: ARGENTINA. BUENOS AIRES: Charca Melchor
Romero, parasita em Aedes albifasciatus, 25/1X/1996, J.J. Garcia s.n. (CEP 010,
GenBank: KT935277, KT935280); MISIONES: recipiente artificial, parasita em Aedes
aegypti, 10/08/2014, C.C. Lopez-Lastra s.n. (CEP 433, GenBank: KT935278,
KT935281).

Os espécimes foram novamente estudados em termos morfolégicos e
corroboram a identificacdo realizada por Dick et al. (1999). No entanto, ndo foi
registrada a presenca de odsporos excéntricos, apenas 00sporos subexcéntricos, que em
sua maioria ndo chegavam a maturagdo. Além do o0sporo, a presenca de ornamentagdes
na parede do 0oogonio sdo caracteristicas marcantes desta espécie. E a primeira vez que
esta especie € sequenciada para a regido ITS. Resultado BLASTn para esta regido

apontam similaridade com Leptolegnia sp. (Anexo ).
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Leptolegnia eccentrica Coker, Journal of the Elisha Mitchell Scientific Society 42: 215.
1927.
Figura 19A-F

Talo monoico. Micélio limitado, delicado. Zoosporangios filiformes e longos,
algumas vezes curvados, pouco diferenciados do micélio vegetativo. ZooGsporos
dispostos em uma unica fileira no zoosporangio; alongados durante a liberacdo, mas se
tornando piriformes e nadando antes de encistar; zoosporos encistados, 6—8 um diam.
Gemas ausentes. Qogonios laterais, alguns catenulados ou sésseis, esféricos, 17,5-27,5
um didm., incluindo papilas, quando presentes; pedunculo simples e curto. Oosferas
maturando. Anteridios mondclinos, alguns andréginos; células anteridiais simples,
atracagdo apical; tubo de fertilizagdo ausente. Odsporos excéntricos, esféricos, 12,5-15
pum diam., parede interna irregular ou enrugada, um por oogoénio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em ecdise de cobra, amostra de solo,
20/V11/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3991, GenBank:
KT213553, KT935283); Paranapiacaba, Reserva Bioldgica do Alto da Serra de
Paranapiacaba, saprobio em ecdise de cobra, amostra de solo, 12/111/2015, M. Kirizawa
s.n. (CCIBt 4125, GenBank: KT935279, KT935283).

Os espécimes aqui estudados estdo de acordo com a descricdo original (Coker
1927). Os espécimes possuem 00gonios e 00sporos menores quando comparados com a
descricdo de Johnson et al. (2002), os quais citam oogbnios de 16—43 um diam. ¢
oosporos de 14—38 um diam. De acordo com Johnson et al. (2002), todas as espécies do
género Leptolegnia possuem odsporos excéntricos, sendo este o tipo de odsporos
apresentado nos espécimes da especie estudada. Esta especie € sequenciada pela

primeira vez.
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Género Phragmosporangium Seymour
O género Phragmosporangium foi recentemente criado para a inser¢do de uma
Unica espécie, Phragmosporangium uniseriatum R.L. Seym. (Johnson et al. 2005a). A
reproducdo assexuada neste género ocorre pela conversdo de hifas inteiras em
zoosporangios e zoosporos dispostos em uma a duas fileiras com liberacdo dictidide. Na
reproducdo sexuada é produzido normalmente um oo6sporo por oogbnio, sendo este
subcéntrico, e anteridios diclinos e mondclinos. A espécie é comum no Brasil,

principalmente em &reas do bioma Mata Atlantica (Pires-Zottarelli et al. 2007).

Phragmosporangium uniseriatum R.L. Seym., Mycotaxon 92: 8. 2005.
Figura 20A-F

Talo mondico. Micélio limitado. Zoosporangios filiformes, longos, algumas
vezes ramificados, com 1-2 fileiras de zodsporos, normalmente um. Liberacdo dos
zoosporos dictidide; zodsporos encistados, 6—9 pm didm. Gemas ausentes. Oogonios
laterais, esféricos, 20—30 um diam., amarelados; parede lisa, ocasionalmente
irregulares, algumas vezes com projecOes papiladas; pedunculo oogonial simples e
curto. Oosferas maturando. Anteridios mondclinos, alguns andréginos; ramos
anteridiais simples; células anteridiais simples, atracacdo apical; tubo de fertilizagéo
presente. Odsporos subcéntricos, algumas vezes céntricos, 12,5-17,5 um diam., um por

oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em ecdise de cobra, amostra de solo,
20/V11/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3986, GenBank:

KT213554, KT935290); Sdo Paulo, Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, saprobio
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em ecdise de cobra, amostra de solo, 20/1/2015, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli
s.n. (CCIBt 4107, GenBank: KT935286, KT935291); 20/VII1/2012, C.L.A. Pires-
Zottarelli s.n. (CCIBt 2332, GenBank: KT935287).

As caracteristicas morfoldgicas apresentadas pelos espécimes estudados
concordam com a descrigdo original de Johnson et al. (2005a). E a primeira vez que o

género/espécie é sequenciado.

Género Plectospira Drechsler

O género Plectospira foi estabelecido para englobar espécies com formacéo de
zoosporangios lobulados, produzindo um tubo para liberagcdo dos zo6sporos. Este tubo
de liberacdo libera os zodsporos em fileiras e é considerado pouco diferenciado do
micélio vegetativo, onde os zoGsporos encistam no apice como ocorre em Achlya e
Aphanomyces (Drechsler 1927). Na reproducdo sexuada, a parede do oogdnio € lisa,
produzindo um Unico o6sporo subcéntrico, com auséncia ou presenca de anteridios
(Johnson et al. 2002). Johnson et al. (2002) consideram apenas duas espécies validas,
sendo Plectospira myriandra Drechsler a espécie tipo do género. Kirk et al. (2008)
consideram quatro espécies validas para este género. A espécie tipo é a Unica registrada
para o Brasil (Pires-Zottarelli 2015). Leclerc et al. (2000) demonstraram que este género
faz parte do grupo basal dentro da ordem Saprolegniales, juntamente com o género

Aphanomyces.
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Plectospira myriandra Drechsler, Journal of Agricultural Research 34: 294. 1927.
Figura 21A-F

Talo mondico. Zoosporangios lobulados. Liberacdo dos zodsporos aclidide.
Gemas ausentes. Oogonios laterais, alguns terminais, esféricos, (15-) 25-30 um didm.;
parede lisa, sem poros; coloragdo amarelada; pedinculo oogonial simples. Anteridios
diclinos, alguns mondclinos, mais de um anteridio por oogbnio; células anteridiais
simples, atracacdo apical; tubo de fertilizacdo ndo observado. Odsporos subcéntricos,
esféricos, 15—22,5 um diam., um por oogodnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em palha de milho, amostra de agua,
20/V111/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3992, GenBank:
KR063219, KR063220); Sdo Paulo, Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, saprébio
em semente de Sorghum spp., amostra de agua, 20/VI11/2012, A.L. Jesus s.n. (CCIBt
3372, GenBank: KT935288).

As caracteristicas dos espécimes concordam com a descri¢do original de
Drechsler (1927). No entanto, o resultado BLASTn para as regides ITS dos dois
espécimes obtidos apresentam baixa similaridade (90% e 91%) com o representante
disponivel no GenBank (Anexo 1), o que pode ser justificado por diferengas no tamanho
das sequéncias. As principais caracteristicas desta espéecie sdo a presenca de oogbnios
intercalares e laterais, com culturas que ora produzem anteridios ora ndo. O espécime
aqui apresentou formacdo de oogbnios em meio de cultura, mas ndo produziu
anteridios. Os anteridios ocorreram com maior frequéncia em amostras iscadas em palha

de milho.
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Género Pythiopsis de Bary

O género Pythiopsis foi estabelecido para agrupar espécies com zoosporangios
comumente curtos, em formatos esféricos, ovais, piriformes, filiformes e/ou irregulares
(Johnson et al. 2002). Os zoo6sporos sdo liberados pelos zoosporangios e nadam
imediatamente ap0s a liberacdo como ocorre em espécies de Saprolegnia, no entanto,
nestes zoosporéngios ndo ocorre renovacdo por proliferacdo interna (Coker 1923,
Johnson et al. 2002). A reproducdo sexuada € caracterizada por oogbnios com parede
lisa ou ornamentada, produzindo um ou mais o6sporos. Johnson et al. (2002)
mencionam que 0s o0sporos sdo do tipo subexcéntrico, entretanto, estes autores
colocam na chave de identificacdo também o tipo de odsporo céntrico e subcéntrico,
com anteridios do tipo mondclino, diclino e/ou andrégino. Este género possui cinco
espécies validas (Kirk et al. 2008), sendo a espécie Pythiopsis cymosa de Bary o tipo.
No Brasil ha o registro de trés espécies para este género (Pires-Zottarelli 2015) sendo
duas destas descritas do Brasil, Pythiopsis irregularis R.L. Seym. e Pythiopsis
papilliformis R.L. Seym. A estreita relacdo morfoldgica entre espécies deste género com
Saprolegnia remete para a necessidade de trabalhos de revisdo que envolvam tanto
dados morfoloégicos quanto moleculares, visto que erros sdo constatados na
identificacdo das sequéncias presentes no GenBank (Sandoval-Sierra et al. 2014,

Steciow et al. 2014).

Pythiopsis irregularis R.L. Seym., Mycotaxon 92: 2. 2005.
Figura 22A-F

Talo monoico. Zoosporangios terminais, filiformes e irregulares, 50—87,5 x
22,5-45 pm. Liberacdo dos zooOsporos saprolegnidide; zodsporos encistados, 10—12,5

pum diam. Gemas presentes. Oogoénios terminais, alguns laterais e intercalares, esféricos,
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22,5-72,5 pm diam., alguns dolioformes, 37,5-67,5 x 30-50 pm, incluindo
ornamentacdes; ornamentacoes papiladas; peddnculo oogonial simples de Y4 —3 vezes o
tamanho do oogbnio. Oosferas maturando. Anteridios androginos; ramos anteridiais
simples; células anteridiais simples, atracacdo apical; tubo de fertilizagcdo presente.
Oobsporos céntricos e subcéntricos, esféricos, 25—35 um didm., alguns preenchendo todo
0 oogonio, 1—3 por oogodnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
solo, 20/V111/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3985, GenBank:
KT213555, KT935284).

As caracteristicas morfologicas do espécime examinado concordam com a
descricdo original (Johnson et al. 2005a). A espécie é caracterizada pela presenca de
oogdnios com ornamentacOes papiladas e odsporos céntricos e subcéntricos. Estudos
moleculares sdo apresentados pela primeira vez para esta espécie. A espécie foi descrita

do Brasil a partir de amostras de solo coletada em Manaus (AM) (Johnson et al. 2005a).

Género Saprolegnia Nees

O género Saprolegnia compreende espécies que produzem zooporangios
normalmente alongados e renovagéo por proliferacdo interna (Johnson et al. 2002). No
momento em que 0S zoOsporos estdo maduros, eles séo liberados dos zoosporangios
imediatamente para o meio (Coker 1923). A reproducdo sexuada é bastante variavel
dependendo da espécie, podendo apresentar ornamentacdes na parede do oogdnio, com
producdo de um ou varios oosporos; estes podem ser do tipo céntrico, subcéntrico,
subexcéntrico e/ou excéntrico; anteridios presentes ou ausentes, quando presentes

podem ser diclinos, mondclinos, androginos e/ou hipoginos (Seymour 1970, Johnson et
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al. 2002). Séo registradas 15 espécies validas para este género (Kirk et al. 2008) com
Saprolegnia ferax (Gruith.) Ktz sendo o tipo do género. No Brasil sdo conhecidas 14
espécies, sendo 10 registros para o bioma Mata Atlantica (Pires-Zottarelli 2015). Ao
longo dos anos surgiram tentativas de dividir este género (Coker 1923), com a criagao
de géneros como Isoachlya, Cladolegnia e Scoliolegnia (Dick 1969, Seymour 1970),
utilizando caracteristicas morfoldgicas tais como ornamentacdes do oogdnio e tipo de
oo6sporo. O uso de caracteristicas morfologicas variaveis fez com que estes géneros ndo
fossem aceitos por muitos pesquisadores (Dick 1973, Molina et al. 1995, Hulvey et al.
2007, Sandoval-Sierra et al. 2014, Beakes et al. 2014). No entanto, estudos moleculares
com espécies deste género comprovaram que 0 grupo ndo € monofilético (Molina et al.
1995, Hulvey et al. 2007, Petrisko et al. 2008, Sandoval-Sierra et al. 2014, Sandoval-

Sierra & Diéguez-Uribeondo 2015).

Saprolegnia aenigmatica Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo, PLoS ONE 10: 7.
2015.

Figura 23A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, clavados, alguns fusiformes, 80—250
x 17,5-37,5um; renovagdo por proliferacdo interna. Liberacdo dos zooOsporos
saprolegnioide; zoosporos encistados, 10—12,5 um didam. Gemas presentes. Oogonios
laterais, alguns terminais, piriformes, 50—125 x 45—80 pm, alguns esféricos 47,5—80
pum diam.; parede lisa, sem poros; pedinculo oogonial simples de ¥%—5 vezes o tamanho
do oogonio. Oosferas maturando. Anteridios diclinos, ramos anteridiais simples, alguns

enrolando no pedunculo; células anteridiais simples, atracacdo lateral; tubo de
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fertilizacdo ndo observado. Oo6sporos subcéntricos, alguns céntricos, 20—27,5 um diam.,
5—14 por oogodnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprébio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/VI11/2012, S.C.O0. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3998,
GenBank: KT336498, KT964704; CCIBt 4106, GenBank: KT964707, KT964703).

As caracteristicas morfoldgicas dos espécimes examinados estdo de acordo
com a descri¢do original (Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo 2015). A espécie foi
recentemente identificada com auxilio de estudos moleculares para a regido ITS. De
acordo com a descricdo original, esta espécie ndo tem qualquer singularidade
morfolégica; por outro lado, apresenta caracteristicas similares especialmente com
Saprolegnia parasitica e S. diclina (Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo 2015). Isto
pdde ser constatado neste estudo, pois inicialmente os espécimes foram identificados
como Saprolegnia diclina (CCIBt 3998) e S. parasitica (CCIBt 4106) de acordo com o0s
estudos morfoldgicos. Apesar de haver comprovacdo da existéncia destas duas espécies
(Diéguez-Uribeondo et al. 2007, van den Berg et al. 2013), as mesmas sdo consideradas
morfologicamente muito similares. O resultado BLASTn para as regides ITS do rDNA
corroboraram a identificagdo apresentando 99% de similaridade com Saprolegnia
aenigmatica (Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo 2015) (Anexo 1) para os dois

espéecimes estudados.
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Saprolegnia ferax (Gruith.) Kutz., Phycology General 157. 1843.
Basionimo: Conferva ferax Gruithuisen, Nova Acta Academiae Caesareae Leopoldino-
Carolinae 29: 445. 1821.
Figura 24A-F

Talo monoico. Zooporéngios terminais, alguns laterais, fusiformes e
piriformes, 140-550 x 20-50 um.; renovacdo por proliferacdo interna. Liberacdo dos
zoosporos saprolegnidide; zodsporos encistados, 10—12,5 pm didam. Gemas ausentes.
Oogobnios laterais, alguns terminais, intercalares ou sésseis, piriformes, 37,5-112,5 x
35-82,5 um; alguns esféricos; parede lisa, raramente com apiculos; com poros;
pedinculo oogonial contorcido, alguns muito curtos de Y—6 vezes o tamanho do
oogonio. Oosferas maturando. Anteridios diclinos, alguns andréginos e mondclinos,
mais de um por oogbnio; ramos anteridiais simples, longos; células anteridiais simples,
atracacdo lateral; tubo de fertilizacdo ndo observado. O6sporos subcéntricos, alguns
céntricos, 15—30 pum didm.; odsporos presentes em zoosporangios vazios, 1—16 por
oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: S&o Paulo, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, saprobio em palha de milho, amostra de agua, 9/1X/2014, S.C.O.
Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n (CCIBt 4099, GenBank: KT964708, KT964705).

As caracteristicas morfolégicas do espécime estudado estdo de acordo com
Johnson et al. (2002). O espécime apresentou grande variacdo nas caracteristicas
morfologicas, tais como oogonios laterais, intercalares e sésseis, 06sporos variando em
quantidade e anteridios diclinos, mondclinos e também androginos, o que é relatado
para esta espécie (Jonhson et al. 2002). Resultado BLASTn para a regido ITS corrobora
a identificacao apresentando 99% de similaridade com a sequéncia de Saprolegnia ferax

depositada no GenBank (Anexo I).
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Saprolegnia semihypogyna S. Inaba & Tokum., Mycoscience 43: 73. 2002.
Figura 25A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, cilindricos, piriformes, 100—400 x
20-50; renovacao por proliferacdo interna. Liberacdo dos zodsporos saprolegnidide;
zoosporos encistados, 10—12,5 um didam. Gemas presentes. Oogonios laterais, algumas
vezes terminais, esféricos, 25-45 pm didm.; parede lisa, com poros; papilas
proeminentes em alguns oogoénios; pedunculo oogonial »—16 vezes o tamanho do
oogbnio. Oosferas maturando. Anteridios andréginos, semi-hipoginos, raramente
diclinos; ramos anteridiais curtos e simples; célula anteridial simples, atracacéo lateral;
tubo de fertilizacdo presente. Odsporos subexcéntricos, 1-3 por oogdnio, normalmente
um.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Mogi das Cruzes, presente em
poco artesiano, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de dgua 10/V11/2014,
D.R. Gongalves s.n. (CCIBt 4096, GenBank: KT964709, KT964706).

As caracteristicas morfoldgicas do espécime corroboram com a descricao
original de Inaba & Tokumasu (2002). A espécie é caracterizada por 00Sporos
subexcéntricos, normalmente um por oogbnio com algumas papilas na parede deste
00gonio e anteridios andrdginos e semi-hipdginos. Resultado BLASTn para a regido
ITS apresentou 100% de similaridade com a sequéncia de Saprolegnia eccentrica
depositada no GenBank (acesso HQ643981). A espécie Saprolegnia eccentrica foi
publicada dentro do género por Seymour (1970), apresentando como caracteristicas
marcantes a auséncia de anteridios e odsporos excéntricos. No entanto, suas ilustraces
apresentam também o tipo de odsporo subexcéntrico. Para Inaba & Tokumasu (2002),

apesar das ilustracdes de Seymour (1970), a auséncia/presenca de anteridios &
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justificativa suficiente para separar as duas espécies. A auséncia do material tipo impede

que estudos aprofundados sejam realizados.

Saprolegnia subterranea (Dissmann) Seym., Nova Hedwigia 19: 59. 1970.
Figura 26A-F

Talo monoico. Zoosporangios terminais, clavados, fusiformes, cilindricos,
100400 x 20—50 um; renovacdo por proliferacdo interna e simpodial; formacdo de
oogbnio em zoosporangio vazio. Liberacdo dos zodsporos saprolegnidide; zoGsporos
encistados, 10-12,5 um diam. Gemas presentes, irregulares, frequentemente
funcionando como zoosporangio. Oogonios laterais, algumas vezes terminais ou
intercalares, esféricos, 20—45 um diam., incluindo algumas ornamentagfes; parede lisa,
sem poros; presenca de projecdes papiladas em alguns oogonios; pedtinculo oogonial
-3 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas maturando. Anteridios andréginos, se
originando perto do oogonio, alguns mondclinos; ramos anteridiais simples; células
anteridiais simples, atracacdo apical e lateral; tubo de fertilizacdo ndo observado.
Odosporos subcéntricos e céntricos, 15-37,5 um didm.; 1-3 por oogdnio, normalmente
um.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Sorocaba, Represa Médio/alto
Tieté (Votorantim), saprobio em semente de Sorghum spp., 25/VII1/2014, G.H.
Jeronimo s.n. (GHJ 1).

As caracteristicas morfoldgicas do espécime examinado sdo consistentes com a
descricdo de Johnson et al. (2002). O espécime tem numerosos oogonios, e alguns
anteridios androginos localizam-se proximos ao septo oogonial. A espécie foi descrita
dentro do género Isoachlya, por duas vezes em 1931, por dois diferentes autores,

designada I. itoana Nagai e I. subterranea Dissman (Nagai 1931, Dissman 1931).
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Seymour (1970) transferiu a espécie para o género Saprolegnia como S. subterranea
(Dissman) Seym. considerando este o binbmio véalido. Johnson et al. (2005b) sugeriu
que a descricdo de Isoachlya itoana foi primeiramente publicada, nomeando esta
espécie Saprolegnia itoana (Nagai) Seym. No entanto esta mudanca é considerada
ilegitima (www.indexfungorum.org) ndo sendo aceita por alguns pesquisadores
(Robideau et al. 2012, Beakes et al. 2014). As evidéncias apontadas para justificar esta
mudanca ndo tiveram embasamento literario, isso significa que ndo é defendido por
nenhum trabalho cientifico para comprovacdo da primeira publicacdo. O resultado
BLASTnN para a regido ITS confirma a identificagdo mostrando 99% de similaridade

com Saprolegnia subterranea (Anexo I).

Saprolegnia truncata R. L. Seym., Mycotaxon 92: 9. 2005.
Figura 27A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, clavados, 130240 x 12,5-17,5 um.;
renovacao por proliferacdo interna. Liberacdo dos zodsporos saprolegnidide; zodsporos
encistados 7,5-10 um diam. Gemas ausentes. Oogonios laterais, as vezes terminais,
esféricos, 37,5-70 um didm., incluindo ornamentacfes; sem poros; ornamentacdes
papiladas e truncadas, 7,5-12,5 x 10-22,5 um; peddnculo oogonial %2—6 vezes o
tamanho do oogonio. Oosferas maturando. Anteridios androginos; ramos anteridiais
simples; células anteridiais simples, atracacdo apical e lateral; tubo de fertilizacdo néo
observado. Oo6sporos subcéntricos, 25-45 um diam.,1-4 por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprébio em semente de Sorghum spp., amostra de
solo, 20/V111/2012, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3988, GenBank:

KT213556, KT983774).
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As caracteristicas morfoldgicas do espécime aqui estudado estdo de acordo
com a descricdo de Johnson et al. (2005a); entretanto, 0s autores descrevem anteridios
raros, diferente do que foi encontrado. As caracteristicas morfologicas sdo muito
marcantes, as quais incluem anteridios androginos e ornamentagdes truncadas nos
oogonios, sendo este especime o segundo registro para 0 mundo (SCO. Rocha, dados
ndo publicados). A espécie foi descrita do Brasil, tendo sido descrita de amostras de
solo em Manaus (AM). Dados moleculares sdo apresentados para esta espécie pela

primeira vez.

Saprolegnia milanezii sp. nov.
Figura 28A-F

Talo mondico. Zoosporangios raros, terminais, fusiformes e filiformes,
140—170 x 20—40 um; renovacao por proliferacdo interna e basipetalar. Libera¢dao dos
zobsporos saprolegnioide; zodsporos encistados, 7,5—12,5 um didam. Gemas presentes,
esféricas, algumas irregulares, com germinacdes frequentes; algumas funcionando
diretamente como hifas, germinando e formando novo micélio ou se diferenciando em
um oogdnio funcional. Oog6nios terminais, alguns intercalares, laterais e sésseis,
piriformes 55—-100 x 42,5-97,5 um, alguns esféricos, 45-97,5 um diam., alguns
racemosos, alguns catenulados; parede lisa, com poros; pedunculo oogonial 2—7 vezes
0 tamanho do oog6nio, alguns pedunculos séo alargados proximo ao septo oogonial.
Oosferas maturando, algumas abortando. Anteridios raros, monoclinos e diclinos; ramos
anteridiais divididos; células anteridiais simples, atracacdo apical; tubo de fertilizagéo
nao observado. Odsporos subcéntricos, esféricos, 22,5-42,5 um diam., preenchendo

todo o oogdnio, 1-6(-12) por oogonio.
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Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/11/2013, S.C.O. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 4001, CCIBt
4027).

Os espécimes analisados apresentaram zoosporangios com proliferacdo
interna, tipica para o género Saprolegnia. Os espécimes estudados foram inicialmente
identificados como Saprolegnia unispora (CCIBt 4001), que possui entre seus atributos
a auséncia de anteridio (Johnson et al. 2002) e S. megasperma (CCIBt 4027), a qual
possui anteridios mondéclinos. Ambas as espécies estdo associadas com a formacédo de
oogdnios com um a dois odsporos em média. Esta nova espécie para a ciéncia difere de
Saprolegnia unispora pela presenca de anteridios, e difere de S. megasperma pela
tendéncia a ter mais de dois odsporos por oogonio, e, apesar de ter anteridios (mesmo
raros), estes ndo sdao mondclinos. Estudos morfoldgicos evidenciaram que estes
espécimes possuem caracteristicas bastante singulares, tais como zoosporangios
secundarios esféricos ou irregulares, com liberacdo por formacdo de tubos alongados,
pedinculo alargado proximo ao septo oogonial em alguns oogbnios e presenca de raros

anteridios somente em coldnias jovens.

Saprolegnia sp.2
Figura 29A-F

Talo monodico. Zoosporangios terminais, fusiformes, 160—440 x 20—30 um,;
renovacdo por proliferacdo interna. Liberacdo dos zoGsporos saprolegnidide; zoosporos
encistados, 10—12,5 pum didam. Gemas presentes. Oogdnios laterais e terminais,
esféricos, 52,5-75 um diam., quando intercalares irregulares; parede lisa, sem poros;

pedunculo oogonial simples, /2—5 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas maturando.
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Anteridios androginos, alguns mondclinos e diclinos, raramente exiginos, mais de um
por oogbnio; ramos anteridiais divididos; células anteridiais simples, atracacdo apical,
algumas vezes lateral ou por projecOes; tubo de fertilizacdo presente. OdGsporos
subcéntricos, alguns céntricos, esféricos, 27,5-32,5 um diam., 1-6 (-15) por oogoénio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Cananéia, Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, Nucleo Perequé, saprobio em semente de Sorghum spp., amostra de
agua, 20/VI111/2012, S.C.0. Rocha & C.L.A. Pires-Zottarelli s.n. (CCIBt 3983).

O espécime aqui estudado é considerado morfologicamente préximo de
Saprolegnia terrestris. Johnson et al. (2002) descreve esta espécie com 00SpoOros
subcéntricos e céntricos e anteridios predominantemente androginos, o que também foi
encontrado para este espécime. Apesar disso, 0 espécime também apresentou outras
caracteristicas, em menor frequéncia, tais como a presenca de anteridios diclino e
exigino. Até o presente momento ndo foi possivel a identificacdo em nivel especifico

para este espécime.

Saprolegnia sp.4
Figura 30A-F

Talo mondico. Zoosporangios terminais, alguns laterais, fusiformes, 425-725
x 50—100 pm; alguns zoosporangios funcionando como o0ogdénio; renovacao por
proliferacédo interna, as vezes basipetalar. Liberacdo dos zodsporos saprolegnidide ou
por poros laterais nos zoosporangios; zoosporos encistados, 10—-12,5 um diam. Gemas
presentes. Oogonios laterais, terminais, alguns intercalares, esféricos, 45—87,5 (-100)
pm diam., alguns piriformes, de 62,5-115 x 42,5-90 pum; parede lisa, com poros;
pedunculo oogonial simples, 2—6 vezes o tamanho do oogdnio. Oosferas com

maturacdo tardia em até oito dias, alguns abortando. Anteridios androginos e
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mondclinos, poucos diclinos; ramos anteridiais divididos; mais de um por 0ogonio;
celulas anteridiais simples, atracacdo lateral; tubo de fertilizacdo presente. OGsporos
subcéntricos, alguns céntricos, esféricos, 22,550 pm didm., 1-16 por oogodnio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: S&o Paulo, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, saprobio em semente de Sorghum spp., A.l. Milanez s.n. (CCIBt
1234).

O espécime foi depositado na CCIBt como Saprolegnia ferax proveniente de
estudos morfoldgicos e, apesar de realmente haver similaridades com esta espécie,
outras andlises morfoldgicas realizadas, somada as analises moleculares, néo
corroboraram esta identificacdo. As caracteristicas apresentadas pelo espécime a
aproximam de Saprolegnia glomerata (Tiesenh.) A. Lund com estudos apresentados por
Seymour (1970) e Johnson et al. (2002), exceto pelo tipo de odsporo que os autores
descrevem como apenas céntricos. A descrigdo taxondmica de um espécime coletado no
continente Europeu faz mencdo aos dois tipos de o0poros presentes nesta espécie
(Markovskaja 2006). Como a sequéncia deste td&xon ainda ndo esta disponivel no
GenBank, optou-se por mante-lo em nivel de género, até que outros estudos comprovem

sua identificag&o.

Saprolegnia sp.5

Figura 31A-D

Talo mondico. Zoosporangios ndo observados. Gemas presentes. Oogdnios
laterais e terminais, alguns intercalares, esféricos, 47,5-65 um diam., dolioformes,
42,5-102,5 x 45-47,5 um; parede com papilas de 3,75-12,5 pum compr., sem poros;
pedunculo simples de 1—3 vezes o tamanho do oogénio. Oosferas abortando. Anteridios

androginos, alguns mondclinos, mais de um por oog6énio; formacdo tardia; ramos
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anteridiais simples; células anteridiais simples, atracacdo apical e lateral; tubo de
fertilizacdo ndo observado. O6sporos subcéntricos e subexcéntricos, esféricos, 22,5-30
pum diam. e alongados, 27,5-32,5 x20-22,5 um., 1-9 por oogonio.

Material examinado: BRASIL. SAO PAULO: Paranapiacaba, Reserva
Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba, amostra de solo, 26/\V/2004, A.L. Gomes
s.n. (CCIBt 1991).

O espécime estudado foi inicialmente identificado como Saprolegnia
blelhamensis por Gomes & Pires-Zotarelli (2006), o qual tem por caracteristica
principal a auséncia de anteridios e o6sporos subexcéntricos. Estudos morfoldgicos
recentes sugerem que as caracteristicas apresentadas por este espécime sdo muito
versateis. Ap0Os a revitalizacdo, este espécime apresentou caracteristicas peculiares,
como presenca de anteridios e auséncia de producdo de zooporangios e zodsporos, além
de oo6sporos subcéntricos. Na chave apresentada por Johnson et al. (2002), a presenca
de oobsporos subcéntricos e anteridios andrdginos estdo presentes em Saprolegnia
asterophora de Bary. A terceira espécie muito proxima a estas duas é Saprolegnia
subeccentrica (M.W. Dick) Milko, apresentando anteridios presentes e 00sporos apenas
subexcéntricos. Resultado BLASTNn para a regido ITS foi inconclusivo para este
especime. Ndo foram encontrados registros de cepas de Saprolegnia asterophora e S.
subeccentrica nas principais cole¢des internacionais, o que daria maior embasamento
para futuros estudos da relagéo entre estas. No presente estudo optou-se por manter o
espécime em nivel de género até que outros estudos colaborem para a identificagdo em

nivel especifico.
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Figura 2 A-D. Achlya androgyna (Archer) T.W. Johnson & R.L. Seym. — A e B. Oogonios alongados
com formacdo de oosferas; C. Oogobnios ornamentados com oosferas; D. Oogonio ornamentado e

anteridio andrégino. Barra = 10 pm
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Figura 3 A-F. Achlya caroliniana Coker — A. Zoosporangio vazio com poros laterais; B. Visdo da

colénia com varios oogdnios em formacdo; C. Anteridio diclino, ramificado; D. Oogbnio com 06sporo
excéntrico e ornamentac@es; E. Oogbnio com apiculos e com mais de um odsporo; F. Oogdnio com

parede lisa. Barra = 10 um
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Figura 4 A-F. Achlya crenulata Ziegler — A. Zoosporangio com liberacdo aclidide; B. Oogdnio em
formacdo com ornamentagdes; C. Anteridio diclino; D. Oogonio lateral com pedunculo cumprido e
anteridios diclinos; E. Oogbnio com o6sporos excéntricos; F. Oogdnio com oosferas abortando. Barra =

10 pum



Figura 5 A-F. Achlya flagellata Coker — A. Zoosporangio com liberacdo aclidide; B. Renovagdo cimosa

do zoosporangio; C. Oogbnio com projecdes na parede e oosferas ndo maturando; D. Anteridio

ramificado envolvendo o oogbnio com oosferas ndo maturando; E. Oogonio lateral com parede lisa e
poros na parede, o0sporos excéntricos; F. Varios odsporos excéntricos em oogonio intercalar. Barra = 10

um




64

Fotos: Danilo Reis Gongalves

Figura 6 A-F. Achlya hypogyna (Coker & Pemberton) T.W. Johnson & R.L. Seym. — A. e B.
Zoosporangios com liberagdo dos zoosporos aclidide; C. Oogénio intercalar com célula anteridial
ornamentada; D. Oogdnio com ornamentacdo e anteridio hipogino; E. Anteridios enrolando no oogénio

com um odsporo céntrico; F. Oogdnio liso com odsporo céntrico. Barra = 10 um
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Figura 7 A-F. Achlya orion Coker & Couch — A. Zoosporangio com liberacdo aclidide; B. Renovacgdo
basipetalar do zoosporangio; C. Oogbnio em formacdo com pedunculo curvado; D. Oog6nio com célula
anteridial dividida; E. Visdo geral da col6nia; F. Oogdnio com o6sporos excéntricos e anteridio

mondclino. Barra = 10 um



Figura 8 A-F. Achlya oviparvula A.L. Rogers & Beneke — A. Zoosporangio com liberacdo aclidide; B.

Renovacdo simpodial do zoosporangio; C. Oogonio em formacao; D. Visdo geral da col6nia; E. Oogonio

com um odésporo e pedunculo longo; F. Oogbnio com o6sporo excéntrico. Barra = 10 um




Figura 9 A-F. Achlya primoachlya (Coker & Couch) T.W. Johnson & R.L. Seym. — A. Zoosporangios

primarios com liberacdo aclidide; B. Zoosporangios secundarios com liberacdo traustothecoOide e
dictidide; C. Oogbnios e anteridios ramificados em formacdo; D. Oogbnio intercalar com oosferas; E.
Oogbnio com mais de 20 odsporos excéntricos, esféricos; F. Oogonio lateral com ornamentacoes

truncadas e papiladas, odsporos excéntricos Barra = 10 um
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Figura 10 A-F. Achlya radiosa Maurizio — A. Zoosporangio com liberacdo aclidide; B. Renovacdo

simpodial dos zoosporangios; C. Oog6nios e anteridios em formacdo; D. Oogbdnio com anteridio
androgino; E. Oogbnio com odsporo subcéntrico e ornamentacdao mamiforme; F. Oogbnio e anteridio em

zoosporangio vazio. Barra =10 um



69

Figura 11 A-F. Aphanomyces cladogamus Drechsler — A e B. Liberagdo aclidide dos zodsporos; C.
Oogodnio com anteridio monaclino; D e E. Anteridio envolto ao oogdnio; F. Oogdnio com oo6sporo. Barra

=10 um
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Figura 12 A-F. Aphanomyces stellatus de Bary — A. Zoosporangio pouco diferenciado do micélio e

liberacdo aclidide dos zodsporos; B. Formacdo dos zodsporos dentro do micélio; C. Formacao de oogdno
e anteridio; D. Oogbnio ornamentado com anteridio ramificado; E. Visdo geral da col6nia com
crescimento em ecdise de cobra; F. Oogdnio com ornamentacdes papiladas e arranjo das goticulas

lipidicas subcéntrica. Barra = 10um
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Figura 13 A-D. Aphanomyces sp.1 — A. Liberagdo acliéide dos zo6sporos; B. Crescimento da cultura em

ecdise de cobra; C. Oogdnio com parede abaulada; D. Oogonio e oosporo alongado. Barra =10 um



Figura 14 A-F. Aplanopsis terrestris Hohnk — A. Oogénios com peddnculos ramificados; B. Oogdnio

lateral e anteridio androgino; C e D. Oogbnio e anteridio; E. Oogbnio com odsporo céntrico; F. Oogdnio

com o06sporo subcéntrico. Barra = 10 um
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Figura 15 A-F. Brevilegnia longicaulis T.W. Johnson — A. Visdo geral da coldnia; B. Liberacdo dos

zoosporos dictidide; C. Liberacdo dos zodsporos aplandide; D. Zoosporangios e oogonios; E. Oogbnio

em formacdo e anteridio diclino; F. Oogdnio com o6sporo excéntrico e anteridios. Barra = 10 um
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Fotos: Cristiane Nascimento

Figura 16 A-D. Brevilegnia minutandra Hohnk — A e B. Zodsporos formados em zoosporangios; C e D.

Oogbnios com um ob6sporo excéntrico. Barra= 10 um
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Figura 17 A-F. Dictyuchus pseudodictyon Coker & Braxton — A. Zoosporangio vazio e em formagéo; B.
Renovacdo dos zoosporangios; C. Oogonios e anteridios; D. Oogbnio com anteridio androgino; E.

Oogbnio com anteridio diclino; F. Oogbnio com o6sporo excéntrico. Barra = 10 um



Figura 18 A-F. Leptolegnia chapmanii R.L. Seymour — A. Formacgdo dos zodsporos pelos

zoosporangios; B. Oog6nio com anteridio mondclino; C. Oogbnio lateral com ornamentacGes; D.
Oogbnio com anteridio mondclino enrolando no peddnculo do oogénio; E. e F. O6sporo com formacéo

de goticulas lipidicas subexcéntrica. Barra= 10 um
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Figura 19 A-F. Leptolegnia eccentrica Coker — A. Zoosporangio e zo6sporos em formacdo dentro do
micélio; B. Oogbnios catenulados em formacdo; C. Visdo geral da colénia; D. Oogbnios em formacdo e
anteridios monéclinos; E Oogbnio com o6sporo excéntrico; F. Oogbnio ornamentado com odsporo

excéntrico. Barra =10 um
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Figura 20 A-F. Phragmosporangium uniseriatum R.L. Seym. — A. Zoosporangios formados a partir do
micélio; B. Liberacdo dos zodsporos; C. Visao geral da coldnia em ecdise de cobra; D. Zoosporangios e
oogobnios; E. Oogbnio com anteridio mondclino e tubo de fertilizacdo; F. Oogbnio com anteridio e tubo

de fertilizacdo. Barra = 10um
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Figura 21 A-F. Plectospira myriandra Drechsler — A. Coldnia com varios zoosporangios lobulares em
formacéo; B. Detalhe de um zoosporangio irregular; C. Liberacdo aclidide dos zo6sporos; D. Oogbnio em
palha de milho envolto por anteridios; E. Oogbnio com pedinculo curto e o6sporo com goticula lipidica

subcéntrica; F. Oogonio intercalar. Barra = 10 um
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Figura 22 A-F. Pythiopsis irregularis R.L. Seym. — A. Zoosporangio irregular em formacdo; B.

Liberacdo dos zodsporos; C. Oogbnio em formacdo com anteridio mondclino e andrégino; D. Oogbnio
intercalar com ornamentacfes papiladas e tuberculadas; E. Oogbnios com o6sporos subcéntricos; F.

Oogbnio com o6sporo subcéntrico e ornamentacdes papiladas e tuberculadas. Barra = 10 um



Figura 23 A-F. Saprolegnia aenigmatica Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo — A. Zoosporangio com
liberacdo dos zoGsporos saprolegnidide; B. Zoosporangios com renovacao por proliferacdo interna; C.
Oogbnio em formacdo e anteridio diclino enrolando no pedunculo do oogénio; D. Oogbnio intercalar; E.

Oogobnio e anteridios; F. O6sporos subcéntricos. Barra = 10 um
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Figura 24 A-F. Saprolegnia ferax (Gruith) Kitz — A. Zoosporangio com renovacao por proliferacdo

interna; B. Oogdnio em formacgdo com pedunculo contorcido; C. Oogonio séssil com poros; D. Oogdnio
com anteridio diclino; E. Oogbnio com um odsporo subcéntrico; F. Oogbnio com pedunculo curto e

006sporos subcéntricos. Barra = 10 um



Fotos: Danilo Reis Gongalves

Figura 25 A-F. Saprolegnia semihypogyna S. Inaba & Tokum. — A. Zoosporangio com renovagao

simpodial; B. Renova¢do do zoosporangio por proliferacdo interna; C. Anteridio andrgino e oogénio

com o6sporo subexcéntrico; D. Oogdnio com o6sporo subexcéntrico e anteridio andrégino com tubo de

fertilizacdo; E. Anteridio semi-hip6gino; F. Oogonios catenulados. Barra = 10 um
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Fotos: Gustavo Henrique Jer6nimo

Figura 26 A-F. Saprolegnia subterranea (Dissmann) Seym. — A. Zoosporangio vazio; B. Renovagéo do
zoosporangio; C. Oogobnio lateral com anteridio mondclino; D. Oogdnio com duas oosferas em formacéo;

E. Oogobnios subcéntricos, catenulados; F. Oogonio dentro de zoosporangio vazio. Barra = 10 um
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Figura 27 A-F. Saprolegnia truncata R.L. Seym. — A. Zoosporangios vazios; B. zoosporangio com

renovacao por proliferacdo interna; C. Visdo geral da colénia; D. Oogdnio em formacdo com anteridio
androgino; E. Oogbnio lateral ornamentado com oosferas em formacédo; F. O6sporos subcéntricos. Barra

=10 um
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Figura 28 A-F. Saprolegnia milanezii sp. nov. — A. Zoosporangio primario com liberacdo saprolegnidide
e renovacao por proliferacdo interna; B. Zoosporangio secundario esférico e formacado de varios tubos de
liberacdo; C. Oogbnio com pedunculo alargado préximo ao septo do oogonio; D. Varios anteridios ao
redor do oogbnio; E. Oogbnio com dois o6sporos subcéntricos; F. Oogbnios catenulados com o6sporos

subcéntricos. Barra = 10 um
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Figura 29 A-F. Saprolegnia sp. 2 — A. Liberacdo dos zodsporos saprolegnidide; B. Oogdnio intercalar
com anteridios; C. Oog6nio lateral com anteridio mondéclino e pedinculo curto; D. Oogbnio com

anteridios ramificados; E. Oogdnio com anteridios androginos e diclinos; F. O6sporos subcéntricos. Barra

=10 um
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Figura 30 A-F. Saprolegnia sp. 4 — A. Liberacdo dos zobsporos saprolegnidide; B. Renovacdo do
zoosporangio por proliferacdo interna; C. Oogbnio em formacdo com anteridios diclinos e monéclinos; D.
Visdo da colénia com crescimento irregular de hifas; E. Od6sporo subcéntrico em colbnia velha; F.

Oogonio formado dentro do zoosporangio vazio. Barra = 10 um
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Figura 31 A-D. Saprolegnia sp. 5 — A. Oogbnio com oosferas e anteridio; B. Oogbnios ornamentados; C.

Oogbnio ornamentado com odsporo subcéntrico; D. Oogbnio intercalar com o6sporo subcéntrico. Barra =

10 pm
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4.3. Estudo filogenético dos espécimes

Foram realizadas anélises da regido LSU do rDNA para apresentacdo dos
agrupamentos, tais como da ordem Saprolegniales e suas familias Achlyaceae,
Saprolegniaceae e Verrucalvaceae. A regido ITS, considerada mais apropriada para
estudos em nivel de género/espécie devido ao seu carater conservador (Leclerc et al.
2000, Robideau et al. 2011), foi utilizada para auxiliar na identificagdo dos espécimes
em nivel especifico, por meio do programa BLASTn, como também para auxiliar no
estudo em nivel genérico. Constatou-se que a maioria dos géneros da ordem
Saprolegniales ndo conta ainda com um numero significativo de sequéncias confiaveis
para a realizacdo de uma completa andlise filogenética, a fim de se entender de forma
abrangente o posicionamento das espécies dentro de cada género. Desta forma, apenas
para o género Saprolegnia foi realizada analise filogenética com a regido ITS, com
enfoque no posicionamento da espécie nova para a ciéncia, das espécies identificadas e

também para os espécimes identificados apenas em nivel de género.

4.3.1. A ordem Saprolegniales

Foram selecionadas sequéncias da regido LSU de algumas espécies obtidas neste
estudo, e também disponiveis no GenBank (Anexo Il), para a analise filogenética da
ordem Saprolegniales, no intuito de evidenciar o posicionamento filogenético dos
géneros e dos agrupamentos destes dentro das familias atualmente aceitas, utilizando-se
especies de Pythium como outgroup (Figura 32). A analise filogenética da regido LSU
com representantes de Saprolegniales corrobora a recente publicacdo de Beakes et al.
(2014), onde Leptolegnia volta a fazer parte da familia Saprolegniaceae e Plectospira e
Aphanomyces sdo transferidos para a familia Verrucalvaceae, com a concomitante

exclusdo da familia Leptolegniaceae sensu Dick. As mudancgas propostas por Beakes et
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al. (2014) ocorreram apos a inicializacdo deste estudo, no entanto, estes resultados dao
suporte para estas transferéncias, tendo sido importante a inclusdo de espécimes
brasileiros pela primeira vez em andlise filogenética da ordem. Dos géneros
considerados por Beakes et al. (2014) dentro de Saprolegniales, foram aqui estudados
morfologicamente e molecularmente representantes de 60% deles, com a anlise
filogenética obtida evidenciando a segregacdo da ordem em trés agrupamentos, que
correspondem as familias Achlyaceae, Saprolegniaceae e Verrucalvaceae.

Com suporte de 93%, a analise da ordem Saprolegniales apresenta a familia
Saprolegniaceae, a maior dentre as familias, representada pelos géneros Aplanopsis,
Calyptralegnia, Geolegnia, Leptolegnia, Protoachlya, Pythiopsis e Saprolegnia, e por
algumas espécies consideradas dentro dos géneros Achlya e Newbya (Figura 32). Dos
géneros considerados por Beakes et al. (2014), somente Isochlya n&o foi inserido nas
analises pela auséncia de sequéncias disponiveis no GenBank. Este género ndo é aceito
por alguns estudiosos do grupo, tais como Dick (1973) e Johnson et al. (2002), por ser
considerado um género com caracteristicas morfologicas muito proximas ao género
Saprolegnia, o que é aceito no presente estudo. Dentro da familia Saprolegniaceae, as
espécies do género Saprolegnia formam um clado bem definido e com alto suporte
(96%), ocorrendo 0 mesmo para o suporte de representantes do género Protoachlya
(suporte de 100%) embora este se mostre pouco definido na analise. Aplanopsis e
Pythiopsis, com uma espécie cada, se aproximam do género Saprolegnia, resultados
também obtidos por meio das regides LSU e ITS por Leclerc et al. (2000) e Steciow et
al. (2013), e pela COX2 por Hudspeth et al. (2000). As espécies consideradas dentro do
género Achlya agrupadas em Saprolegniaceae apresentam como caracteristica comum a
presenca de oo6sporos subcéntricos e/ou céntricos, ndo havendo nenhuma espécie do

género com odsporo excéntrico presente nesta familia. Este resultado esta de acordo
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com Spencer et al. (2002), os quais criaram 0 género Newbya para algumas destas
espécies, levando em consideracdo a regido SSU. Cinco representantes do género
Newbya com sequéncias da regido LSU do rDNA estdo presentes nesta analise
(AF119589, AF218173, AF119580, AF218175 e KP098361) (Figura 32). Resultado
interessante obtido nesta analise filogenética refere-se ao género Leptolegnia, que ja foi
considerado dentro da familia Leptolegniaceae sensu Dick e recentemente foi aceita por
Beakes et al. (2014) em Saprolegniaceae, o qual evidenciou que este género ndo é
monofilético, sendo o Unico na familia Saprolegniaceae que possui espécies com
00sporos excéntricos.

O segundo agrupamento, com suporte de 96%, corresponde a familia
Achlyaceae (Figura 32), recentemente criada por Beakes et al. (2014), a qual agrupa
géneros que possuem representantes exclusivamente com odsporos excéntricos, como
Achlya (sensu stricto), Brevilegnia, Dictyuchus e Thraustotheca. Esta analise aponta
que o agrupamento de espécies do género Achlya desta familia € parafilético, bem como
que o género Thraustotheca apresenta-se muito relacionado com as espécies de Achlya
deste agrupamento, como anteriormente apontado em Riethmuller et al. (1999).

Com suporte de 73%, o terceiro agrupamento, corresponde a familia
Verrucalvaceae. Este é formado por dois géneros antes considerados na familia
Leptolegniaceae: Aphanomyces e Plectospira (Figura 32). Além destes géneros,
Pachymetra e Phragmosporangium compdem este agrupamento, sendo que este ultimo
género foi originalmente inserido em Saprolegniaceae por meio de seus caracteres
morfologicos descritos por Johnson et al. (2005a), sendo ignorado na publicacdo de
Beakes et al. (2014), embora vélido. Para este agrupamento, Beakes et al. (2014)
consideraram ainda o género Verrucalvus (sem sequéncia disponivel no GenBank), e

supdem também que os géneros Sommerstorffia e Aquastella possam fazer parte deste
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agrupamento, pelo tipo de liberacdo dos zodsporos que apresentam, no entanto, ndo ha
sequéncias da regido LSU disponiveis para estes géneros.

A seguir serdo apresentadas as familias com os demais representantes
sequenciados neste estudo, sendo discutido o posicionamento dos géneros presentes nas
analises. Uma discussdo mais abrangente sera realizada para o género Saprolegnia, o

género melhor representado neste estudo.

4.3.1.1. A familia Saprolegniaceae

Para estudo filogenético da familia Saprolegniaceae foram selecionadas
sequéncias para a regido LSU de representantes das espécies obtidas neste estudo, bem
como sequéncias selecionadas do GenBank (Anexo Il), utilizando-se Aphanomyces
como outgroup (Figura 33).

Os resultados filogenéticos de maxima verossimilhanca para a regido LSU
mostram agrupamentos com baixos suportes presentes na familia Saprolegniaceae. Este
resultado é devido principalmente a falta de sequéncias, especialmente confiaveis,
disponiveis para o grupo. H& um agrupamento melhor suportado dentro de toda a
familia (suporte de 67%), que inclui representantes dos géneros Calyptralegnia,
Geolegnia, espécies de Leptolegnia (Leptolegnia caudata de Bary — espécie tipo do
género e L. chapmanii R.L. Seym.), espécies de Achlya (todas com odsporos céntricos
e/ ou subcéntricos) e Newbya. Todos os representantes de Newbya disponiveis para a
regido LSU estdo presentes nesta analise, com os resultados demonstrando a

complexidade nos estudos taxondmicos de espécies consideradas para este género.
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AF 119584 Achlye irefenseana (ELTA)
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AF 19388 Aplanes anarogynus
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Figura 32. Arvore de Maxima Verossimilhanca da regidio LSU do rDNA para Saprolegniales. Em negrito as sequéncias dos espécimes
estudados™*: indica as sequéncias identificadas de acordo com Sandoval-Sierra et al. (2014). Valores préximos aos ramos indicam suporte de
bootstrap > 50 (%) para 1000 pseudo-réplicas e a barra horizontal mostra o nimero de substitui¢des por sitio. EUA: Estados Unidos da América.
CCIBt: Colecdo de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica; CEP: Colecéo de culturas do Centro de Estudios
Parasitologicos y de Vectores” CEPAVE-UNLP, Argentina. AVM: Espécimes de Agostina Virginia Marano
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AF119584 Achlva treleaseana (EUA)
AF218173 Achlya papillosa= A. recurva= Newhya recurva
AF119580 Achlva papillosa= A. recurva= Newbya recurva
KP006452 Achlya androgyna CCIBt 3993 (Brasil)
AFT19588 Aplanes androgynus
AF119389 Aplanopsis spinosa= Newbya pascuicola= Achlva ornata (Reino Unido)
] AF119583 Achlva spinosa= Newbya spinosa
—— AF119593 Calyptralegnia achlvoides
T _LAFE 18175 Achlva oligacantha= Newbva oligacantha
67 96L KP098361 Newbya dichotoma
100 KT935281 Leptolegnia chapmanii CEP 433 (Argentina)
KTY35280 Leptolegnia chapmanii CEP 010 (Argentina)
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;{ HQ665287 Leptolegnia candata (Canada)
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KT935269 Achlya radiosa CC1Bt 2309 {Brasil)
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KT935282 Leptolegnia eccentrica CCIBt 3991 (Brasil)
U8 KT935283 Leptolegnia eccentrica CCIBt 4125 (Brasil)
KMO58757 Aplanopsis terrestris CCIBt 4037 (Brasil)
82'HQ665251 Saprolegnia megasperma
J’— KT964706 Saprolegnia semihypogyna CCIBt 4096 (Brasil)

AF119611 Saprolegnia eccentrica (Remno Unido)
HOQ663151 Saprolegnia eccentrica (Reino Unido)
KP165040 Achlya hypogyna CCIBt 4079 (Brasil)
100l DQ393491 Protoachlva paradoxa (Holanda)
83'DQ393493 Protoachiva paradoxa (Holanda)
KT983774 Saprolegnia truncata CCIBt 3988 (Brasil)
KT965284 Pythiopsis irregularis CCIBt 3985 (Brasil)
HQ665078 Saprolegnia subterranea (Ucrinia)
A Saprolegnia subterranea GHJ 1 (Brasil)
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£| KT964705 Saprolegnia ferax CCIBt 4099 (Brasil)
HQ665142 Saprolegnia ferax (Suécia)
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Figura 33. Arvore de maxima verossimilhanga da regido LSU do rDNA de Saprolegniaceae. Em negrito as
sequéncias dos espécimes estudados. *: indica sequéncia identificada de acordo com Sandoval-Sierra & Diéguez-
Uribeondo (2015). Valores pr6ximos aos ramos indicam suporte de bootstrap >50 (%) para 1000 pseudo-réplicas e
na barra horizontal mostra o nimero de substituicGes por sitio. EUA: Estados Unidos da América. CCIBt: Cole¢édo
de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica; CEP: Colecdo de culturas do Centro de
Estudios Parasitologicos y de Vectores” CEPAVE-UNLP, Argentina. AVM: Espécimes de Agostina Virginia

Marano. GHJ: Espécime de Gustavo Henrique Jer6bnimo
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Para os géneros Aplanes e Calyptralegnia, um Unico representante de cada
género estd disponivel para esta regido e foi utilizado nesta anélise. Os resultados
apontam que Calyptralegnia, género conhecido por possuir zoosporangios operculados,
é proximo de espécies do género Newbya (zoosporangios ndo operculados), porém, sem
estudar a morfologia do género/espécie, ndo se pode inferir sobre a motivacdo de
proximidade apenas com base em dados moleculares. A espécie identificada neste
estudo como Achlya androgyna CCIBt 3993 (KP006452) por meio da monografia de
Johnson et al. (2002), foi inicialmente considerada dentro do género Aplanes por Coker
(1923) devido a raridade na producdo de zoosporangios. Estudos moleculares da regido
SSU realizados por Spencer et al. (2002) ja haviam apontado que Aplanes androgynus
(Coker 1923) e Achlya treleaseana (Coker & Matthews 1937, Johnson 1956)
correspondem ao mesmo taxon, no entanto, os autores preferiram aguardar outros
estudos para a efetiva sinonimizacdo das espécies. Johnson et al. (2005b), baseando-se
em morfologia, colocaram Aplanes androgynus (W. Archer) Humphrey e Achlya
treleaseana (Humphrey) Kauffman como sinonimias de Achlya androgyna (W. Archer)
T.W. Johnson & R.L. Seym. Os resultados moleculares da regido LSU confirmam este
posicionamento (Figuras 32 e 33). Apesar da transferéncia desta espécie para o género
Achlya (Johnson et al. 2005b), as analises filogenéticas apresentadas demonstram que
esta espécie deve ser transferida para o género Newbya.

Juntamente com as sequéncias de Achlya androgyna estdo as sequéncias da
especie A. papillosa Humphrey depositadas no GenBank, a qual Spencer et al. (2002)
consideraram como sinonimia de Achlya recurva Cornu, e a transferiu para o género
Newbya - Newbya recurva (Cornu) M.W. Dick & M.A. Spencer. A sinonimizagao
destas espécies ndo esta presente nos principais bancos de dados internacionais. De

acordo com Johnson et al. (2002) e Spencer et al. (2002), a descricéo original da espécie
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Achlya recurva Cornu foi realizada de forma simples e sem ilustragGes. Este fato fez
com que muitos erros de interpretacfes da espécie fossem se propagando ao longo dos
anos. Ocorre que nos dias atuais dois distintos isolados s&o considerados para um
mesmo nome taxonomico (Spencer et al. 2002). Na interpretacdo de Johnson et al.
(2002), Achlya recurva Cornu apresenta oogénios com ornamentacfes truncadas e com
o0sporos excéntricos. Spencer et al. (2002) demonstraram a existéncia de dois
diferentes isolados com o mesmo nome, no entanto, consideraram Achlya recurva
Cornu, da descri¢do original, com oog6nios papilados e com o6sporos subcéntricos e/ou
céntricos, caracteristicas proximas de Newbya. Enquanto o material analisado por
Jonhson et al. (2002), o qual apresenta o0sporos excéntricos, € uma segunda espécie que
foi vista inicialmente por Lathan (1935). Desta forma foi proposta a mudanca
nomenclatural desta ultima para Achlya truncatiformis M.W. Dick & M.A. Spencer
seguindo assim a lei de prioridade de acordo com o Cédigo de Nomenclatura Botanica.
Ainda de acordo com Spencer et al. (2002), Achlya recurva Cornu (descrigédo
original) é sinbnimo de Achlya papillosa Humphrey, apresentando caracteristicas tais
como ornamentacOes papiladas e raramente tuberculadas, com o6sporos céntricos, o que
aproxima com a definicdo do género Newbya, sendo desta forma transferidas para este
género como Newbya recurva (Cornu) M.W. Dick & M.A. Spencer. Se for considerada
esta sinonimizacao (ja que ndo ha sequéncias de Achlya recurva (Newbya recurva) para
a regido LSU), e apesar da problematica apresentada para a grande proximidade das
sequéncias identificadas por A. papillosa (AF218173 e AF119580) com a sequéncia da
espéecie que aqui foi identificada como Achlya androgyna, este resultado atesta a
transferéncia de A. androgyna para o0 género Newbya, além das caracteristicas
morfologicas anteriormente citadas. No entanto, se faz necessario maiores estudos com

0 intuito de entender a relacéo entre estas espécies.



98

Também no mesmo agrupamento estdo o0s representantes de Leptolegnia
chapmanii CEP 433 (KT935281) e L. chapmanii CEP 010 (KT935280), importante
oomiceto utilizado no controle biolégico de insetos (Steciow et al. 2013, Paramo et al.
2015), préximas aos representantes de Leptolegnia caudata (HQ665287), L. caudata
(AF218176) e Geolegnia helicoides (KF656776), agrupamento este com suporte de
95% (Figura 33). O género Geolegnia possui um Unico representante para a regido LSU
do rDNA, inserido nesta analise, e ndo foi estudado no presente trabalho, pois a colecao
de culturas CCIBt ndo possui representantes do mesmo. Este género caracteriza-se pela
auséncia da producdo de esporos flagelados (Harvey 1925), caracteristica ndo usual para
representantes da ordem Saprolegniales, no entanto, outras caracteristicas morfolégicas
como hifas delgadas e oogdnios com formagdo de um Unico odsporo excéntrico, a
aproxima de Leptolegnia, acreditando-se que possa ter havido, dentro do processo
evolutivo, a perda dos flagelos (Steciow et al. 2013). Um resultado bastante interessante
ocorreu para os representantes de Leptolegnia eccentrica CCIBt 3991 (KT935282) e L.
eccentrica CCIBt 4125 (KT935282). Esta espécie, que é aqui sequenciada pela primeira
vez, surpreendentemente formou um ramo independente, com suporte abaixo de 50%
dentro da familia (Figuras 32 e 33), e ndo se agrupou com as demais espécies do género
(Leptolegnia caudata de Bary e L. chapmanii R.L. Seym.), embora apresente 0 mesmo
tipo de liberacdo dos zoosporos, uma das caracteristicas utilizadas no passado para
distinguir os géneros. Johnson et al. (2002) comenta da similaridade desta espécie, no
que se refere as caracteristicas dos o0sporos, com as estruturas de resisténcias formadas
em espécies de Leptolegniella, género pertencente a Leptomitales dentro do filo
Oomycota (Beakes et al. 2014). No entanto, ainda nédo se tem disponiveis sequéncias da
regido LSU de representantes deste género, de forma que ndo é possivel inferir nesta

possivel relacdo e também infelizmente nenhuma cultura de Leptolegnia eccentrica esta
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disponivel nas principais cole¢cbes mundiais. Estes resultados corroboram com Beakes
et al. (2014) no que se refere ao posicionamento do género em Saprolegniaceae, mas
indicam que o mesmo ndo é monofilético. Estudos mais aprofundados devem ser
realizados para subsidiar futuras decisdes com relacéo a esta espécie.

Ainda no mesmo agrupamento, com suporte abaixo de 50% dentro da familia,
porém com alto suporte no agrupamento (100%), estdo os representantes de Achlya
radiosa Maurizio, A. racemosa Heldebr e A. colorata Pringsh, o que corrobora estudos
anteriormente realizados por Riethmdiller et al. (1999) e Leclerc et al. (2000). Embora
estas espécies possuam liberagcdo dos z6osporos do tipo aclidide e odsporos subcéntricos
elou céntricos, caracteristicas comuns a Newbya, se mostram separadas de todas as
demais espécies utilizadas na andlise filogenética para a familia. No presente estudo,
apenas espécimes de Achlya radiosa (CCIBt 2309 e CCIBt 4039) foram
minuciosamente trabalhadas em termos morfoldgicos. A partir destes resultados tem-se
como hipdtese que, ap6s a realizacdo de estudos moleculares de regides génicas
adicionais, em consonancia com estudos morfolégicos de Achlya colorata e A.
racemosa, estas espécies possam ser transferidas para um novo género.

De forma semelhante, o género Aplanopsis, com apenas um representante,
apresenta-se sem suporte na andlise, porém bem suportado préximo da sequéncia
identificada como Saprolegnia megasperma Coker (HQ665251). Apesar de estar no
GenBank, Aplanopsis terrestris foi sequenciado pela primeira vez para a regido LSU
neste estudo. Recente analise para a regido ITS com espécies do género Saprolegnia
depositados no GenBank, contestam a identificacdo da sequéncia de Aplanopsis
terrestris (AB219375) (Sandoval-Sierra et al. 2014). Estes autores afirmam ser uma
sequéncia de Saprolegnia megasperma, espécie esta com caracteristicas distantes do

especime estudado. Por meio deste estudo, foi possivel demonstrar que para a regido
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LSU também ocorre uma proximidade interessante entre ambas as espécies. Como nao
se tem acesso ao espécime de Saprolegnia megasperma, no momento, apenas se pode
afirmar que os resultados morfolégicos e moleculares aqui obtidos apontam para a
identificacdo correta do espécime, o qual ndo apresentou formacéo de zoosporangios e
posterior liberacdo dos zodsporos, com oogonios laterais, com esparsas ornamentacgdes,
formacéo de um Gnico o6sporo do tipo subcéntrico ou céntrico, anteridios androginos e
mondclinos com atracacao apical e lateral.

Apresentando-se como um terceiro agrupamento na analise da familia
Saprolegniaceae estdo os representantes do género Protoachlya (figura 33) e algumas
espécies de Saprolegnia. Este agrupamento é composto de representantes de
Saprolegnia eccentrica (HQ665151), S. eccentrica (AF119611) e S. semihypogyna
CCIBt 4096 (KT964706) (para mais detalhes ver secdo 4.3.1.1.1), juntamente com
representantes de Protoachlya paradoxa (DQ393491) e P. paradoxa (DQ393493), e
também o representante de Achlya hypogyna CCIBt 4079 (KP165049). O género
Protochlya foi proposto por Coker (1923) que o considerou como um intermediario
entre os géneros Achlya e Saprolegnia. Apesar da liberagdo dos zo6sporos primarios ser
aclidide, Johnson et al. (2002) consideraram o padrdo de comportamento dos zoGsporos
como caracteristica suficiente para manté-lo separado de Achlya. Em Protoachlya, os
zoosporos primarios sao providos de flagelos no momento da liberagdo, 0 mesmo néo
ocorrendo com representantes do género Achlya, no qual os flagelos séo evanescentes.
Steciow et al. (2014) definiram que espécies do género Protoachlya apresentam
zoosporos dimorficos (primario + secundario), o mesmo apresentado pelas espéecies de
Saprolegnia. Estes autores também apresentaram analises filogenéticas para as regioes
ITS, LSU e SSU do rDNA, para as quais as espécies de Protoachlya apresentam-se

como um agrupamento bem definido dentro da ordem. Apesar do baixo suporte dentro
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da familia, estes resultados apontam que Protoachya pertence a familia
Saprolegniaceae, formando um agrupamento bem definido e comprovam que o
espécime estudado de Achlya hypogyna (CCIBt 4079) esta dentro do género
Protoachlya (Figuras 32 e 33).

Outro agrupamento obtido neste estudo em Saprolegniacaeae € composto por
representantes dos géneros Pythiopsis e Saprolegnia (Figura 33). Estudos anteriores
indicaram uma relacdo proxima entre estes géneros (Leclerc et al. 2000, Spencer et al.
2002). Apenas o representante Pythiopsis irregularis CCIBt 3985 (KT935284), espécie
sequenciada e utilizada em uma andlise filogenética pela primeira vez, é inserido nas
andlises, tendo em vista os estudos morfolégicos e registros fotograficos que
comprovam ser um representante do género. Nenhuma das sequéncias disponiveis de
Pythiopsis depositadas no GenBank foi utilizada no presente estudo devido a problemas
de identificacdo apontados em outros trabalhos publicados, tais como Steciow et al.
(2014) e Sandoval-Sierra et al. (2014). Dentro deste agrupamento verifica-se uma
proximidade interessante entre o espécime de Saprolegnia truncata CCIBt 3988
(KT983774) e Pythiopsis irregularis CCIBt 3985 (KT935284) (Figura 33), sendo
ambos os Unicos dentro do agrupamento que apresentam ornamentacdes claras e bem
definidas na parede do oogénio. Este resultado aponta para uma relagdo importante a ser
considerada em futuros estudos. Este estudo sugere a necessidade de uma criteriosa

revisdo do género Pythiopsis.

4.3.1.1.1. O género Saprolegnia
Dentro da familia Saprolegniaceae, o género Saprolegnia foi o melhor
representado no presente estudo, com a obtencdo de sete especimes identificados em

nivel especifico. Na figura 34 é apresentada a arvore de maxima verossimilhanca para a
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regido ITS do rDNA para o género. Somente espécies revisadas por Sandoval-Sierra et
al. (2014) foram utilizadas nesta arvore (Anexo Il). Estes autores fizeram uma extensa
revisdo das espécies de Saprolegnia, com sequéncias depositadas no GenBank, tendo
desenvolvido para isto um sistema de identificagdo molecular baseado em unidades
taxonémicas operacionais da regidgo ITS (MOTUs: molecular operational taxonomic
units), havendo modificagdes de identificacdo de muitas das espécies. Desta forma, a
andlise filogenética aqui apresentada ndo contempla todas as espécies sequenciadas e
publicadas no GenBank para este género (Anexo lI).

A andlise filogenética da regido ITS do rDNA evidenciou que 0 género
Saprolegnia é polifilético, resultado ja obtido por Molina et al. (1995) e Hulvey et al.
(2007). Por meio desta analise foi corroborada a identificagdo morfoldgica de muitos
espécimes aqui estudados (figura 34). Entre as espécies identificadas, tém-se duas que
foram recentemente descritas. Uma delas € Saprolegnia aenigmatica Sandoval-Sierra &
Diéguez-Uribeondo, recentemente publicada por Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo
(2015), permitindo assim a correcdo na identificacdo de diversas sequéncias presentes
no GenBank que estavam com a identificacdo errbnea ou sem identificacdo em nivel
especifico. Os representantes de Saprolegnia aenigmatica CCIBt 4106 (KT964703) e S.
aenigmatica CCIBt 3998 (KT974704) formaram um clado, ndo tdo homogéneo, com
outras da mesma espécie, porém com alto suporte (97%). Outra espécie estudada é
Saprolegnia semihypogyna CCIBt 4096, recentemente descrita por Inaba & Tokumasu
(2002), sendo a identificacdo obtida neste estudo de acordo com esta publicagdo. A
analise para a regido ITS evidencia sua proximidade com Saprolegnia eccentrica R.L.
Seym., 0 mesmo pode ser verificado na analise de LSU para a familia Saprolegniaceae
(Figura 33). De acordo com a analise filogenética aqui apresentada, € evidenciado um

agrupamento muito bem suportado com representantes de Saprolegnia semihypogyna
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(AY647194) / S. semihypogyna (AB219395) e S. eccentrica (DQ393563) /S. eccentrica
(KF18140) do GenBank. Com estes resultados moleculares e considerando os dados
morfolégicos discutidos anteriormente descritos por Seymour (1970), é sugerido aqui
que Saprolegnia semihypogyna S. Inaba & Tokum e S. eccentrica R.L. Seym. sejam 0
mesmo taxon.

Por meio deste estudo também foi possivel a identificagdo em nivel especifico
de espécies que sdo consideradas bastante comuns no Brasil (Milanez et al. 2007),
dentre elas esté4 o representante de Saprolegnia subterranea GHJ 1, formando um clado
bem suportado com o espécime da Argentina (Saprolegnia subterranea AVM 3) e outro
do GenBank dos Estados Unidos da América, ficando desta forma separadas das demais
espécies do género. Outra espécie comum no Brasil é Saprolegnia ferax, sendo esta a
espécie tipo do género. Neste estudo foi possivel notar que suas caracteristicas
morfoldgicas sdo bastante versateis. Provavelmente, esta versatilidade da espécie foi o
que induziu Johnson et al. (2002) a realizarem a sinonimizacao de diversas espécies que
anteriormente foram publicadas como novas. Além dos estudos morfol6gicos, esta
andlise apresenta o representante de Saprolegnia ferax CCIBt 4099 (KT964705) com
suporte de 100% juntamente com o representante do GenBank (KF717883), o que
confirma a identificacéo.

Dentre as outras espécies de Saprolegnia estudadas, destaca-se Saprolegnia
truncata R. L. Seym., espécie brasileira sequenciada pela primeira vez e aqui inserida
numa analise filogenética. A espécie foi isolada de amostras de solo por R.L. Seymour
do municipio de Manaus (AM) e sua descri¢cdo consta na publicacdo de Johnson et al.
(2005a). Na anélise aqui apresentada a espécie se mantém separada de todas as espécies
do género (Figura 34), sendo este resultado j& esperado devido as singulares

caracteristicas morfologicas desta espécie.
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| (0 KTRG67408 Saprolegria ferax CCTBt 4090 | Brasil)
KF717883 Saprofesnia ferax® (EUA)
KFT17839 Saprofegriaperasitics® (Reino Unido)

5L KF71 7864 Saprofegnin parasitica® (Argenting
09 KFT48610 Saprodegmia ausiralis (Espanha)
KF 148589 Saprofegmia ansiralis (Espanha)
Or KFT17744 Saprolegnia dicling® (Reino Unido)
EFT 17796 Saprojegaia diclima® (Espanha)
KF420222 Saprolegnie delica (Escocia)
KF420208 Saprofegmie delica (Esodcia)
Saprolegni sp. 4 CCIBt 1234 (Brasil)
ﬂq KFT 8048 Saprodegnia tmralis® (Reino Unido)
[M}393558 Sapralegnia firoralis® {Reino Unido)
— KF7I8122 .Erllaml'rgamr rercgmsa ¥ IF.i.Tklﬂh:'lb
LoD JOUT45RS Saprofegmia aenigmalica ™™
07| KT336498 Saprofegnia senfgmatica CCTRE 3998 (Brasil)
KT%4707 Saprolegnia aenigmaiica CCLBE 4106 (Brasil)
T AY3 10502 .‘l:ulr.lrfnfn-gr.'l'u uwl.'_u.rlm.'l:c'ar o
92! Hgsag000 Saprodegmia aenipmatioa™® (Reino Unido)
i) ]ml.‘in'pml'fwia subierramea GHI 1 (Brasil)
|.5'-upro.frgm'u subterramea AVM 3 (Argentinn)
KFT18124 Saprofegnia subterranea® (ELUA)
03 DA)393523 Saprofepmio terresiris®
' EFT18134 Saprolegnia fervestris® (ELLA)
g KFTIE13 1 Saprolegnio mondifera® ( Equador)
KFT18133 Sapralegnia monilifere® (Reino Unido)
&3 KT213556 Suprolegnin rancata CCTBE Y988 (Brasil)
47| Saprofegnia milanezii sp. nov, CCIBt 4027 (Brasil)
76| ' Saprolegric mblawedi sp. mov, CCIBE 4001 (Brasil)
KFT18143 Sapradegnia furcae® (Reino Unido)
DQ.'!-';] a6l R'-rfm.ll'ﬂ;.ll.w_ﬁrn'ﬂn’u"
Saprolegnia sp. 2 OCIRE 3983 | Brasil)
T]Q.lﬂ;ﬁlﬁ] .’;u,'}ru.l'n';i;.ljru ercemirica®
AYe47194 Saprolegmia semilyporyme {Japdo)

84

il

)
el

T AB219395 Saprolegnia semifypagyae (Japio)
KF718140 Saprodegnin eccentricn® (Reino Unido)
KT6470% Saprofegnin semilypogyna CCLEG 4096 (Brasil)
9T KETI8186 Saprodegmia megasperma™ {Reine Unido)
KFTIRIET Saprofepnia megasperma® {Equador)

32 ';fl[ KFT18193 Sapeolegain anisosporg {Palinia)

AB219376 Saprolegnia arisospore® {Japdo)

HOB43998 Sqprenlegnia manoican™ (Reino Unido)

& Suprolegnia sp. 5 CCLBG 1991 (Brasil)
100y HOBA39TS Saprodegnia asteropiora {Reine Unido)

KFT18178 Saprolegnia asterophore (Reino Unido)

|00 KPDikd62 Aphanonyees stellanes CCTBt 3904 (Brasil)
AY 455774 dphanomyces stellaius {Japo)
100 AYHATI90 .-';.lﬁu.l]r.lmu'r*.\ elifeiches I:J:lp?ll.ﬂ
T | AY 283646 Aphanomyces laevis (Japia)

Crutgroup

Figura 34. Arvore de Maxima Verossimilhanca da regido ITS do rDNA para o género
Saprolegnia. Em negrito as sequéncias dos espécimes estudados. *: indica sequéncias
identificadas de acordo com Sandoval-Sierra et al. (2014). **: indica sequéncias identificadas
de acordo com Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo (2015). Valores préximos aos ramos
indicam suporte de bootstrap >50 (%) para 1000 pseudo-réplicas e na barra horizontal mostra
0 numero de substituicGes por sitio. CCIBt: Colecdo de Culturas de Algas, Cianobactérias e
Fungos do Instituto de Botéanica; EUA: Estados Unidos da América; AVM: espécimes de
Agostina Virginia Marano; GHJ: espécime de Gustavo Henrique Jer6nimo
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Os resultados permitiram ainda apresentar uma nova espécie para a ciéncia, esta
designada Saprolegnia milanezii sp nov., em homenagem ao pesquisador que iniciou no
Instituto de Boténica (IBt) os estudos com fungos zoosporicos, Dr. Adauto Ivo Milanez.
Esta espécie apresenta caracteristicas morfoldgicas particulares. Além da identificacdo
morfologica, a andlise filogenética da regido ITS do rDNA confirma ser este um novo
tdxon, apresentando-se num agrupamento com suporte de 76% juntamente com
Saprolegnia furcata Maurizio (Figura 34). Porém, Saprolegnia furcata apresenta
caracteristicas morfoldgicas distintas da espécie nova, tais como pedinculos oogoniais
normalmente longos e pendentes, alguns enrolando, com formato espiral, 0dsporos
céntricos e anteridios andréginos (Seymour 1970, Johnson et al. 2002). Apesar da
proximidade morfolégica de nossa espécie com a morfologia apresentada para as
espécies Saprolegnia megasperma e S. unispora, a andlise filogenética comprova a
distancia com S. megasperma, ndo havendo sequéncia de S. unispora disponivel no
GenBank, conforme revisdo de Sandoval-Sierra et al. (2014).

Mesmo realizando estudos morfoldgicos e moleculares, algumas espécies ndo
tiveram a identificacdo confirmada. Na andlise filogenética apresentada para regido ITS,
0 representante de Saprolegnia sp. 4 CCIBt 1234 apresenta-se sozinho separado das
demais espécies do grupo e proximo ao agrupamento onde se encontra a espécie tipo do
género, Saprolegnia ferax. Levando-se em consideracdo o protocolo recentemente
proposto para a proposicao de espécies novas em espécimes de Saprolegnia (Sandoval-
Sierra & Diéguez-Uribeondo 2015) ndo é possivel propor uma espécie nova, pois se tem
apenas um espécime. Também, os dados morfolégicos ndo foram conclusivos e desta
forma decidiu-se por deixar esta espécie em nivel de género. O mesmo ocorre para o
especime Saprolegnia sp. 2 CCIBt 3983. Este espécime foi inicialmente identificado

por meio de dados morfolégicos como pertencente a Saprolegnia terrestris Cookson.
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Na andlise da regido ITS esta espécie ficou sozinha, apresentando-se como um grupo
irmdo de Saprolegnia semihypogyna e S. eccentrica. Muito embora tenha ficado
separada das demais espécies do género, de acordo com o protocolo de Sandoval-Sierra
& Diéguez-Uribeondo (2015), ndo é possivel propd-la como uma nova espécie para a
ciéncia. Recentemente, a partir de uma nova coleta realizada no Parque Estadual da Ilha
do Cardoso (PEIC), foi obtido um novo espécime que se assemelha a esta espécie, de
forma que outros estudos serdo realizados para complementar estes achados. Resultados
interessantes foram obtidos para o espécime de Saprolegnia sp. 5 CCIBt 1991 sendo
identificado morfologicamente como Saprolegnia blelhamensis por Gomes & Pires-
Zottarelli (2006), com o deposito deste espécime na CCIBt. ApdGs revitalizacdo, o
espécime apresentou caracteristicas morfoldgicas diferentes da identificagdo
apresentada Gomes & Pires-Zottarelli (2006), tais como a auséncia de zoosporangios e
presenca de anteridios. O resultado filogenético mostra que esta espécie se aproxima de
sequéncias de Saprolegnia asterophora de Bary disponiveis no banco de dados do
GenBank, no entanto, a distancia entre os ramos dos representantes destes espécimes,
indica ndo ser 0 mesmo taxon. Por falta de sequéncias das demais espécies proximas,
sendo estas Saprolegnia blelhamensis e S. subeccentrica, optou-se por ndo finalizar a
identificacdo deste espéecime em nivel especifico. Devido a versatilidade que apresentou
este espécime no seu ciclo reprodutivo, tém-se duvidas da existéncia real das trés
especies. Apenas com 0s espécimes tipos sequenciados e analise morfoldgica detalhada
sera possivel entender a relacdo entre estas espécies, no entanto, ndo ha disponibilidade
de Saprolegnia subeccentrica nem S. blelhamensis nas cole¢bes mundiais mais
conhecidas.

Os dados aqui apresentados para este género indicam fortemente que

Saprolegnia precisa ainda de uma aprofundada revisdo que envolva tanto os dados
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moleculares quanto os morfoldgicos, pois se verifica que ha ainda grandes problemas

dentro do género.

4.3.1.2. A familia Achlyaceae

Para a anélise filogenética da familia Achlyaceae foram inseridas sequéncias da
regido LSU de representantes de espécies de Achlyaceae obtidas neste estudo, bem
como sequéncias selecionadas do GenBank (Anexo Il), utilizando-se Pythium como
outgroup (Figura 35). A andlise filogenética de méxima verossimilhanca apresenta dois
agrupamentos bem definidos. No primeiro agrupamento estdo presentes 0s
representantes do género Achlya (espécies com 0dsporos excéntricos — sensu stricto) e
Thraustotheca, apresentando um numero expressivo de espécies de Achlya estudadas e
com um evidente agrupamento parafilético. O género Thraustotheca difere do género
Achlya pelo tipo de liberacdo dos zodsporos, este ocorre pela desintegracdo das paredes
de formacdo dos zoosporangios (Johnson et al. 2002). N&o foi possivel o estudo de
nenhum representante deste género por auséncia de espécimes presente na colecdo de
culturas da CCIBt. Para o género Achlya nédo foi possivel a insercdo da espécie tipo do
género, Achlya prolifera Nees, por falta de sequéncia para a regido LSU, o que seria
importante para inferir nos resultados encontrados. Provavelmente a espécie tipo estaria

dentro da familia Achlyaceae, por tambem possuir o0sporos excéntricos.

Todas as espécies de Achlya estudadas tiveram sua identidade corroborada pelos
estudos moleculares, com excecdo de Achlya oviparvula. Um Unico representante foi
obtido e estudado. Esta espécie é muito relacionada morfologicamente a Achlya
caroliniana. Por este motivo € possivel confundi-las, no entanto, Achlya oviparvula ndo
produz anteridios em nenhuma fase do seu ciclo de vida, sendo entdo partenogenética.

Estudos aqui realizados para espécimes pertencentes as duas espécies concluem que
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realmente sdo espécies diferentes quando se é considerado as caracteristicas
morfologicas, anteriormente relatadas. De acordo com o resultado obtido na anélise
filogenética, nao foi possivel corroborar os dados morfoldgicos encontrados com 0s
resultados moleculares da regido LSU de forma efetiva, isto porque ndo ha outro
espécime sequenciado de Achlya oviparvula no GenBank, o que daria maior subsidio
para as analises, além disso, ha o fato das espécies excéntricas de Achlya apresentarem
poucas divergéncias nucleotidicas para esta regido, como ja apontado por Riethmiller et
al. (1999). Também pela primeira vez foi sequenciada a espécie Achlya orion com dois
representantes (CCIBt 3984 e CCIBt 4100), os quais se apresentam bem definidos na
analise apresentada. A espécie é muito comum no Brasil (Milanez et al. 2007), sendo
desta forma uma importante contribuicdo. Outra espécie comum no Brasil, 0
representante de Achlya flagellata CCIBt 3980 (KR063221) posicionou-se proximo da
sequéncia disponivel no GenBank para a regido LSU. O resultado BLASTn para a
regido ITS foi inconclusivo para esta espécie (Anexo I). Achlya primoachlya, espécie
com oogdnios com diferentes tipos de ornamentacgdes, teve a regido LSU primeiramente
sequenciada neste estudo. Os resultados mostraram este representante (CCIBt 3982)
juntamente com o da Argentina (AVM 1), sendo o resultado BLASTn da regido ITS
corroborado a identificacdo (Anexo I). De forma diferente ocorreu para o representante
de Achlya crenulata CCIBt 3997 (KT964699), este formou um clado separado das
espécies de Achlya sensu stricto, juntamente ao Unico representante de A. crenulata
(AF218192) disponivel no GenBank. O resultado BLASTn da regido ITS também

corroborou a identificacdo, apesar da baixa similaridade apresentada (Anexo ).
Apresentando-se como um agrupamento irmao do género Achlya/Thraustoteca,

0 segundo agrupamento é representado pelos géneros Dictyuchus e Brevilegnia. Pela
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primeira vez foi sequenciada a espécie Dictyuchus pseudodictyon, com o estudo de dois
diferentes espécimes. Ambos os espécimes apresentaram reproducao sexuada apenas na
amostra original, tornando-se estéreis apds o cultivo in vitro. Johnson et al. (2002),
consideram apenas duas espécies vélidas para o género, Dictyuchus monosporus
(espécie heterotalica) e D. pseudodictyon, sendo ambos com representantes presentes na
analise da regido LSU. Devido a versatilidade do ciclo reprodutivo presente no
espécime aqui estudado, considerando as muitas outras espécies validas no banco de
dados do mycobank (www.mycobank.org) é sugerido que maiores estudos sejam
realizados para a constatagdo da existéncia destas espécies. Apresentando-se muito
proximo ao género Dictyuchus, estdo os representantes do género Brevilegnia. Neste
estudo, Brevilegnia longicaulis foi sequenciada pela primeira vez. Esta espécie
apresentou liberacdo dos zodsporos pelos zoosporangios primarios do tipo aclidide, ja
relatada para varias outras espécies de Brevilegnia (Coker 1927). No entanto, os
resultados para a regido LSU mostraram que o0 espécime se aproxima das demais
espécies de Brevilegnia, juntamente ao agrupamento de espécies do género Dictyuchus
e Brevilegnia minutandra (CCIBt 3351). Esta ultima espécie citada possui sequéncia
disponivel no GenBank apenas para a regido ITS, sendo a primeira vez que a espécie foi
sequenciada para a regido LSU do rDNA. O resultado BLASTnN desta espécie ndo foi
conclusivo para a regifo ITS (Anexo 1). E possivel concluir que estes dois géneros s&o

bastante proximos.
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KPO06451 Achlya caraliniana CCIRt 3870 (Brasil)
KT964 700 Achiya oviparvida CCIBE 3996 (Brasil)
AFI19575 Achlva carodiniana

AFZ1R1B Achlve caroliniana

Achlva caroliniana AVM 4 (Argentina)

71 || KROG32ZT Achiyva fagetlata CC1BE 3980 {Brasil)
EH.-'&I-'Z 18180 Achiva fagellara

HO6652 13 Theaustorheca clavaia (Holanda)

36 HQGO305T Mraustotheca tervestris | Argentina)
HOw65268 Thrawstotheca elavata (Reino Umido)
KMERTST Achlya primogchiva CCIB1 3982 (Brasil)
| Achiya prineachiya AVM 1 (Argentina)

AF218189 dohlva recuwrva= A. sruncatiformis

q4r\ Achlye recurva= A, truncatiformis ANM 16 {Argentina)

_[ KT904700 Ackiya erien CCIBt 3984 (Brasil)

K TY3S26T Achiya orion CCIBE 4100 {Brasil)

AF 119579 dohlva klebsiana

AFZ1819] Achiva Elebsiana

KT9%4699 Achiva cremwlatn CCUBt 3997 (Brasil)

AF2IR192 Achlva crenwlata

ToiRT935271 Bvcyynchas psewdodiciyen CCLBL 4028 {Brasil)
KT264702 Diceyuchus psendodicivon CCIBC 4108 (Brasil)
AF119395 Dichuchus morasporys (Egiio)

KM 245940 Brevilegnia fongicanlis CC1Bt 3989 { Brasil)
KT935270 Brevilegnia minutandra CCIBL 3351 (Brasil)
AF119591 Brevilegnia bispora (Reino Unido)

AF235942 Brevilegnia bispora (Reino Unido)

AF119608 Pythinm middletonii iHolanda)

100

_ 4W|:Ff1'ﬂu}mr helicandrn CCIBL 3990 (Brasil) | Outgroup
s HOQG65225 Pyrhium helicandrum (ELIA)

Figura 35. Arvore de maxima verossimilhanca da regido LSU do rDNA para Achlyaceae. Em
negrito as sequéncias dos espécimes estudados. Valores proximos aos ramos indicam suporte
de bootstrap >50 (%) para 1000 pseudo-réplicas. Na barra horizontal mostra 0 nimero de
substituicGes por sitio. EUA: Estados Unidos da América. CCIBt: Colecdo de Culturas de
Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica; AVM: Espécimes de Agostina

Virginia Marano

4.3.1.3. A familia Verrucalvaceae

Para a andlise filogenética da familia Verrucalvaceae foram inseridas sequéncias
da regido LSU de representantes de espécies obtidas neste estudo, bem como sequéncias
selecionadas do GenBank (Anexo I1), utilizando-se Saprolegnia como outgroup (Figura

36). Por meio da andlise filogenética de méaxima verossimilhanga da regido LSU,
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constata-se que as espécies de Aphanomyces e Plectospira estdo presentes em um
agrupamento juntamente com Pachymetra chaunorhyza (AF119598). Este ultimo
género citado foi considerado dentro da familia Verrucalvaceae por Dick et al. (1984),
que anteriormente fazia parte da Ordem Sclerosporales do filo Oomycota. Conclui-se
que todos estes géneros fazem parte da mesma familia, corroborando os resultados
apresentados por Beakes et al. (2014).

E possivel observar nessa analise que o género Aphanomyces forma diferentes
agrupamentos. No GenBank ha um nimero elevado de sequéncias de representantes do
género Aphanomyces de diferentes regiGes génicas, por se tratar de um género bastante
estudado devido, em parte, a sua atuacdo como parasita (Huang et al. 1994, Diéguez
Uribeondo et al. 2009, Strand et al. 2012). Desta forma, foi possivel a obtencdo de
diversas sequéncias das espécies deste género para utilizacdo na analise filogenética de
Verrucalvaceae, embora 0 numero de espécies estudadas nao tenha sido grande. Os
resultados filogenéticos apontam para a formacéo de trés agrupamentos bem suportados,
0 que corrobora os resultados encontrados por Diéguez-Uribeondo et al. (2009) com
estudos para a regido ITS, com a divisdo em linhagens evolutivas pelo modo de nutri¢éo
e habitat. Entre as espécies de Aphanomyces estudadas estda o tipo do género
Aphanomyces stellatus (Figura 36). Esta espécie teve a identificagcdo corroborada por
meio de andlise filogenética, na qual o representante que foi aqui sequenciado de
Aphanomyces stellatus CCIBt 3994 (KP006454) esta bem suportado com a sequéncia
de outro espécime do GenBank (AF119587) e separado das demais espécies do género
(Figura 36). Além disso, o resultado BLASTn para a regido ITS também confirmou a
identificacdo (Anexo I).

Apresentando-se dentro do agrupamento no qual se encontra a espécie tipo do

género Aphanomyces stellatus, estdo os representantes do género Phragmosporangium.
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Este se apresenta definido e bem suportado dentro de Verrucalvaceae. O género foi
isolado a partir de estudos com amostras de solo na Africa (Johnson et al. 2005a) sendo
0 género monoespecifico, com a espécie Phragmosporangium uniseriatum, a qual
possui como tipo apenas sua ilustracdo. A espécie foi registrada no Brasil como segunda
ocorréncia mundial, mostrando-se muito comum em solo de areas de Mata Atlantica,
saprobia em substrato queratinoso (Pires-Zottarelli et al. 2007). No presente estudo, pela
primeira vez este género € sequenciado, sendo que para a regido LSU foi obtido o
sequenciamento de dois espécimes e confirmado o seu posicionamento. Apesar da
singularidade presente na formacdo dos zoosporangios e pelo tipo de liberacdo dos
zodsporos apresentado por este género, 0 mesmo tem caracteristicas comuns ao género
Aphanomyces, que inclui a formacéo de um Unico odsporo por oogénio, justificando sua
presenca em Verrucalvaceae.

Também presente em Verrucalvaceae, o0 género Plectospira apresenta-se
proximo de algumas espécies do género Aphanomyces. De acordo com Johnson et al.
(2002), duas espécies sdo validas, Plectospira gemmifera (espécie que produz um
namero expressivo de gemas) e P. myriandra, estando esta Ultima aqui representada
(CCIBt 3992; KR063219) com um Unico representante para a regido LSU. Conforme o
resultado desta analise (Figura 36), ha diferencas entre 0s ramos dos especimes
estudados e da sequéncia depositada no GenBank do Japdo. Uma hipotese é que esta
distancia pode estar relacionada as localidades de origem dos espécimes, ou ainda, por
diferencas presentes no tamanho das sequéncias. Para apenas um de dois espécimes
estudados foi possivel o sequenciamento da regido LSU, mesmo apds diversas
tentativas. O resultado BLASTN para a regido ITS dos dois espécimes que foram
obtidos neste estudo (CCIBt 3992 e CCIBt 3372), confirmou a identificacdo, apesar da

baixa similaridade (anexo I).
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91| JX115216 Aphanomyees astact {Austria)

XRTITIM0 Aphanowmyees astaci Linhagem *
JQUT0 32 Aphanomyces salsuginosus {Japio) Parasitas de animais
AF235% ] Aphanomyees piscicida (Suécia)

100 KT935290 Phragmosporanginm uniseriatun CCIBt 3986 (Brasil)
KT935291 Phragmesporanginm uniseriatun CCIBE 4107 (Brasil)
1o KPO0G454 Aphanonyees stellatms CCIBt 3994 (Brasil)

AF1193871 Aphanomyees stellains

JOO07T0142 Aphanomyees sinensis (Japdo)
I' KP006453 Aphanomyces lzevis CCIBt 4070 (Brasil)
L HOQ663242 Aphananyees laevis Linhagem *

99 AF119586 Aphanomyees laevis Saprobios ¢ oportunistas
HQ395662 Aphanomyces repetans (China)

HQ395671 Aphanamyees repetans (China)

100 I: HO665247 Plectospiva myriandva (Japio)
KRO63219 Plectospiva myrigmdra CCIBE 3992 {Brasil)

AF119598 Pachvmetra chaunorhiza

Aphanomyees sp. 1 CCIBt 4026 (Brasil)

5| HOG63056 Aphanomyces cladogamus (EUA)

KTY35289 Aph ey clad s CCIBE 3854 (Brasil ,
PROROIPEES cragrgamus ( ) Linhagem *

HOQ665241 Aphanomyees cochlioides Parasitas de plantas

N

09| HO663 132 Aphanontvees euteiches (Noruega)
HO665129 Aphanomyvees eunteiches
100 ) HOG65062 Saprofegnia feray (Suécia)

oo VKT964705 Saprolegnia ferax CCIBt 4099 (Brasil) Outgroup

Figura 36. Arvore de maxima verossimilhanga da regido LSU do rDNA para
Verrucalvaceae. Em negrito as sequéncias dos espécimes estudados. *: Divisdo
apontada por Diéguez- Uribeondo et al. (2009) para linhagens evolutivas com estudos
para 0 género Aphanomyces. Valores proximos aos ramos indicam suporte de
bootstrap >50 (%) para 1000 pseudo-réplicas. Na barra horizontal mostra o nimero de
substituicdes por sitio. CCIBt: Colecdo de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos

do Instituto de Botanica; EUA: Estados Unidos da América
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho contribui de forma significativa para a taxonomia da ordem
Saprolegniales, com a juncdo de estudos morfolégicos com registros fotograficos e
anélises moleculares, apresentando o sequenciamento de duas regiGes génicas com
estudo de 31 diferentes espécies. Apesar da proposicao das trés familias anteriormente
relatada, os resultados apresentados sdo inéditos na demonstragdo da formacéo dos trés
agrupamentos presentes nesta ordem, com o uso de sequéncias obtidas no presente
estudo e também disponiveis no GenBank. No entanto, 0s estudos com estas familias
demonstram que maiores pesquisas se fazem necessarias e devem ser realizadas no
sentido de compreender a relagcdo e o posicionamento dos géneros, sobretudo para a
familia Saprolegniaceae, a qual possui maior quantidade de géneros.

Pela primeira vez espécimes brasileiros foram sequenciados e inseridos em um
trabalho filogenético. No entanto, a auséncia de sequéncias confiaveis no GenBank e
também, o pequeno numero de espécies sequenciadas dificultou o aprofundamento das
analises gerando a necessidade de insercdo de outros espécimes. Das 26 espécies
certificadas, oito sdo aqui sequenciadas pela primeira vez, todas com comprovacdo da
identificacdo por meio de estudos morfologicos apresentados, o que possibilitou
contribuir com o banco de dados génico, por meio da inclusdo de sequéncias confiaveis,
em se tratando de sequéncias cujos estudos morfologicos foram minuciosamente
realizados com o0s espécimes.

Como resultados especificos, os dados para a regido LSU do rDNA mostraram
gue o género Leptolegnia pertence a Saprolegniaceae, porém este ndo é monofilético,
com a separacdo de Leptolegnia eccentrica dos demais representantes do género. De
acordo com as analises apresentadas, € necessario que esta espécie seja designada como

um novo género, porém 0s baixos suportes apresentados nas analises impedem que esta
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mudanca ocorra no momento. Também, por meio deste estudo foi possivel constatar
que o género Phragmosporangium, sequenciado pela primeira vez, pertence a familia
Verrucalvaceae, e ndo mais em Saprolegniaceae. Ainda foi possivel a descoberta de
uma nova espécie para ciéncia, a qual foi designada Saprolegnia milanezii sp. nov., com
a obtencgdo de dois espécimes, seguindo assim o protocolo recentemente proposto para o
género.

Os resultados obtidos reforcam para a importancia da parceria entre a morfologia

e a ferramenta molecular.
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ANEXO II. Sequéncias depositadas no GenBank e utilizadas nas andlises filogenéticas do presente estudo. *: Dados obtidos do GenBank, o qual possui

trabalhos que ndo foram publicados. **: Algumas mudangas consideradas para as analises aqui apresentadas

Identificacdo GenBank Ndamero NUmero de colecéo Depositante/autor* Mudanga na identificagdo**
GenBank
Achlya caroliniana AF218184 Leclerc et al. (2000)
A. caroliniana AF119575 AR 13 Riethmdller et al. (1999)
A. colorata AF119577 CBS 54567 Riethmdller et al. (1999)
A. crenulata AF218192 Leclerc et al. (2000)
A. flagellata AF218180 Leclerc et al. (2000)
A. klebsiana AF119579 CBS 10149 Riethmaller et al. (1999)
A. klebsiana AF218191 Leclerc et al. (2000)
A. oligacantha AF218175 Leclerc et al. (2000)
A. papillosa AF218173 Leclerc et al. (2000) Newbya recurva sensu Sepencer et al. (2002)
A. papillosa AF119580 CBS 10152 Riethmdller et al. (1999) Newbya recurva sensu Sepencer et al. (2002)
A. racemosa JX115214 CBS 10338 Robideau et al. (2014)
A. racemosa AF218178 Leclerc et al. (2000)
A. radiosa JX115215 CBS 54767 Robideau et al. (2014)
A. recurva AF218189 Leclerc et al. (2000)
A. spinosa AF119583 AR 95 Riethmdller et al. (1999) Newbya spinosa sensu Spencer et al. (2002)
A. treleaseana AF119584 CBS 57567 Riethmdller et al. (1999)
Aphanomyces astaci JX115216 CBS 121537 Robideau et al. (2014)
A. astaci XR717100 APO 3 Russ et al. (2013)
A. astaci AF235940 uv Soderhall K. Petersen & Rosendahl (2000)
A. cladogamus HQ665056 CBS 10829 Robideau et al. (2011)
A. cochlioides HQ665241 CBS 47771 Robideau et al. (2011)
A. euteiches AF235939 ATCC 201684 Petersen & Rosendahl (2000)
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ANEXO 11. Sequéncias depositadas no GenBank e utilizadas nas analises filogenéticas do presente estudo. *: Dados obtidos do GenBank, o qual possui

trabalhos que ndo foram publicados. **: Algumas mudangas consideradas para as analises aqui apresentadas

Identificacdo GenBank Ndamero NdUmero de Depositante/autor* Mudanga na identificagdo**
GenBank Colecdo
Aphanomyces euteiches HQ665129 CBS 15473 Robideau et al. (2011)
A. euteiches AY647190 MAFF 305549 Phadee et al. (2004)
A. euteiches HQ665132 CBS 15673 Robideau et al. (2011)
A. laevis HQ665242 CBS 47871 Robideau et al. (2011)
A. laevis AF119586 AR 47 Riethmdaller et al. (1999)
A. laevis AY283646 1A 0475 Phadee et al. (2004)
A. laevis KP006453 CCIBt 4070 Jesus et al. (2014)
A. piscicida AF235941 njm 9211 Petersen & Rosendahl (2000)
A. repetans HQ395662 CBS 126886 Liu & Chen (2010)
A. repetans HQ395671 CBS 126887 Liu & Chen (2010)
A. salsuginosus JQ070132 ATCCMYA4775 Gujjari et al. (2011)
A. sinensis JQO070142 ATCCMYA4825 Gujjari et al. (2011)
A. stellatus AY455774 1A 009 Phadee et al. (2003)
A. stellatus AF119587 AR 51 Riethmiiller et al. (1999)
Aplanes androgynus AF119588 AR 46 Riethmaller et al. (1999)
Aplanopsis spinosa AF119589 CBS 11261 Riethmdller et al. (1999) Achlya ornata sensu Jonhson et al. (2005) /Newbya pascuicula sensu
Spencer et al. (2002)
Brevilegnia bispora AF119591 CBS 56967 Riethmaller et al. (1999)
B. bispora AF235942 CBS 56867 Petersen & Rosendahl (2000)
Calyptralegnia achlyoides AF119593 AR 05 Riethmdller et al. (1999)
Dictyuchus monosporus AF119595 CBS 46781 Riethmdller et al. (1999)
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ANEXO 11. Sequéncias depositadas no Genbank e utilizadas nas analises filogenéticas do presente estudo. *: Dados obtidos do GenBank, o qual possui

trabalhos que ndo foram publicados. **: Algumas mudangas consideradas para as analises aqui apresentadas

Identificacdo GenBank Ndamero NUmero de colecéo Depositante/autor* Mudanga na identificagdo**
GenBank

Geolegnia helicoides KF656776 Steciow et al. (2013)
Leptolegnia caudata HQ665287 CBS 68069 Robideau et al. (2011)
L. caudata AF218176 CBS 52387 Leclerc et al. (2000)
Leptolegnia sp. AY310502 CBS 17786 Oidtmann et al. (2004) Saprolegnia. aenigmatica Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo (2015)
Newbya dichotoma KP098361 MB 808617 Steciow et al. (2014)
Pachymetra chaunorhiza AF119598 CBS 96087 Riethmdaller et al. (1999)
Plectospira myriandra HQ665247 CBS 52387 Robideau et al. (2011)
Protoachlya paradoxa HQ665135 CBS 15845 Robideau et al. (2011)
P. paradoxa DQ393493 ATCC44892 Hulvey et al. (2007)
P. paradoxa DQ393491 CBS 15845 Hulvey et al. (2007)
Pythium helicandrum HQ665225 CBS 39354 Robideau et al. (2011)
P. middletonii AF119608 CBS 52874 Riethmiller et al. (1999)
Saprolegnia anisospora KF718193 SAP 0270 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. asterophora HQ643975 CBS 53167 Robideau et al. (2011)
S. asterophora KF718178 SAP 1296 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. australis KF748610 SAP 2643 Rezinciuc et al. (2014)
S. australis KF748589 SAP2612 Rezinciuc et al. (2014)
S. delica KF420222 ABDN 26 Sarowar et al. (2013)
S. delica KF420208 ABDN 01 Sarowar et al. (2013)
S. diclina KF717744 SAP 0229 Sandoval-Sierra et al. (2014)
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ANEXO 11. Sequéncias depositadas no GenBank e utilizadas nas analises filogenéticas do presente estudo. *: Dados obtidos do GenBank, o qual possui

trabalhos que ndo foram publicados. **: Algumas mudangas foram consideradas para as analises aqui apresentadas.

Identificacdo GenBank Ndamero NUmero de colecéo Depositante/autor* Mudanga na identificagdo**
GenBank
Saprolegnia diclina KF717796 SAP 1023 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. eccentrica KF718140 SAP 1288 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. eccentrica HQ665151 CBS 21135 Robideau et al. (2011)
S. eccentrica AF119611 CBS 55167 Riethmdller et al. (1999)
S. ecentrica AB219376 CBS 110061 Inaba & Tokumasu (2005) Saprolegnia anisospora sensu Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. ferax HQ665062 CBS 1734 Robideau et al. (2011)
S. ferax KF717883 SAP 0157 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. ferax HQ665142 CBS 17342 Robideau et al. (2011)
S. furcata KF718143 SAP 1294 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. lapponica HQ665184 CBS 28438 Robideau et al. (2011) S. ferax sensu Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. litoralis KF718048 CBS 53567 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. megasperma HQ665251 CBS 53267 Robideau et al. (2011)
S. megasperma KF718186 SAP 1287 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. megasperma KF718187 SAP 1373 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. monilifera KF718131 SAP 1450 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. monilifera KF718133 SAP 1470 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. monoica HQ643998 CBS 59967 Robideau et al. (2011)
S. parasitica KF717839 SAP 0208 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. parasitica HQ665196 CBS 30032 Robideau et al. (2011)
S. parasitica HQ644000 CBS 54067 Robideau et al. (2011) S. aenigmatica sensu Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo (2015)
S. parasitica HQ665074 CBS 113187 Robideau et al. (2011)
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ANEXO I1. Sequéncias depositadas no GenBank e utilizadas nas analises filogenéticas do presente estudo. *: Dados obtidos do GenBank, o qual possui

trabalhos que nao foram publicados. **: Algumas mudancas consideradas para as analises aqui apresentadas.

Identificacdo GenBank Numero Numero de colegdo Depositante/autor* Mudanga na identificagdo**
GenBank

Saprolegnia parasitica KF717864 SAP 1091 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. semihypogyna AY647194 1A 1424 Phadee et al. (2004)
S. semihypogyna AB219395 CBS 109568 Inaba & Tokumasu (2005)
S. subterranea KF718124 SAP 1293 Sandoval-Sierra et al. (2014)
S. subterranea HQ665078 CBS 113343 Robideau et al. (2011)
S. terrestris KF718134 SAP 1285 Sandoval-Sierra et al. (2014)
Saprolegnia sp. DQ393563 CBS 109568 Hulvey et al. (2007) Saprolegnia eccentrica sensu Sandoval-Sierra et al. (2014)
Saprolegnia sp. DQ393561 UNCW 380 Hulvey et al. (2007) S.furcata sensu Sandoval-Sierra et al. (2014)
Saprolegnia sp. DQ393558 UNCW 374 Hulvey et al. (2007) S.litoralis sensu Sandoval-Sierra et al. (2014)
Saprolegnia sp. DQ393523 UNCW?2 59 Hulvey et al. (2007) S.terrestris sensu Sandoval-Sierra et al. (2014)
Saprolegnia sp. DQ393447 UNCW 217 Hulvey et al. (2007) S. aenigmatica sensu Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo (2015)
Saprolegnia sp. KF718122 SAP 1209 Sandoval-Sierra et al. (2014) S. racemosa sensu Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo (2015)
Saprolegnia sp. JQ974985 LR 11 Ault et al (2012) S. aenigmatica sensu Sandoval-Sierra & Diéguez-Uribeondo (2015)
Thraustotheca clavata HQ665268 CBS 55767 Robideau et al. (2011)
T. clavata HQ665213 CBS 34333 Robideau et al. (2011)

T. terrestris HQ665057 CBS 109851 Robideau et al. (2011)




ANEXO I. Resultados obtidos do Algoritmo BLASTnN para as sequéncias da regido ITS
do rDNA dos espécimes estudados

Colegéo Sequencia da Regido ITS Identidade Espécie Cobertura Acesso
CCIBt 3993 Achlya androgyna 99% Aplanes androgynus 98% AB219374
CCIBt 3870 A. caroliniana 100% Achlya caroliniana 100% HQ643089

AVM 4 A. caroliniana 99% Achlya caroliniana 99% KF718203
CCIBt 2017 A. caroliniana 99% Achlya caroliniana 95% JX418018
CCIBt 3997 A. crenulata 96% Achlya crenulata 94% AF218157
CCIBt 3980 A. flagellate 99% Achlya flagellata 99% HQ643096
CCIBt 4079 A. hypogyna 100% Protoachlya sp. Argentina 99% EU551149
CCIBt3984  A.orion 98% Achlya dubia 99% HQ643093
CCIBt 4100 A. orion 98% Achlya debaryana 100% KP098352
CCIBt 3996 A. oviparvula 97% Achlya caroliniana 100% HQ643089
CCIBt 3982 A. primoachlya 99% Achlya primoachlya 99% EU849168

AVM 1 A. primoachlya. 99% Achlya primoachlya 99% EU849168
CCIBt 4039 A. radiosa 99% Achlya radiosa 94% HQ643106
CCIBt 2309 A. radiosa 99% Achlya radiosa 94% HQ643106
CCIBt 3854 Aphanomyces cladogamus 99% Aphanomyces cladogamus 92% HQ643113
CCIBt 3994 A. stellatus 99% Aphanomyces stellatus 96% AM947029
CCIBt 4026 Aphanomyces sp.1 95% Aphanomyces cladogamus 93% HQ643113
CCIBt 4037 Aplanopsis terrestris 99% Aplanopsis terrestris 96% AB219375
CCIBt 3989 Brevilegnia longicaulis 93% Brevilegnia unisperma 98% HQ643129
CCIBt 3351 B. minutandra 100% Dictyuchus sp. 94% KJ470883
CCIBt 4028 Dictyuchus pseudodictyon 100% Dictyuchus sp. 97% JX418019
CCIBt 4108 D. pseudodictyon 99% Dictyuchus sp. 95% JX418019

CEP 010 Leptolegnia chapmanii 96% Leptolegnia sp. 95% KF766941

CEP 433 L. chapmanii 97% Leptolegnia sp. 92% KF766941
CCIBt 3991 L. eccentrica 91% Aphanomyces stellatus 99% AY310498
CCIBt 4125 L. eccentrica 91% Aphanomyces stellatus 99% AY310498
CCIBt 3986 Phragmosporangium uniseriatum 91% Aphanomyces invadans 99% EU422990
CCIBt 4107 P. uniseriatum 92% Aphanomyces invadans 99% EU422990
CCIBt 2332 P. uniseriatum 92% Aphanomyces invadans 99% EU422990
CCIBt 3372 Plectospira myriandra 91% Plectospira myriandra 94% HQ643402
CCIBt 3992 P. myriandra 90% Plectospira myriandra 99% HQ643402
CCIBt 3985 Pythiopsis irregularis 91% Pythiopsis terrestris 99% HQ643406

AVM 2 P. irregularis 99% Pythiopsis terrestris 97% KP098350
CCIBt 3998 Saprolegnia aenigmatica 99% Saprolegnia sp. 98% JQ974986
CCIBt 4106 S. aenigmatica 99% Saprolegnia parasitica 100% HQ644000
CCIBt 4099 S. ferax 99% Saprolegnia ferax 100% JN400035
CCIBt 4096 S. semihypogyna 100% Saprolegnia eccentrica 100% HQ643981

GHJ 1 S. subterranea 99% Saprolegnia subterranea 99% KF718124

AVM 3 S. subterranea 99% Saprolegnia subterranea 99% KF718124
CCIBt 3988 S. truncata 92% Saprolegnia eccentrica 100% HQ643981
CCIBt 4027 S. milanezii sp. nov. 96% Saprolegnia semihypogyna 97% AY647194
CCIBt 4001 S. milanezii sp. nov. 96% Saprolegnia semihypogyna 99% AY647194
CCIBt 3983 Saprolegnia sp.2 99% Saprrolegnia sp. 99% DQ393538
CCIBt 1234 Saprolegnia sp.4 99% Saprolegnia semihypogyna 98% AY647194
CCIBt 1991 Saprolegnia. sp.5 98% Pythiopsis cimosa 92% EU240083




