Morte de arvores de platano causada por Phytophthora cinnamomi
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RESUMO
Santos, F.; Santos, A.F. Morte de arvores de platano causada por Phytophthora cinnamomi. Summa Phytopathologica, v.45,1n.2,p.179-185,2019.

Em 2016, em isolamentos provenientes de amostras de arvores de
platano (Platanus acerifolia) na regido de Curitiba, estado do Parana (Brasil),
foram obtidos quatro isolados do oomiceto Phytophthora. Os isolados
obtidos foram caracterizados a partir de anéalises morfologica e molecular
visando sua identificacdo especifica. Avaliou-se o crescimento micelial dos
isolados em oito temperaturas, formagao e dimensdes de estruturas sexuadas
e assexuadas e foi realizada a analise molecular com base na regiao ITS do
DNA. Realizou-se, também, teste de patogenicidade em mudas de araucaria,
platano e frutos de abacate. Os isolados apresentaram crescimento 6timo
na faixa de 20 - 28°C e ndo foi verificado crescimento micelial a 8 e 36°C.
As colonias dos quatro isolados apresentaram-se cotonosas com micélio

Palavras-chave: Taxonomia, Oomiceto, Doenga, Platanus, 1TS

pouco denso. Os quatro isolados produziram esporangios persistentes,
predominantemente elipsoides, sem papilas com média de 32,5 x 24,2
um. Observou-se a formagdo de clamidosporos globosos e terminais com
diametro médio de 38,4 pm. Todos os isolados apresentaram-se heterotalicos
do tipo de compatibilidade A2, com o6sporos de anteridio anfigeno medindo
em média 30 pum. A andlise molecular realizada demonstrou 99% de
similaridade de um dos isolados de platano com as sequéncias disponiveis
no GenBank e Phytophthora-ID para Phytophthora cinnamomi. Com base
nestes caracteres os isolados foram identificados como Phytophthora
cinnamomi Rands. Este é o primeiro relato desta espécie causando morte
de arvores de platano no Brasil.

ABSTRACT

Santos, F.; Santos, A.F. Death of plane trees caused by Phytophthora cinnamomi. Summa Phytopathologica, v.45,n.2, p.179-185, 2019.

In 2016, four isolates of Phytophthora oomycete were obtained from
samples of plane trees (Platanus acerifolia) in the region of Curitiba, Parana
State (Brazil). The obtained isolates were characterized by morphological and
molecular analyzes for specific identification. The mycelial growth of isolates at
eight temperatures was evaluated, as well as the formation and the dimensions of
sexual and asexual structures, while molecular analysis was performed based on
the ITS region of the DNA. Pathogenicity test was also carried out for araucaria
and plane seedlings and avocado fruits. The isolates presented optimum mycelial
growth in the range of 20-28°C and no mycelial growth occurred at 8 and 36
°C. The colonies of the four isolates were classified as cotton-like, presenting
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mycelium of low-density. The four isolates produced persistent sporangia,
predominantly ellipsoid, with no papillae and a mean of 32.5 x 24.2 pm.
Formation of globose and terminal chlamydospores with an average diameter
of 38.4 um was observed. All isolates were heterothallic and of the A2 type of
compatibility, presenting oospores with amphygenous antheridia and measuring
on average 30 um. Molecular analysis showed 99% similarity between one of
the plane tree isolates and the sequences available for Phytophthora cinnamomi
in Phytophthora-ID and GenBank. Based on these characters, plane tree isolates
were identified as Phytophthora cinnamomi Rands. This is the first report of
this pathogen causing the death of plane trees in Brazil.

O platano, Platanus acerifolia Willd., ¢ originario do hemisfério
norte e pertence a familia Platanaceae que possui apenas um género,
Platanus. Euma espécie florestal de utilizagio mundial, principalmente
como arvore ornamental na arborizagdo de ruas, parques e pragas e
também como quebra-vento (17). Pode também ser empregada na
carpintaria, na fabricagdo de moveis e pisos devido a qualidade de sua
madeira. E uma espécie resistente a poluigdo urbana e se adapta bem a
solos compactados. O uso extensivo do género se da principalmente na
Europa, embora seja também encontrado na América do Norte, México
e India (19). No Brasil, a espécie mais utilizada é o Platanus acerifolia,
que tem sido utilizada preferencialmente para arborizacao urbana e
plantios ornamentais, sendo que o seu cultivo ocorre principalmente
em regides de clima frio, como as do sul do pais.

O género Phytophthora é amplamente conhecido por sua
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importancia historica na fitopatologia, principalmente devido a
Phytophthora infestans, espécie que devastou os batatais europeus
em 1845 e nos anos seguintes, principalmente na Irlanda e na
Inglaterra, onde a batata era o alimento basico da populagéo (8). Como
consequéncia do enorme impacto social e econdmico provocado pela
doenga, cerca de quinhentos mil irlandeses morreram na época e mais
de um milhdo deles emigrou para outros paises, Patogenos do género
Phytophthora estao distribuidos em todas as areas geograficas do
mundo e dentre as plantas catalogadas como hospedeiras de uma ou
mais espécies de Phytophthora estao as espécies florestais (21). O
género Phytophthora compreende aproximadamente 100 espécies,
sendo sua maioria fitopatogénica (15), com cerca de 24 espécies
ocorrendo no Brasil (20). Dentre as espécies do género, Phytophthora
cinnamomi Rands se destaca por ser considerado como um dos
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patégenos mais devastadores, sendo capaz de infectar uma ampla
gama de hospedeiros, dentre estes espécies florestais, arbustos e
cultivos agricolas, (29). A “Global Invasive Species Database” lista
esta espécie como uma das 100 espécies invasoras mais destrutivas
mundialmente, sendo o unico oomiceto ¢ o Uinico patdégeno de plantas
presente na lista. P. cinnamomi tem destaque também na literatura
mundial devido ao grande impacto econdmico e ambiental provocado
no oeste da Australia, como o responsavel pelo declinio da floresta de
eucaliptos e de mais de 90 espécies de plantas naquela regido (16). O
patogeno ja foi descrito causando doenga e morte de arvores de platano
(Platanus sp.) na Argentina (10), Estados Unidos (6), Australia (13) e,
mais recentemente, na Italia (18).

No Brasil existem relatos de P. cinnamomi em varios cultivos
agricolas como cebola, abacaxi, maracuja, citros, abacate e em algumas
espécies florestais como a araucaria (20, 21). Recentemente, tem sido
observada a morte de arvores de platano em varios locais na regido
metropolitana de Curitiba, Parana, Brasil. Nos isolamentos realizados
em amostras provenientes dessas arvores, constatou-se a presenca do
oomiceto Phytophthora. O presente estudo teve por objetivo identificar
o agente causal da morte de arvores de platano por meio de analise
morfofisiologica, patogénica e molecular. Trata-se de uma contribuicéo
a ja extensa lista de hospedeiros deste patogeno no Brasil e também de
grande auxilio ao estudo da distribui¢ao desta espécie mundialmente.

MATERIAL E METODOS

Isolamento

Para isolamento do patdgeno foram usadas amostras de solo e
raizes das arvores sintomaticas no municipio de Curitiba-PR e regido
metropolitana. As amostras foram coletadas a cerca de 20 centimetros
de distancia do tronco e 20 centimetros de profundidade do solo. As
amostras, de cerca de 1 Kg, foram enviadas ao Laboratorio de Patologia
Florestal da Embrapa Florestas (Colombo —PR). O solo e as raizes foram
homogeneizados e uma subamostra foi colocada em um recipiente
plastico devidamente desinfestado com alcool 70% e, logo apds, foi
utilizado o método de isca de frutos de abacate descrito por Zentmyer
(30). Os fragmentos oriundos de frutos sintomaticos foram transferidos
para placas de Petri (90 mm de didmetro) com meio agar-agua 2%
suplementado com antibidticos (ampicilina 80 ppm e cloranfenicol 40
ppm). As placas foram colocadas em cdmara BOD a 24°C por quatro
dias, no escuro. Apos esse periodo os quatro isolados obtidos foram
repicados para placas de Petri contendo meio V8-agar (22). Depois
de purificados os isolados foram incorporados a colecdo de Fungos e
Oomicetos Florestais da Embrapa Florestas, Colombo-PR e mantidos
pelo método Castelani (9) e 6leo mineral (8).

Teste de Patogenicidade

O teste de patogenicidade foi conduzido em mudas de platano
e também em mudas de araucaria (Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze) e em frutos de abacate (Persea americana Mill.). Foram
utilizadas mudas de platano e de araucaria de aproximadamente seis
meses, € frutos de abacate sadios. Para o teste, os isolados foram
crescidos em placas de Petri contendo meio V8-agar por cinco dias. Nas
mudas de platano e araucaria os isolados foram inoculados utilizando-
se 0 método de disco inserido no colo da planta descrito por Siviero
et al. (24). As avaliagdes foram realizadas semanalmente durante
um més. No teste com frutos de abacate, os frutos foram lavados e
desinfestados com alcool 70% e lavados com agua ultrapurificada
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e, posteriormente, procedeu-se o mesmo método de inoculagdo nos
frutos. Estes foram acondicionados em caixas plasticas contendo papel
filtro umedecido com agua ultrapurificada e incubado no ambiente de
laboratorio sob luz continua por sete dias. A avaliacdo consistiu na
determinagdo do tamanho da lesdo ¢ observag@o de sintomas e sinais.
O teste de patogenicidade foi conduzido em diferentes hospedeiros
para comparagdo de sintomas e sinais, uma vez que araucaria e abacate
também sdo hospedeiros de P. cinnamomi.

Crescimento micelial e aspecto das coldnias

Foram realizados ensaios de curva de crescimento micelial nas
temperaturas de 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 ¢ 36 °C (30). Os isolados
foram crescidos em meio V8-agar por cinco dias e, posteriormente,
foram repicados discos de meio com micélio de cinco mm de diametro
para placas contendo o mesmo meio. O crescimento foi mensurado
ao terceiro, quinto e sétimo dia apds a instalacdo utilizando-se um
paquimetro digital (Starrett, série 799). Foi avaliado o aspecto da
colonia levando em consideracdo os padrdes estabelecidos por Erwin
e Ribeiro (8) como rosaceo, cotonoso ¢ estrelado. Foram utilizados
isolados de P. cinnamomi de araucaria provenientes de Colombo-PR,
previamente caracterizados para comparacao de crescimento micelial
com os isolados obtidos neste trabalho.

Caracteristicas morfolégicas das estruturas sexuadas e
assexuadas

Os procedimentos para a caracterizacdo foram realizados de
acordo com Zentmyer (32) ¢ Erwin e Ribeiro (8). Foram avaliadas
as estruturas assexuadas, esporangios e clamidosporos e estruturas
sexuadas, gametangios e odsporos dos quatro isolados. Para a produgao
de esporangios, os isolados foram crescidos em meio V8-agar por sete
dias e posteriormente foram transferidos oito discos de cinco mm de
diametro contendo micélio de cada isolado para placas de Petri contendo
extrato de solo filtrado ndo esterilizado (8). Apds 72 horas avaliou-se
por meio de laminas em microscopio Optico a formagao de esporangio.
Para cada isolado avaliou-se dimensdes, auséncia de papilas e forma
das estruturas.

Para a producéo de odsporos, os isolados foram pareados com dois
isolados padrdes de Phytophthora frigida, dos tipos de compatibilidade
Al eA2. Apos cinco dias, procedeu-se o preparo de 1dminas, raspando-
se a superficie do meio de cultivo na regido de contato entre os isolados
e a compatibilidade dos isolados foi avaliada pela presenca ou auséncia
de oodsporos (21).

As medicdes das estruturas foram realizadas em microscopio
ZEISS Axio Scope no aumento de 400x, sendo realizadas medigdes
de 50 estruturas sexuadas e assexuadas para cada isolado. Foram
utilizados isolados de P. cinnamomi de araucaria e abacate previamente
caracterizados para comparacdo de dimensdo de estruturas com os
isolados obtidos neste trabalho.

Caracterizacio molecular

Para a identificagdo molecular dos isolados, o DNA foi extraido
com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison,
EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Para a identificagdo
dos isolados, foram amplificadas as regides ITS1, ITS2 e gene 5.8S
do DNA ribossomico empregando-se os pares de primers ITS6/ITS4
(28). A reacdo de PCR para a regido ITS dos isolados foi realizada
com um volume final de 15 pL sendo tampéo de reagdo 1X, cloreto
de magnésio a 1,5 mM, DNTP a 0,2 mM, primers a 0,4 mM e 0,75
U de Taq polimerase. Para a amplificagao foram realizados 35 ciclos
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que consistiam de 1 minuto a 94 °C para desnaturagdo, 1 min a 55
°C para anelamento e 1 min a 72 °C para extensdo com 10 min de
extensao final. Os produtos da PCR foram submetidos a analise em gel
de agarose 1,5% para a visualiza¢do dos fragmentos amplificados de
interesse. Ap6s a PCR, os fragmentos foram purificados e procedeu-se
o sequenciamento utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing, conforme recomendagdes do fabricante. O sequenciamento
foi realizado em sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems),
na UFPR. As sequéncias obtidas foram comparadas com acessos
depositados no GenBank utilizando-se o “Nucleotide BLAST” no
servidor do NCBI e com sequéncias depositadas no Phytophthora-1D,
para identifica¢ao.

RESULTADOS

Dos isolamentos realizados foram obtidos quatro isolados de
Phytophthora sp. No teste de patogenicidade, em mudas de platano,
foram observados sintomas de murcha e amarelecimento apds um més
da inoculagdo de Phytophthora sp. (Figura 1).

Para as mudas de araucéria os isolados ndo foram patogénicos.
Nos frutos de abacate inoculados com os isolados de Phytophthora
sp., os sintomas ja eram visiveis aos quatro dias apds a inoculagao,
caracterizando-se pelo escurecimento da regido colonizada por
Phytophthora sp. Neste periodo as lesdes tinham cerca de 41,8 mm de
diametro (Figura 2). Na segunda avaliagdo, sete dias apds a instalagdo,

Figura 1. Teste de patogenicidade com isolado de platano de Phytophthora cinnamomi em mudas de platano. Folha com sintoma de amarelecimento

30 dias apds inoculagdo (A) e folha de planta sem inoculacdo (B).

Figura 2. Teste de patogenicidade de isolados de Phytophthora cinnamomi de platano em frutos de abacate. Lesdes em frutos inoculados (A, B

e C); Fruto ndo inoculado (D).
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os frutos ja estavam enegrecidos e totalmente colonizados pelo patogeno. isolados a 12 °C. O maior didmetro de crescimento micelial das

O crescimento micelial e o aspecto morfologico das culturas colonias foi observado nas temperaturas de 20, 24 ¢ 28 °C (Figura
foram similares para os quatro isolados. Nao houve crescimento 3). Os quatro isolados apresentaram colonias com micélio aéreo,
micelial para nenhum dos isolados a 8 e 36 °C e para um dos pouco denso e de aspecto cotonoso (Figura 4).
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Figura 3. Curvas de crescimento micelial em 8 temperaturas de 4 isolados de Phytophthora cinnamomi de platano (2A, 2C, 1B e PB) e de 4
isolados de P. cinnamomi de araucaria (AR-21, AR-32, AR-40 e AR-51).

Figura 4. Aspecto das colonias de quatro isolados de Phytophthora cinnamomi de platano: isolados 1B (A), 2C (B), 2A (C), e PB (D).

182 Summa Phytopathol., Botucatu, v. 45, n. 2, p. 179-185, 2019



Os isolados obtidos apresentaram micélio hialino, com hifas
cenociticas do tipo coraloide, e presenca de hifas com dilatagdes
(Figura 5), que foram grandes e globosas, produzindo uma colénia
compacta. Para melhor comparacido e avaliacdo das estruturas
sexuadas e assexuadas, foram utilizados isolados de P. cinnamomi
ja identificados, provenientes de isolamentos feitos de arvores de
araucaria. Todos os isolados avaliados apresentaram produgéo
abundante de esporangios em extrato de solo nao-autoclavado
sob luz continua, sendo estes persistentes, sem papilas, formados
individualmente (Figura 5). Nao houve producio de esporangios
em meio de cultura sélido. Os espordngios apresentaram-se
predominantemente elipsoides, embora outras formas também
estivessem presentes tais como globoso e obovoide. As medidas
dos esporangios estdo representadas na Tabela 1, onde foram
consideradas as medidas de comprimento (C) e largura (L) dos
esporangios as quais variaram de 16,7 x 12 um até 49,3 x 38,5 pm
com média de 32,5 x 24,2 um e a relagdo C/L variou de 1,4 a 1,7. Foi
observada a formacdo de clamid6sporos globosos em todos os isolados,

sendo que estes apresentaram-se terminais com diametro variando de
25,5-51,3 um com média de 38,4 um e espessura da parede variando
de 1,3 — 4,7 um com média 2,5 um (Tabela 1).

Em relagdo a compatibilidade dos isolados, todos apresentaram-se
heterotalicos e pertencentes ao tipo A2. Apos cinco dias do pareamento
com isolados do tipo Al houve producdo abundante de odsporos
globosos, apleroticos, de anteridio anfigeno e sem ornamentagdes
(Figura 5). Os odsporos tiveram seu diametro variando de 19,2 — 30
pm com média de 25 um e o oogodnio variou de 23,3 — 33,9 um, com
média de 30 pm.

A comparagdo das sequéncias da regido ITS-5.8S do rDNA do
isolado sequenciado com sequéncias dessa regido génica disponiveis
no GenBank para espécies de Phytophthora revelou maior similaridade
com a espécie P. cinnamomi. Os indices de similaridade variaram de
98 a 99 % em relagdo aos depositos de P. cinnamomi (AY96410).
Na comparagao realizada no Phytophthora- ID foi encontrado indice
de 99% de similaridade com depositos de Phytophthora cinnamomi
(GU191210.1).

Figura 5. Caracteristicas morfologicas de isolados de Phytophthora cinnamomi de platano (aumento de 400X). Dilatacdes de hifas do isolado
2A (A); Clamidodsporos terminais dos isolados PB (B) e 1B (C);Esporangios elipsoides dos isolados 2C (D), 2A (E) e 1B (F); Odsporos globosos

com anteridios anfigenos dos isolados 2C (G), PB (H) e 1B ().
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Tabela 1. Dimensdes de esporangios, clamiddsporos e odsporos de 4 isolados de Phytophthora cinnamomi de platano (1B, 2A, 2C ¢ PB) e de 4

isolados de P. cinnamomi de araucaria ( AR-21, AR-32, AR-40 e AR-51).

Odsporo (pm)

Oogonio (um)

Esporangios Clamidoésporos

Isolado

Comprimento (pm) Largura (um) Didmetro (pm) Parede (um)
1B 174-32,7%-49€ (+8)° 12-24,3-38,5 (£6,1)  30,5-39,8-49,7 (+4,7) 1,5-2,4-4,7 (+0,9)
2A 26,6-36-47,5 (£6,7) 30,6-26,4-34 (+4,3)  25,5-36,6-47,5 (£6,5) 1,3-2,4-4,6 (+£0,8)
2C 16,7-30,8-47 (£7,5) 12,4-22-36,7 (+5,7)  26-38-51,3 (+5,8) 1,5-2,6-3,6 (£0,7)
PB 18,6-30,5-47 (+6) 13-23,2-35,3 (£5) 27,2-39-48,7 (£5) 1,5-2,5-4,2 (+0,7)
AR-21  31,3-43,6-62,5 (£7,34)  21,3-28,8-36 (+3,8)  28,8-38,8-50 (+3,8) 1,3-1,5-2,5 (+0,5)
AR-32  27,5-39-56,3 (+6,4) 18,8-25,2-40 (+4,5)  30-32,7-37,5 (+1,9) 1,3-1,3-1,3 (0)
AR-40  27,5-36,9-52,5 (£5,2) 18,8-23,9-35 (£3,4)  30-35,4-51,6 (£3.9) 1.3-2-3,8 (£0,8)
AR-51  30-39,3-53,8 (+4,2) 20-25,5-31,3 (£2) 35-42,4-50 (+4,9) 1,2-1,4-2,5 (+4.,9)

20,3-24-27 (+2)
20,1-24,8-30 (+2)
22-25,4-29,5 (+2)
19,2-24-28,2 (+2)
21,2-24,9-28 (+1,8)
23,8-26-31,3 (£1,8)
21,3-25,3-30 (£1,9)

23,8-25-27,5 (+1,2)

25,5-29-32 (+2)
23-29,9-32,9 (+2)
26,7-30-33,9 (+2)
23,8-29-33 (+2)
22-26,8-31,3 (£2,1)
21-24,6-28,8 (+1,7)
22,5-26,8-31 (£1,9)

25-26-28,8 (£1,2)

* Limite inferior; ® Média de 50 esporangios; ¢ Limite superior; ® Desvio-padrdo
DISCUSSAO

Com base nos caracteres morfologicos, fisioldgicos e moleculares,
os isolados de Phytophthora sp. provenientes de arvores de platano
foram identificados como Phytophthora cinnamomi Rands, pertencente
ao Grupo VI de Waterhouse (27) e clado 7b, como o descrito por Blair
et al. (3). Este € o primeiro relato desta espécie em arvores de platano
no Brasil. Este trabalho contribui com informagdes sobre a distribui¢ao
desta espécie no mundo, assim como, para a lista de seus hospedeiros
no Brasil.

Na caracterizagdo fisiologica dos isolados de platano, ndo se
verificou crescimento dos isolados nas temperaturas de 8 e 36 °C,
sendo que estes apresentaram o6timo de crescimento na faixa de 20 a 28
°C, similar aos isolados de P. cinnamomi de araucaria utilizados como
padroes neste estudo. As temperaturas que limitaram o crescimento
micelial dos isolados foram semelhantes as temperaturas também
limitantes para P. cinnamomi (29). Em estudo realizado por Solana (25)
foram encontrados resultados similares para isolados de P. cinnamomi
provenientes de Quercus spp. na Espanha. Isolados de P. cinnamomi da
Africa do Sul e da Australia também obtiveram seu crescimento 6timo a
24 °C (14). Segundo Erwin e Ribeiro (8), a variavel temperatura, ¢ um
critério bastante utilizado na caracterizagdo de Phytophthora, uma vez
que as espécies possuem diferentes temperaturas maximas e minimas
de crescimento, de forma que essa caracteristica pode auxiliar a separar
espécies morfologicamente semelhantes. Zentmeyer (29) relatou que
as colonias do patdgeno dessa espécie tem seu crescimento maximo
entre os 24 a 27 °C e tem seu crescimento afetado acima de 33 °C e
abaixo de 10 °C.

O aspecto das coldnias ndo variou entre os isolados, sendo todos
classificados como cotonoso de micélio pouco denso. Dentre os
caracteres de maior relevancia na taxonomia do género Phytophthora
encontram-se a morfologia e dimensdo das estruturas sexuadas e
assexuadas. Observou-se a formagdo, em extrato de solo, de esporangios
ndo papilados e predominantemente ovoides e elipsoides, sendo
estes persistentes. As hifas apresentaram-se nao septadas havendo a
formagao abundante de dilatagdes nas hifas e também a formagao de
clamidosporos globosos. Estas caracteristicas correspondem as descritas
por varios autores para a espécie P. cinnamomi Rands (8,11,12,23,26)
e corroboram com as caracteristicas definidas por Waterhouse (27)
para P. cinnamomi
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As dimensdes dos esporangios dos isolados de Phytophthora sp.
deste estudo foram em média de 32,5 x 24,2 um assemelhando-se com
os padrdes de isolados de araucaria de P. cinnamomi utilizados neste
estudo. Zentmeyer et al. (30) definiram para P. cinnamomi os valores
de 43 — 75 x 24 — 47 um para estas estruturas. Estes autores ressaltam
que pode haver uma grande variacdo quanto a estes parametros
morfolégicos para esta espécie, uma vez que oS mesmos nao
permanecem estaveis. Resultados similares foram encontrados por
Eggers et al. (7), estudando isolados de P. cinnamomi provenientes
de arvores de carvalho (Quercus spp.) na Australia.

Os clamidosporos sdo estruturas de sobrevivéncia produzida
por algumas espécies de Phytophthora, havendo 35 espécies que
formam esta estrutura dentre todas as descritas para o género (8).
Os clamiddsporos de P. cinnamomi sdo globosos e se caracterizam
por apresentar paredes que sdo consideradas mais espessas quando
comparadas a outras espécies deste género (29). Foi observada
a formagdo de clamidosporos globosos e terminais nos quatro
isolados, com didmetro de em média 38,4 um, assemelhando-se
com isolados de araucaria de P. cinnamomi utilizados como padrdes
neste estudo Em isolados de P.cinnamomi obtidos de arvores de
Platanus acerifolia na Italia valores de dimensodes aproximados para
esporangios e clamidésporos foram encontrados (18).

Em relag@o as estruturas sexuadas, os quatro isolados em estudo
apresentaram-se heterotalicos, produzindo o tipo de compatibilidade
A2. De acordo com Zentmyer (29), o tipo A2 esta amplamente
distribuido, enquanto que o tipo Al ndo ¢ muito frequente . Os
oo6sporos formados apresentaram-se aplerdticos, de anteridio
anfigeno de didmetro de em média 25 pm e oogdnio medindo em
média 30 pm. Estes mesmos resultados foram encontrados por outros
autores em outros hospedeiros (2,7,26). Segundo Erwin e Ribeiro
(8), 0s o6sporos variam de 19 — 54 um e o oogdnio, aplerdtico, varia
de 21 - 58 um, sendo uma estrutura formada pelo pareamento de
dois tipos de compatibilidade diferentes (A1l e A2).

O sequenciamento da regido ITS de um dos isolados
revelou 99% de similaridade do isolado em estudo com Phytophthora
cinnamomi. As sequéncias de nucleotideos das regides ITS1 e ITS2
do gene ribossomal 5.8S do rDNA tém sido utilizadas na taxonomia
de Phytophthora visando um rapido diagndstico. Estas regides sao
amplamente utilizadas para estudos filogenéticos por apresentarem
variagdes entre espécies dentro do género, mas nenhuma ou muita
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variagdo intraespecifica (4). As regides ITS1 e IT2 divergem o suficiente
para ser informativas na distingao de espécies de Phytophthora (5).
Além disso, estas regides foram extensivamente sequenciadas para a
maioria das espécies de Phytophthora e outros fungos relacionados
(5). Estudos comparativos das sequéncias nucleotidicas de genes do
RNA ribossomal permitem analisar e classificar isolados de espécies
fungicas com base filogenética em varios niveis taxondmicos (28). Estes
estudos tém elucidado a liga¢do evolucionaria de muitas espécies de
oomicetos e permitem um estudo mais criterioso sobre a evolucdo de
muitas destas espécies (1,8).
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