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RESUMO

Fusarium decemcellulare ¢ uma espécie fungica encontrada comumente
em regides tropicais e subtropicais, conhecida como saprobio e também parasita
de diversas plantas lenhosas, induzindo a formagdo de galhas, superbrotamento e
cancros. O objetivo com esse trabalho foi caracterizar isolados de F.
decemcellulare obtidos de diferentes hospedeiros e substratos, por avaliagdo de
marcadores morfologicos, cruzamentos em laboratorio visando a indugao da fase
sexuada, analise filogenética e teste de patogenicidade. Culturas monosporicas
foram submetidas ao teste de homotalismo para verificar a formagao espontanea
de peritécios férteis. Dos isolados heterotalicos, o mating type foi determinado
por PCR utilizando primers especificos e isolados de tipos opostos foram entdo
cruzados em meio cenoura-agar. A analise filogenética foi realizada com
sequéncias parciais dos genes tef-la, rpb2, acll e da regido ITS-28S rDNA,
incluindo sequéncias de isolados de referéncia e de outras espécies. Isolados
selecionados de F. decemcellulare foram inoculados em sementes de cacaueiro
para conducdo de testes de patogenicidade em casa-de-vegetagdo. Todos os 67
isolados avaliados apresentaram marcadores morfolégicos caracteristicos da
espécie F. decemcellulare, de acordo com a literatura. Entre os isolados
avaliados, nove foram homotalicos. Entre os heterotalicos, 21 pertencem ao
MAT-1 e 33 ao MAT-2. Foram realizados aproximadamente 1590 cruzamentos e
em 54 cruzamentos foi constatada a formacdo de peritécios férteis, exsudando
ascosporos. Foi observada a presenca de quatro ascosporos por asco em isolados
homotélicos e oito ascosporos por asco em isolados heterotalicos. Na analise
filogenética, todas as arvores individuais apresentaram topologia similar,
agrupando os isolados heterotalicos, obtidos de cacaueiro, mangueira e
guaranazeiro em um clado distinto. Grupos distintos foram formados por
isolados homotalicos, isolados de outros substratos ou hospedeiros e isolados de
referéncia de F. decemcellulare. No teste de patogenicidade, somente os
isolados heterotalicos induziram sintomas de galhas. Os resultados evidenciam
que isolados associados a galhas e superbrotamento nos hospedeiros avaliados
pertencem a uma espécie filogenética e biologica distinta, diferente de F.
decemcellulare. Os resultados confirmam ainda o nimero dos ascésporos como
marcador na separacao das formas homotalicas e heterotalicas.

Palavras-chave: Albonectria. Theobroma cacao. Mating type. Galha-floral.
Superbrotamento. Filogenia molecular.



ABSTRACT

Fusarium decemcellulare is a fungal species commonly found in
tropical and subtropical regions, known as saprobe and also parasite tot many
woody plants, inducing the formation of galls, oversprouting and cancers. The
objective of this work was to characterize F. decemcellulare isolates obtained
from different hosts and substrates, by evaluating morphological markers,
laboratory crossings aiming at inducing the sexual phase, phylogenetic analysis
and pathogenicity test. Single spore cultures were submitted to homothallism
test in order to verify the spontaneous formation of fertile perithecia. Of the
heterothallic isolates, the mating type was determined by PCR using specific
primers and opposite type isolates were then crossed in carrot-agar medium. The
phylogenetic analysis was performed with partial sequences of the genes tef-10,
rpb2, acll and of the ITS-28S rDNA region, including sequences of reference
isolates and of other species. Selected F. decemcellulare isolates were inoculated
into cocoa plant seeds for the conduction of pathogenicity tests in greenhouse.
All 67 evaluated isolates presented morphological markers typical of F.
decemcellulare, according to literature. Among the evaluated isolates, nine were
homothallic. Among the heterothallic, 21 belonged to the MAT-1 and 33 to
the MAT-2. Approximately 1590 crossings were performed and, in 54 crossings
we observed the formation of fertile perithecia, exuding ascospores. The
presence of four ascospores per asci in homothallic isolates and eight ascospores
per asci in heterothallic isolates was observed. In the phylogenetic analysis, all
individual trees presented similar topology, grouping the heterothallic isolates
obtained from cocoa plant, mango tree and guarana plant in a distinct clad.
Distinct groups were formed by homothallic isolates, isolates from other
substrates or hosts and F. decemcellulare reference isolates. In the pathogenicity
test, only the heterothallic isolates induced gall symptoms. The results showed
that isolates associated with galls and oversprouting on the evaluated hosts
belong to a distinct phylogenetic and biological species, different from F.
decemcellulare. The results confirm the number of ascospores as marker in
separating the homothallic and heterothallic forms.

Keywords: Albonectria. Theobroma cacao. Mating type. Floral-gall.
Oversprouting. Molecular phylogeny.
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1 INTRODUCAO

Fusarium decemcellulare (teleomorfo Albonectria rigidiuscula) ¢ um
fungo considerado saprébio e também agente etiologico de doengas em espécies
das familias Anacardiaceae, Annonaceae, Malvaceae, Apocynaceae, entre
outras, causando a morte de ponteiro, cancro, galha, podriddo dos frutos e
superbrotamento (LESLIE; SUMMERELL, 2006; ROSSMAN et al., 1999).

A galha-floral causada por F. decemcellulare existe em quase todos os
paises produtores de cacau, mas costuma ser mais importante nos paises das
Américas Central e do Sul (WOOD; LASS, 1985). Essa doenca ¢ considerada
fator limitante na producdo de cacau (Theobroma cacao), ¢ no Brasil sua
ocorréncia tem sido esporadica tanto na regido Amazonica quanto no sul da
Bahia, ndo chegando a causar prejuizos sérios (OLIVEIRA; LUZ, 2005). A
galha-floral em mangueira (Mangifera indica) tem sido observada em paises
como Estados Unidos, México e Venezuela (MALAGUTI; REYES, 1964,
PLOETZ; VAZQUEZ; BENSCHER, 1996). No Brasil essa doenca foi relatada
no estado do Pard (SANTOS et al., 1983). O superbrotamento em guaranazeiro
(Paullinia cupana) é uma doenga que vem assumindo importancia no Brasil,
principalmente na regido norte, onde essa cultura possui relevancia econdmica
(GASPAROTTO; PEREIRA; ARAUIJO, 2006).

Fusarium decemcellulare também ocorre como endo6fito em plantas
aparentemente sadias de cacaueiro e de outras espécies vegetais e a provavel
existéncia de populagdes patogénicas e ndo patogénicas precisa ainda ser
estudada (MEIJA et al., 2008; ROSSMAN et al., 1999). Em cacaueiro, existem
registros de isolados homotalicos e heterotalicos, porém, ha evidéncias que
apenas formas heterotalicas causem sintomas de galha-floral (REICHLE;
SNYDER, 1964).
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Neste trabalho pretendeu-se responder as seguintes questdes: (i) existem
linhagens filogeneticamente distintas de F. decemcellulare, obtidas em
diferentes hospedeiros? (ii) ¢ possivel distinguir essas linhagens filogenéticas
por meio de marcadores morfoldgicos tanto do anamorfo quanto do teleomorfo?
(iii)) Como essas linhagens se comportam reprodutivamente? (iv) Quais
linhagens filogenéticas sdo patogénicas?

Os objetivos especificos com esse trabalho foram: i. realizar andlise de
filogenia molecular dos isolados, com base em sequéncias parciais dos genes tef-
la, acll, rpb2 e ITS-LSU; ii.verificar a presenga de formas homotalicas por
meio de teste de homotalismo; iii. induzir a fase sexuada em laboratorio por
meio de cruzamentos; iv. identificar marcadores morfologicos para populagdes

distintas; v. verificar a patogenicidade dos isolados em plantas de cacaueiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fusarium decemcellulare

Fusarium decemcellulare Brick ¢ um fungo presente principalmente em
regides tropicais. Ocorre como, endofito ou patogénico a plantas dicotiledoneas,
associado aos hospedeiros das familias Anacardiaceaec, Annonaceae,
Apocynaceae, Bignoniaceae, Bombacaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Malvaceae, Meliaceae, Moraceae, Myrtaceae, Poaceae, Sterculiaceae, Tiliaceae,
Ulmaceae (BOOTH, 1971; BRUNT; WARTON, 1962; GERLACH;
NIRENBERG, 1982). A colonia de F. decemcellulare em BDA apresenta
pigmentagdo rosa apos trés a cinco dias, possui micélio aéreo algodonoso onde
sdo produzidos em monofialides microconidios hialinos, que podem ser
formados em cadeia ou em “falsas cabegas”, com formato oval, medindo 10-15
x 3-5 pm. Os macroconidios sdo formados em esporodoquio de coloragdo
amarelada, sdo curvos, cilindricos a fusdides com uma parede grossa exterior,
exceto para a ponta curvada e célula pé. Quando maduros apresentam de 7 — 10
septos e medem 55-130 x 6-10 um (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O teleomorfo associado ¢ conhecido na literatura como Albonectria
rigidiuscula (B. & Br.) Rossman & Samuels (sinonimo: Calonectria
rigidiuscula (B. & Br.) Sacc.) que tem como caracteristicas, peritécios globosos
a subglobosos, amarelo ou branco, com pequenas papilas na superficie
ascomatal, medindo 220-320 pm x 190-300 pm. Possui ascos clavados, medindo
77-100 pm x 12-14 pm, com quatro ascosporos em isolados homotalicos e oito
ascosporos ou variavel em isolados heterotalicos. Os ascdsporos sdo elipsoides,
hialinos, com trés septos e levemente estriados quando maduros, medindo 24-35
x 7-10 pm, porém, sdo menores em ascos com oito ascosporos 19-22 x 6-7 um

(ROSSMAN et al., 1999).
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O género Albonectria pertence a familia Nectriaceae, com quatro
espécies conhecidas: A. rigidiuscula, A. albosuccinea, A. verrucosa e A. albida.
Todas essas espécies possuem anamorfo em Fusarium (GUU; JU; HSIEH, 2007;
ROSSMAN et al., 1999, 2001; SUMMERELL et al., 2010). Entretanto, analises
filogenéticas evidenciaram que as quatro espécies conhecidas no género
Albonectria formam um grupo polifilético, sendo 4. albosuccinea grupo irmao

de A. rigidiuscula (GRAEFENHAN et al., 2011).

2.2 Reproducéo sexual e conceito de espécie bioldgica

O ciclo de reproducdo sexual em fungos passa pelos processos de
acasalamento (mating) e meiose. A terminologia utilizada para descrever um
sistema de cruzamento entre fungos ¢ denominada de mating type. O mecanismo
basico de mating type em ascomicetos € de um loco MAT e dois idiomorfos,
MAT-1 e MAT-2, sequéncias ndo relacionadas presentes na mesma posicao do
cromossomo. Os genes do loco MAT tém regides conservadas entre espécies
distantes, que codificam proteinas denominadas HMG-box (high mobility group)
e a-box. Em espécies heterotalicas, diferentes tipos de acasalamento (mating
types) garantem que sO seja possivel o cruzamento entre dois individuos
geneticamente diferentes, ou seja, mating types opostos, MAT-1 e MAT-2, se
cruzam, e ascosporos podem ser observados exsudando de peritécios. Ja em
espécies homotalicas, os dois idiomorfos (MAT-1 e MAT-2) estdo em Unico
genoma (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Espécie biologica ou mating population (MP) é definida pela capacidade
de produzir cruzamentos férteis entre isolados de uma mesma MP e esterilidade,
quando cruzados com membros de MPs diferentes. O conceito bioldgico é

importante para auxiliar nas limitacdes que surgem na identificagdo, quando
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entidades bioldgicas distintas sdo morfologicamente muito similares (LESLIE,
1995; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Primers especificos foram desenvolvidos para a determinacdo de mating
type e, assim, evitar o trabalho laborioso de numerosos cruzamentos em
laboratorio. Neste caso, o pareamento ¢ realizado somente entre mating types
opostos, reduzindo pela metade o numero de cruzamentos a serem realizados
(COVERT et al., 1999; KERENYTI et al., 2004; STEENKAMP et al., 2000).

O sucesso do cruzamento de ascomicetos também ¢é dependente da
fertilidade sexual dos isolados parentais. A fertilidade feminina ¢ definida como
a capacidade de produzir o peritécio e a fertilidade masculina como a capacidade
de produzir gametas fertilizantes, geralmente na forma de conidios. Em
cruzamentos de laboratério, o pesquisador pode controlar o papel de cada um
dos parentais e, portanto, a capacidade de um isolado para servir como um
parental feminino ou masculino pode ser monitorado (ARMENGOL et al., 2005;
BRITZ et al., 1998; COVERT et al.,, 1999; LESLIE; KLEIN, 1996; VIJI;
UDDIN, 2002).

Em cacaueiro, existem registros de isolados homotalicos e heterotalicos,
porém apenas os heterotalicos foram considerados como responsaveis pela
formagdo da galha-floral (REICHLE; SNYDER, 1964). Ford, Bourret ¢ Snyder
(1967) observaram que isolados homotalicos apresentam quatro ascosporos em
seus ascos e ndo sao patogénicos enquanto que isolados heterotalicos apresentam
de quatro a oito ascosporos e sdo patogénicos. Baseado nessa observacgdo

descreveram a forma specialis F. decemcellulare f. sp. theobromae.
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2.3 Doencas causadas por F. decemcellulare

Existem registros da ocorréncia de F. decemcellulare em diversas
espécies botanicas, onde causam doencas conhecidas como morte de ponteiras,
cancro, galhas, e superbrotamentos (ROSSMAN et al., 1999).

Em mangueira, F. decemcellulare causa a proliferacdo excessiva de
gemas que saem do apice e das axilas foliares, com entrends reduzidos,
agrupados formando uma estrutura compacta denominada “galha” ou “vassoura
de bruxa”. A infeccdo em plantas jovens geralmente origina a diminui¢do do
crescimento e secagem da folhagem, em plantas adultas continua a producao de
galhas que enfraquecem as arvores, tornando-as improdutivas (Figura 1). Essa
doenga foi relatada na Florida, México e Venezuela (ANGULO;
VILLAPUDUA, 1982; MALAGUTI; REYES, 1964; PLOETZ; VAZQUEZ;
BENSCHER, 1996).

No cacaueiro o fungo causa a doenca conhecida como galha-floral,
galha da almofada floral, ou “buba floral” que é a denominagdo para um
conjunto de tipos de hipertrofias, que se manifestam tanto no tronco quanto nos
galhos do cacaueiro, conhecidas como: galhas de ponto verde floral, de botdo, de
disco e de leque (Figura 1) (LAWRENCE; CAMPELO; FIGUEIREDO, 1991;
THOROLD, 1975; WOOD; LASS, 1985). Esta doenga causa perdas crescentes
em alguns paises produtores de cacau sendo considerado um fator limitante para
produgdo no Hemisfério Ocidental e no Oeste da Africa. No Brasil, onde essa
doenca ainda ndo ¢ considerada relevante, existem condi¢cdes ideais para seu
desenvolvimento. As galhas sdo formadas por inimeras gemas que ndo se
desenvolvem, permanecendo compactas, com a aparéncia de couve-flor, ligadas

a planta por um pedunculo curto e lenhoso (PLOETZ, 2006).
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Superbrotamento causado por F. decemcellulare ¢ hoje uma das
importantes doengas do guaranazeiro no estado do Amazonas, afetando ramos
novos ¢ inflorescéncias. Nos ramos ocorre emissdo de brotacdes sucessivas
formando uma massa densa e desuniforme, em conseqiiéncia da multiplicagdo
exagerada de células. Nas inflorescéncias ocorre multiplicacdo exagerada de
células, dando as flores um aspecto de calice compacto e endurecido, impedindo
a polinizagdo e causando o secamento precoce (Figura 1) (GASPAROTTO;
PEREIRA; ARAUJO, 2006).

A cancrose ¢ uma doenga associada a F. decemcellulare e tem grande
expressdo para a cultura da fruteira-do-conde (Annona squamosa L.) no cerrado
de Goias, Minas Gerais e Distrito Federal. Essa doenca ¢ caracterizada pela
formacao de cancros nos orgdos lenhosos da planta. As plantas jovens podem
morrer e, nas adultas, acarreta rachaduras longitudinais e deformagdes nos
galhos que, com o tempo pode ocasionar a morte da planta (JUNQUEIRA et al.,
2001).

No Equador foram observados sintomas de cancrose em Cedrelinga
cateniformis, através do isolamento de tecidos sintomaticos e testes de
patogenicidade F. decemcellulare foi apontado como agente etioldogico da
doenga (LOMBARD et al., 2008).

No municipio de Icoaraci - PA foram observadas plantas de limdo-de-
Caiena (Averrhoa bilimbi L.) apresentando anormalidade nas inflorescéncias.
Fusarium decemcellulare foi identificado como agente causal apos isolamentos
de tecidos infetados (BASTOS; SANTOS, 2001). A espécie foi encontrada
também em associacdo com erva-mate (llex paraguariensis) causando sintomas

de podriddo de raizes (POLETTO et al., 2010).
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Figural  Sintomas de galha e superbrotamento causado por Fusarium decemcellulare
A. Cacaueiro; B. Mangueira; C. Spathodea campanulata; D. Guaranazeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados

Foram utilizados 60 isolados disponiveis na Colecdo Micologica de
Lavras-CML, incluindo 41 isolados obtidos de cacaueiro, 12 isolados de
mangueira, 2 isolados de espatdodea (Spathodea campanulata), 2 isolados de
pimenta-do-reino (Piper nigrum), 1 isolados de solo, 1 isolado de serrapilheira e
1 isolado de substrato nao identificado (Tabela 1). Os demais isolados foram
obtidos por isolamento de material vegetal proveniente do guaranazeiro
(Paullinia cupana) com sintomas de superbrotamento (Tabela 1). O isolamento
foi realizado a partir de desinfestagdo superficial (etanol 70%, hipoclorito de
sodio 2,5%) dos tecidos vegetais do guaranazeiro (SCHULZ; BOYLE, 2005).
As culturas com morfologia tipica de F. decemcellulare foram transferidas para
placas de Petri, contendo meio SNA (synthetic nutrient-poor Agar) e a partir
dessas foram obtidas culturas monosporicas. As culturas foram preservadas em
agua destilada esterilizada e armazenadas a 10 °C, no escuro (CASTELLANI,
1939) e por criopreservacdo, a partir de suspensdo de esporos em glicerol 15%
mantidas a -80 °C (SMITH; ONIONS, 1994), na Coleg¢do Micologica de Lavras-
CML, Laboratério de Sistemdtica e Ecologia de Fungos, Departamento de

Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Teste de Homotalismo

Foram utilizados dois protocolos para o teste de homotalismo. No
primeiro protocolo os isolados monoconidiais foram transferidos para placas de
Petri (60 x 15 mm) contendo meio SNA e incubados a 20° com fotoperiodo de

12 h por aproximadamente 8 semanas. No segundo teste, os isolados foram
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cultivados em placas de Petri contendo meio cenoura agar (CA), e incubados a
25 °C no escuro por sete dias. Apds o periodo de incubagado, foram transferidos
2 mL de solugdo de Tween 80 a 2,5% (v/v) na superficie das coldnias e
espalhados utilizando uma alga de Drigalski, de modo a umedecer
completamente o micélio. As culturas foram incubadas a 20 °C, sob luz
constante, por aproximadamente 40 dias. Avaliagdes foram feitas semanalmente
durante dois meses, verificando o surgimento de peritécios e exsudacdo de
ascosporos. Os testes foram repetidos, para a confirmagdo dos resultados

(Adaptado de COVERT et al., 2007; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

3.3 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir dos isolados monosporicos em
Meio liquido de Extrato de Malte 4% por trés dias a 100 rpm em temperatura
ambiente em um agitador orbital, para a producdo de biomassa. A biomassa foi
filtrada e a extragdo do DNA foi realizada utilizando-se o tampdo CTAB
seguindo o protocolo descrito por Leslie e Summerell (2006). O DNA obtido foi
utilizado tanto para reagdo de PCR para posterior sequenciamento como na

reagdo de PCR para determinagdo dos mating types.

3.4 Determinacéo de Mating types por PCR

A determinacao de mating type foi realizada a partir do DNA extraido de
acordo com o protocolo de extragdo de DNA acima descrito. Foi feita a
amplificacdo do alelo MAT-1, utilizando-se os primers fusALPHAfor
(CGCCCTCTKAAYGSCTTCATG) e fusALPHArev (GGARTARACYTT
AGCAATYAGGGC), gerando um fragmento de 200 pb ¢ do alelo MAT-2,
utilizando os primers fusHMGfor (CGACCTCCCAAYGCTACAT) e
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SusHMGrev (TGGGCGGTACTGGTARTCRGG), gerando um fragmento de
260 pb (KERENYT et al., 2004). O produto da PCR foi submetido & eletroforese
em gel de agarose a 1% para a visualizag@o dos resultados. O comprimento dos
fragmentos amplificados foi comparado com um marcador de comprimento de

fragmentos 1 Kb.

3.5 Inducdo da fase sexuada

Apoés a determinacdo dos mating types, os isolados de tipos opostos
foram cruzados com o objetivo de verificar a fertilidade da populagéo, de acordo
com o protocolo adaptado de Leslie e Summerell (2006). Cada isolado foi
testado como parental masculino e como parental feminino em cruzamentos
reciprocos. Isolados usados como parentais masculinos foram cultivados em
tubos de ensaio contendo meio completo e incubados a 20 °C sob fotoperiodo de
12 horas, por sete dias. Isolados usados como parentais femininos foram
cultivados em placas de petri de poliestireno (60 x 15 mm) em meio CA,
mantidos a 25 °C, no escuro, por sete dias. Apos o periodo de incubagdo, foi
preparada uma suspensao de esporos do parental masculino, pela adigdo de 2 mL
de solugdo Tween 80 a 2,5% (v/v), utilizando-se para tal uma pipeta Pasteur. Em
seguida, a suspensdo de esporos foi transferida para uma placa contendo o
parental feminino e, com o auxilio de uma alga de Drigalski, espalhada de modo
a umedecer completamente o micélio.

Os isolados cruzados foram incubados a 22-23 °C, sob luz branca
fluorescente constante, por um periodo de até seis semanas, avaliados
semanalmente ¢ considerados férteis quando produziram peritécios com
exsudagdo de ascosporos. Os cruzamentos foram repetidos, para confirmagdo

dos resultados.
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3.6 Determinacéo da viabilidade dos ascésporos

A viabilidade dos ascosporos de isolados homotalicos e heterotalicos foi
analisada pelo teste de germinagdo em 4gar-dgua 2%. Cirros de ascOsporos
foram coletados com o auxilio de um estilete de ponta extremamente fina e, em
seguida, espalhados sobre a superficie do agar com uma al¢ca de Drigalski e
algumas gotas de agua estéril. As placas de Petri contendo os ascosporos foram
incubadas no escuro, a 25 °C, por 24 horas. Apos o periodo de incubagdo, foi
avaliada a germinacdo dos ascosporos sob um aumento de 40 vezes, em

microscopio de luz.

3.7 Sequenciamento e anélise filogenética

Foram utilizados cinquenta e seis isolados de F. decemcellulare, para o
sequenciamento do fragmento do gene fator de elongac¢do I-a (tef-1a). Com
base nos resultados da analise filogenética, foram selecionados trinta e quatro
isolados para o sequenciamento de fragmentos dos genes da segunda maior
subunidade da RNA polimerase Il (rpb2), maior subunidade da ATP citrato
liase (acll) e trinta e trés isolados para a regido ITS e parte da regido 28S do
rDNA (ITS-LSU). Foram realizadas analises combinando as sequéncias das
regides génicas. Nas andlises foram utilizadas sequéncias de referéncia
adquiridas a partir do GenBank (Tabela 1).

A amplificacdo do fragmento do gene fator de elongag¢do I-a dos
isolados foi realizada utilizando os primers: Ef-1 (forward, 5’-
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef2 (reverse; 5’-GGAAGTAC
CAGTGATCATGTT-3") gerando um fragmento de 691 pb (O’DONNELL et
al., 1998). Para a amplificacdo do fragmento da segunda maior subunidade da

RNA polimerase (RPB2) foram utilizados os primers 5F2 (forward; 5°-
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GGGGWGAYCAGAAGAA GGC-3) e 7cR (reverse; 5’-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") gerando um fragmento de 924 pb
(O’DONNELL et al., 2008). Para a maior subunidade da ATP citrato liase
(acll) (NOWROUSIAN et al., 2000) foram utilizados os primers acl1-230up
(5’-AGCCCGATCAGCTCATCAAG-3’) e acll-1220low (5’-CCTGGCAG
CAAGATCVAGGAAGT-3’) gerando um fragmento de 886 pb. Para amplificar
a regido ITS-LSU foram utilizados os primers ITS5 (forward; 5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") (WHITE et al., 1990) e NL4 (reverse;
5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG- 3") (O’DONNELL, 1993) gerando um
fragmento de 1080 pb com gaps. As reagdes de PCR foram realizadas no
termociclador MyCycler™ (BIO-RAD). As condigdes de ciclo para fef-la
foram: 94 °C, por 1 minuto; 34 ciclos: 94 °C, por 30 segundos; 62 °C, por 45
segundos; 72 °C, por 1 minuto; 72 °C, por 5 minutos (O’DONNELL et al.,
1998). Para rpb2, o programa de ciclos foi: 94 °C, por 90 segundos; 40 ciclos:
94 °C, por 30 segundos; 55 °C, por 90 segundos e 1 ciclo 68 °C, por 2 minutos;
68 °C por 5 minutos (O’ DONNELL et al., 2008). O perfil de temperatura para a
regido acll foi o seguinte: 3 minutos a 95 °C; 5 ciclos de 45 segundos a 95 °C;
45 segundos a 64 °C; 2 minutos a 72 °C, seguido por 5 ciclos com anelamento a
62 °C, seguido por 30 ciclos com anelamento a 56 °C; com uma extensao final
de 8 minutos a 72 °C (GRAEFENHAN et al., 2011). Para ITS-LSU as condi¢des
de ciclo foram: 95 °C, por 5 minutos; 35 ciclos: 94 °C, por 40 segundos; 55 °C,
por 55 segundos; 72 °C, por 5 minutos ¢ 72 °C, por 2 minutos (O’ DONNELL et
al., 2008). Os produtos da PCR foram submetidos & eletroforese em gel de
agarose 1% corado com GelRed (Biotium®) com posterior visualizagio realizada
em um transiluminador. Os fragmentos amplificados foram purificados
utilizando-se o kit GenElute PCR Clean-up Kit (Sigma-Aldrich) para,

posteriormente, serem sequenciados.
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Os fragmentos génicos foram sequenciados, nas diregdes senso e
antisenso, em um sequenciador automatico MEGA BACE® no Laboratério de
Genomica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os eletroferogramas
gerados foram analisados visualmente com o auxilio do programa SeqAssem
(HEPPERLE, 2004) e as sequéncias editadas foram comparadas com a base de
dados GenBank, do National Center for Biotechnological Information — NCBI,
por meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL, 1990).

Alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos foram gerados
utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994), implementado pelo programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). Os
alinhamentos foram corrigidos manualmente. A anélise filogenética foi realizada
pelos métodos de Mdaxima parciménia ¢ Mdxima verossimilhanga, utilizando o
modelo evolutivo Kimura 2 parametros, através do programa Mega5 (TAMURA
et al., 2011). As espécies Geejayessia desmazieri, Cyanonectria cyanostoma e

Haematonectria illudens foram usadas como outgroups (Tabela 2).

3.8 Caracterizagdo morfologica

A caracterizagdo morfoldgica da fase anamorfa foi realizada a partir de
culturas monosporicas segundo Leslie e Summerell (2006). Os isolados foram
transferidos e crescidos em placas de Petri contendo meio de Batata Dextrose
Agar (BDA) e incubados a 25 °C, no escuro por 4 dias, para observacao da taxa
de crescimento e morfologia das colonias. As caracteristicas micromorfoldgicas
foram avaliadas em SNA a 20 °C, sob fotoperiodo de 12 horas com luz branca
fluorescente, ap6s um periodo de 10 a 14 dias de incubagdo. Foi avaliado em
microscopio optico de luz o formato e a septagdo dos conidios, a produgdo de
microconidios em cadeias longas e falsas cabecas e a produgdo de

macroconidios em esporoddquio, bem como a presenca de monofialides.
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As estruturas da fase teleomorfa foram caracterizadas e fotografadas,
realizando medigao do diametro dos peritécios, comprimento e largura dos ascos
e de ascosporos e verificagdo do nimero de ascosporos por asco e do niimero de
septos dos ascosporos. Foram tomadas 30 medidas de cada estrutura, as quais

serviram para a posterior comparagdo com a literatura (ROSSMAN et al., 1999).

3.9 Teste de patogenicidade em cacaueiro

Com o objetivo de testar a patogenicidade e completar os postulados de
Koch, os isolados CML 800 (homotalico), CML 2252, CML 2265, e CML 2267
(heterotalicos) foram inoculados em sementes de cacaueiro da cultivar
TSH1188. As sementes foram lavadas e colocadas para germinar em um
recipiente com agua e mantidas durante sete dias, sendo a agua do recipiente
renovada todos os dias. Os isolados a serem inoculados foram cultivados em
tubos de ensaio contendo meio completo e incubados a temperatura ambiente
durante 7-10 dias. A inoculagdo foi feita com as sementes pré-germinadas de
cacau, por meio da imersdo dessas em suspensdes de 10° conidios/mL
provenientes dos isolados de F. decemcellulare testados, durante 15 minutos
(adaptado de MALAGUTI; REYES, 1964).

Ap6s a inoculagdo, as sementes foram plantadas em vasos com substrato
PLANTMAX® e mantidas em casa de vegetacdo 25+ 2 °C até o surgimento ou
ndo dos sintomas. Foram realizadas cinco repeti¢des, sendo cada planta uma
repeticdo. Cinco sementes foram utilizadas como testemunha e foram tratadas
apenas com agua.

As plantas foram avaliadas semanalmente durante quatro meses quanto
ao surgimento de sintomas, sendo consideradas doentes aquelas que

apresentaram galha-floral e das quais foi possivel recuperar o isolado inoculado.
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Para tal, os tecidos das plantas com e sem sintoma foram desinfestados com

hipoclorito de sddio 3% e inoculados em meio Malte 2%.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de homotalismo

Dos 67 isolados de Fusarium decemcellulare testados 9 isolados
produziram peritécios a 20 °C e fotoperiodo de 12 horas com luz branca
fluorescente, com 15 — 40 dias de incubagdo em ambos os meios (cenoura-agar e
SNA), sendo 2 provenientes de pimenta-do-reino, 2 de cacaueiro, 2 de
espatodea, 1 de serrapilheira, 1 de solo e 1 de substrato ndo definido (Tabela 1).
A exsudagdo de ascosporos ocorreu por volta de 10 dias apos a formacao dos

peritécios.



Tabela 1 Isolados de Fusarium decemcellulare

CML Hospedeiro/ Substrato Origem MAT Tef Rpb2 Acll ITS LSU
38 Ho Solo da Amazonia Belém PA Nd X X X X
800 Ho Marrocos Nd X X X X X
1655 Mangifera indica Lavras MG Nd
-H
1694 Theobroma cacao Ilhéus BA 1*
-H
2056 Theobroma cacao Uruguca BA 1 X X X X X
-HG
2057 Theobroma cacao IThéus BA 2 X X X X X
-G
2237 Theobroma cacao Uruguca BA 1 X
-G
2238 Theobroma cacao Uruguca BA 2 X
-G
2239 Theobroma cacao IThéus BA 1 X
-G
2240 Theobroma cacao Ilhéus BA 2 X
-HG

0¢



“Tabela 1, continuacao”

CML Hospedeiro/ Substrato Origem MAT Tef Rpb2 Acll ITS LSU
2241 Ho Theobroma cacao Uruguca BA Nd X X X
-HG
2242 Theobroma cacao IThéus BA 1 X
- HS/PG
2243 Theobroma cacao Ilhéus BA 1 X X X X X
- HS/PG
2244 Theobroma cacao Ilhéus BA 1 X X X X X
- HS/PG
2245 Ho Spathodea campanulata MG Nd X X X X X
-HG
2246 Ho Spathodea campanulata MG Nd X X X X X
-G
2247 Theobroma cacao Santo Amaro BA 2% X X
-G
2248 Ho Theobroma cacao Santo Amaro BA Nd X X X X X
-PS
2249 Ho Piper nigrum BA Nd X X X X X
2250 Ho Piper nigrum, BA Nd X X X X X

53



“Tabela 1, continuagdo”

CML Hospedeiro/ Substrato Origem MAT Tef Rpb2 Acll ITS LSU

2251 Theobroma cacao AM 1 X X X X X
-H

2252 Theobroma cacao ES 2 X X X X X
-G

2253 Theobroma cacao AM 2 X X X X X
-H

2254 Theobroma cacao AM 1 X X X X X
-H

2255 Theobroma cacao AM 2 X X X X X
-H

2256 Theobroma cacao ES 2 X X X X X
-G

2257 Theobroma cacao AM 1 X X X X X
-H

2258 Theobroma cacao ES 1 X X X X X
-G

2259 Theobroma cacao ES 1 X
-G

2260 Theobroma cacao AM 2 X
-H

2261 Theobroma cacao ES 2 X
-G

[43



“Tabela 1, continuacao”

CML Hospedeiro/ Substrato Origem MAT Tef Rpb2 Acll ITS LSU
262 Theobroma cacao ES 1 X
-G
2263 Theobroma cacao ES 2 X
-G
2264 Theobroma cacao - HS/PG Uruguca BA 1 X
2265 Theobroma cacao IThéus BA 2 X X X X X
-G
2266 Mangifera indica Colima, México 2 X X X X
2267 Mangifera indica Colima, México 2 X X X X X
2268 Mangifera indica Colima, México 2 X
2269 Mangifera indica Colima, México 2 X X X X X
2270 Mangifera indica Colima, México 2 X
2271 Mangifera indica Colima, México 1 X X X X X
2272 Mangifera indica Colima, México 1 X
2273 Mangifera indica Colima, México 2 X

133



“Tabela 1, continuagdo”

CML Hospedeiro/ Substrato Origem MAT Tef Rpb2 Acll ITS LSU
2274 Mangifera indica Colima, México 2 X X X X
2275 Mangifera indica Colima, México 2 X
2276 Mangifera indica Colima, México 2 X
2277 Theobroma cacao ES 2 X
-G
2278 Theobroma cacao ES 2
-G
2279 Theobroma cacao ES 2
-G
2280 Theobroma cacao ES 2
-G
2330 Theobroma cacao IThéus BA 2
-G
2331 Theobroma cacao Uruguca BA 1 X X X X
-G
2332 Theobroma cacao Ilhéus BA 2
-G
2333 Theobroma cacao Uruguca BA 1
-HG
2334 Theobroma cacao Ilhéus BA 2
- HS/PG

143



“Tabela 1, conclusdo”

CML Hospedeiro/ Substrato Origem MAT Tef Rpb2 Acll ITS LSU
2335 Theobroma cacao IThéus BA 2% X
- HS/PG
2336 Theobroma cacao Itabuna BA 2
- HS/PG
2337 Theobroma cacao Santo Amaro BA 1*
-G
2338 Theobroma cacao BA 2
- semente
2370 Ho Serrapilheira Igrapiuina BA Nd X X X X X
2408 Paullinia cupana Manaus AM 1 X X X X X
-G
2409 Paullinia cupana Manaus AM 1 X X X X X
-G
2411 Paullinia cupana Manaus AM 2 X X X X X
-G
2412 Paullinia cupana Manaus AM 2 X X X X X
-G
2413 Paullinia cupana Manaus AM Nd X X X X X
-G
2414 Paullinia cupana Manaus AM Nd X X X
-G
2415 Paullinia cupana Manaus AM Nd X X X X X
-G

Nota: Ho Isolados homotalicos; *Isolados em que o mating type foi definido por cruzamento com testadores. Abreviagdes: H: haste;
HG: haste com galha; G: galha; HS/PG: haste sadia/planta c/galha; PS: planta sadia; CML: Cole¢do Micologica de Lavras; Nd: Nao
determinado.
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Tabela 2 Sequéncias de referéncia utilizadas na analise filogenética

Espécie Cddigo Hospedeiro/Substrato Origem Tef Rpb2 Acll ITS LSU

A. rigidiuscula CBS122570 casca de arvore Camardes HQ897760 HQ897896 HQ897815

A. albosuccinea BBA64502 madeira Venezuela HQ897699 HQ897837 HQ897788 U34554

G. desmazieri *CBS125507 HQ728146 HM626675 HM626633 HM626651 HM626663
C. cyanostomona bedCBS 101734 HM626647 GQ506017 GQ505961  FJ474076  HM626671

H. illudens PedeBBA 67606 AF178326 GQ506017 GQ505961 FJ474076  FJ474081

N. rigidiuscula  'CMW 18783 EU849670

N. rigidiuscula ~ 'CMW 18785 EU849671

N. rigidiuscula F0174 DQ295126

Nota: Abreviagdes das colegdes de culturas: BBA: Julius Kuhn-Institute, Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin
e Braunschweig, Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands. CMW: Collection Mike
Wingfield. Os codigos que ndo sdo CML sdo sequéncias de referéncia utilizadas na anélise filogenética. *Graefenhan et al. (2011),
®Schroers et al. (2011), “Hirooka et al. (2010), “Samuels et al. (2009), ¢ O’Donnell (2000) ¢ Lombard et al. (2008).

9¢



37
4.2 Determinagdo de Mating types por PCR

Para determinar o mating type dos isolados, a melhor temperatura de
anelamento foi de 60 °C e o melhor tempo de extensdo dos primers foi de 2
minutos. Os 58 isolados que ndo formaram peritécios espontaneamente no teste
de homotalismo foram submetidos a determinagdo de mating type. Utilizando os
primers descritos por Kerényi et al. (2004) foi possivel a identificagdo somente
do idiomorfo MAT-2 (Figura 2). Trinta e um isolados foram identificados como
MAT-2 e outros 19 isolados foram considerados como MAT-I (Tabela 1,
APENDICE). Todos os isolados homotélicos também foram testados para
verificar a presenca de ambos os mating types no mesmo isolado, no entanto,
ndo houve amplificacdo dos fragmentos. O Mating type de outros 4 isolados que
nido pode ser definido pela técnica de PCR, foi determinado por meio de

cruzamentos com isolados testadores.

CML2331
CML2056
CML2247
CML2259
CML2272
CML2331
CML2332
CML2056
CML2247
CML2259

. CML2332

o
P~
]
o
|
2
[¢]

Mat 2 Mat 1
Primer HMG Primer Alpha

Figura2 Gel da PCR para determinacdo de mating types. A. Isolados testados
utilizando os primers para determinacdo do idiomorfo MAT-2; B.
Isolados testados para determinag@o do idiomorfo MAT-1

4.3 Inducéo da fase sexuada

Foram realizados aproximadamente 1590 cruzamentos. As condigdes de

incubagdo dos cruzamentos, como temperatura de 22-23 °C e luminosidade, com
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luz branca fluorescente constante, foram eficientes na formacdo de peritécios
férteis entre isolados de F. decemcellulare. Os cruzamentos foram avaliados
semanalmente quanto a formag@o de peritécios e exsudacdo de ascdsporos.
Peritécios foram observados entre a segunda e a quarta semana de avaliagdo,
sendo a exsudacao observada uma semana apos o aparecimento do peritécio. Em
54 cruzamentos distintos foi observada a formacgao de peritécios férteis tipicos
do teleomorfo heterotalico. O resultado se confirmou nas duas repeticdes

(Tabela 3).
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Tabela 3 Relagdo dos cruzamentos entre isolados de F. demcemcellulare
avaliados apos incubacdo a 22-23 °C sob luz constante

Q (MAT-1° d(MAT-2)° Q (MAT-2° J(MAT-1)°
CML2271 X CML2332 CML2338 X CML2254
CML2271 X CML2335 CML2338 X CML2331
CML2271 X CML2255
CML2271 X CML2260* CML2057 X CML2243
CML2271 X CML2256* CML2057 X CML2271
CML2271 X CML2253* CML2057 X CML169%4
CML2257 X CML2332
CML2257 X CML2057 CML2332 X CML2251
CML2257 X CML2335
CML2257 X CML2336 CML2336 X CML2333
CML2257 X CML2247 CML2336 X CML2264*
CML2257 X CML2253
CML2257 X CML2255
CML2257 X CML2256
CML2257 X CML2252
CML2257 X CML2411 CML2269 X CML2257
CML2257 X CML2338

CML2411 X CML1694

CML2254 X CML2332

CML2254 X CML2057 CML2253 X CML2258*
CML2254 X CML2335 CML2253 X CML2271*
CML2254 X CML2336 CML2253 X CML2056*
CML2254 X CML2253 CML2253 X CML2264*
CML2254 X CML2256

CML2254 X CML2252 CML2256 X CML2272%*
CML2254 X CML2412 CML2256 X CML2242%*
CML2254 X CML2255

CML2254 X CML2411 CML2255 X CML2409*
CML2242 X CML2335 CML2335 X CML2258%*
CML2242 X CML2253

CML2242 X CML2412

CML2242 X CML2252

CML1694 X CML2335

CML1694 X CML2336

CML2337 X CML2336

CML2337 X CML2255

CML2337 X CML2253

CML2337 X CML2335%

CML2337 X CML2411*

CML2251 X CML2253

CML2251 X CML2256

CML2251 X CML2252

CML2251 X CML2411
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“Tabela 3, conclusdo”

Q (MAT-1° d(MAT-2)° Q (MAT-2° J(MAT-1)°
CML2409 X CML2280
CML2409 X CML2338
CML2331 X CML2255
CML2331 X CML2253
CML2333 X CML2335
CML2243 X CML2338
CML2258 X CML2411
CML2056 X CML2332
CML2259 X CML2338*
CML2332 X CML2237*
CML2272 X CML2338*

aQ (MAT-1) indica os isolados do mating type MAT-1 férteis como fémea
*J(MAT-2) indica os isolados do mating type MAT-2 férteis como macho
8 (MAT-2) indica os isolados do mating type MAT-2 férteis como fémea

4d (MAT-1) indica os isolados do mating type MAT-1 férteis como macho
* Cruzamentos que produziram peritécios, porém, ndo ocorreu exudacao de ascosporos

Peritécios férteis foram observados nos cruzamentos entre isolados do
cacaueiro, entre isolados do cacaueiro e mangueira e entre isolados do cacaueiro
e guaranazeiro (Tabela 1; Tabela 3). Dezessete cruzamentos formaram
peritécios, entretanto, ndo ocorreu a exsudacdo de ascdsporos (Tabela 3).

Os isolados CML2271, CML2257, CML2254, CML2057, CML2242,
CML1694, CML2337, CML2251, CML2409, CML2331, CML2338 e
CML2335 formaram peritécios férteis com mais de um parceiro sexual (Tabela
2). De acordo com os resultados dos cruzamentos os isolados CML 2257 (MAT-
1) e CML 2057 (MAT-2) foram selecionados como testadores, ja que

apresentaram maior fertilidade quando usados como parental feminino.
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4.4 Determinacdo da viabilidade de ascosporos

Ascoésporos exsudados por peritécios de todos os cruzamentos férteis
foram transferidos para agar-agua 2% e mostraram-se vidveis, germinando apds

24 horas de incubacdo (Figura 3 ¢ 4).
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Figura3 Fotografia de: A. Cultura monoconidial do isolado homotalico CML
800 com formacgdo de peritécios em placa de Petri contendo meio
SNA; Fotomicrografias de: B. Peritécios exsudando ascdsporos.
Barra = 160 um; C. Peritécio. Barra = 80 pm; D. Asco contendo 4
ascosporos. Barra= 20 pm; E. Ascosporos. Barra = 10 pm; F. Ascosporo
germinando. Barra =20 pm.
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Figura4 Fotografia de: A. Cruzamento fértil entre os isolados CML 2254 e
CML 2255 em meio CA; Fotomicrografias de: B. Peritécios
exsudando ascosporos. Barra = 160 um; C. Peritécio. Barra= 110 um; D.
Asco contendo 8 ascosporos. Barra = 20 pm; E. Ascosporos. Barra = 10
pum; F. Ascésporos germinando. Barra = 10 pm.

4.5 Analise filogenética

Os resultados de ambos os métodos filogenéticos Mdaxima Parcimoénia e

Maxima Verossimilhanga foram congruentes. Portanto, apenas os resultados da
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analise de Mdaxima Verossimilhanga serdo apresentados. Todos os isolados
heterotalicos obtidos de cacaueiro, mangueira e guaranazeiro com sintomas de
galha floral e superbrotamento formaram um clado distinto nas arvores geradas
com sequéncias parciais dos genes fefl-a, rpb2 e acll (Figuras 5, 6 ¢ 7). As
arvores combinadas das regides rpb2+acl+ITS e tef-lo+rpb2+acl+1TS-LSU
mostraram o mesmo resultado, com suporte bootstrap de 99% (Figuras 9 e 10).

Os isolados homotalicos agruparam em véarios clados distintos, de
acordo com a analise dos genes fefl-a, rpb2, acll e nas arvores combinadas das
regides rpb2+acl+ITS e tef-1o+rpb2+acl+1TS-LSU, com excecdo da analise da
regido ITS-LSU. Isolados de Piper nigrum (CML 2249 ¢ CML 2250) e
cacaueiro (CML 2241 e CML 2248), se posicionaram em um mesmo clado
(Figuras 5-10).

Isolados homotalicos recuperados de galhas em S. campanulata (CML
2245 e CML 2246), formaram um subclado distinto nas arvores das regides fef-
la, rpb2, acll e também nas arvores combinadas com as regides rpb2+acl+ITS
e tef-1a +rpb2+acl+1TS-LSU (Figuras 5, 6, 7, 9 e 10). Na arvore da regido ITS-
LSU eles ficaram proximos, porém, ndao houve suporte estatistico (Figura 8).
Nas analises das regides rpb2, acll e ITS esses isolados agruparam-se proximo
de A. albosuccinea.

Os isolados homotalicos CML 800, CML 38 agruparam na arvore do
gene fef-1o ¢ formaram um grupo irmao do isolado de referéncia de Nectria
rigidiuscula F0174. Os isolados CML 800 ¢ CML 38 também agruparam na
arvore do gene acl/l e na arvore da regido ITS-LSU. O isolado CML 2370 se
posicionou separadamente dos demais isolados nas arvores dos genes tef-/o e
acll e da regido ITS-LSU. Na arvore do gene rpb2 ele se agrupou com o isolado
de referéncia de A4. rigidiuscula (CBS 122570) e nas arvores combinadas se ele
se agrupou com o isolado CML 800, entretanto sem suporte estatistico. Nas

arvores das regides ac/l e ITS-LSU e na arvore combinada das regides tef-/a,
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rpb2, acll, o isolado de referéncia de A. rigidiuscula (CBS 122570) proveniente
de casca de arvore, posicionou separadamente dos demais isolados (Figuras 7, 8

e9).
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Haematonectria illudens BBA 67606

Figura5 Analise de Mdxima Verossimilhanga de sequéncias do gene tef-1d de
isolados de F. decemcellulare oriundos de varios hospedeiros de
diferentes regides geograficas

Nota: Um ponto negro ao lado do cddigo indica que o isolado é homotalico. O
comprimento dos ramos ¢ indicado por escala na base da arvore e os valores do
suporte estatistico, Bootstrap (1.000 repeticdes), s@o indicados acima dos
internodios. Essa arvore tem como outgroup Geejayessia desmazieri,
Haematonectria illudens e Cyanonectria cyanostoma. Abreviagdes das cole¢des
de culturas: CML: Colegdo Micoldgica de Lavras; BBA: Julius Kuehn-Institute,
Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin ¢ Braunschweig,
Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands; CMW: Collection Mike Wingfield, Africa do Sul.
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Figura 6 Analise de Mdxima Verossimilhanga de sequéncias do gene rpb 2 de
isolados de F. decemcellulare oriundos de véarios hospedeiros de

diferentes regides geograficas

Nota: Um ponto negro ao lado do codigo indica que o isolado ¢ homotdlico O
comprimento dos ramos ¢é indicado por escala na base da arvore e os valores do
suporte estatistico, Bootstrap (1.000 repeticdes), s@o indicados acima dos
internddios. Essa arvore tem como outgroup Geejayessia desmazieri,
Haematonectria illudens ¢ Cyanonectria cyanostoma. Abreviagdes das colegdes
de culturas: CML: Coleg¢do Micoldgica de Lavras; BBA: Julius Kuehn-Institute,
Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin e Braunschweig,
Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The

Netherlands.
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Figura7 Analise de Mdxima Verossimilhanga de sequéncias do gene acll de
isolados de F. decemcellulare oriundos de véarios hospedeiros de
diferentes regides geograficas

Nota: Um ponto negro ao lado do cédigo indica que o isolado ¢ homotalico O
comprimento dos ramos ¢é indicado por escala na base da arvore e os valores do
suporte estatistico, Bootstrap (1.000 repeti¢cdes), s@o indicados acima dos
internodios. Essa arvore tem como outgroup Geejayessia desmazieri,
Haematonectria illudens ¢ Cyanonectria cyanostoma. Abreviagdes das colegdes
de culturas: CML: Colegdo Micoldgica de Lavras; BBA: Julius Kuehn-Institute,
Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin e Braunschweig,
Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands.
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Figura8 Analise de Mdaxima Verossimilhan¢a de sequéncias da regido ITS-
LSU de isolados de F. decemcellulare oriundos de varios hospedeiros
de diferentes regides geograficas

Nota: Um ponto negro ao lado do coédigo indica que o isolado é homotélico O
comprimento dos ramos ¢ indicado por escala na base da arvore e os valores do
suporte estatistico, Bootstrap (1.000 repeticdes), sdo indicados acima dos
internodios. Essa arvore tem como outgroup Geejayessia desmazieri,
Haematonectria illudens e Cyanonectria cyanostoma. Abreviagdes das cole¢des
de culturas: CML: Colegdo Micoldgica de Lavras; BBA: Julius Kuehn-Institute,
Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin e Braunschweig,
Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands.
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Figura9 Andlise de Mdxima Verossimilhanca de sequéncias combinadas das
regides ITS, rpb2, acl, de isolados de F. decemcellulare oriundos de
varios hospedeiros de diferentes regides geograficas

Nota: Um ponto negro ao lado do coédigo indica que o isolado é homotélico O
comprimento dos ramos ¢ indicado por escala na base da arvore e os valores do
suporte estatistico, Bootstrap (1.000 repeticdes), sdo indicados acima dos
internodios. Essa arvore tem como outgroup Geejayessia desmazieri,
Haematonectria illudens e Cyanonectria cyanostoma. Abreviagdes das colegdes
de culturas: CML: Colegdo Micoldgica de Lavras; BBA: Julius Kuehn-Institute,
Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin e Braunschweig,
Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands.
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Figura 10 Analise de Mdaxima Verossimilhanga de sequéncias combinadas das
regides ITS-LSU, tef-1a, rpb2, acl, de isolados de F. decemcellulare
oriundos de varios hospedeiros de diferentes regides geograficas

Nota: Um ponto negro ao lado do cédigo indica que o isolado ¢ homotalico O
comprimento dos ramos ¢é indicado por escala na base da arvore e os valores do
suporte estatistico, Bootstrap (1.000 repeticdes), s@o indicados acima dos
internodios. Essa arvore tem como outgroup Geejayessia desmazieri,
Haematonectria illudens e Cyanonectria cyanostoma. Abreviagdes das colegdes
de culturas: CML: Colegdo Micoldgica de Lavras; BBA: Julius Kuehn-Institute,
Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin e Braunschweig,
Germany. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands.
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4.6 Caracterizacao Morfoldgica

Na caracterizagdo morfologica da fase anamorfa, isolados homotélicos e
heterotalicos apresentaram caracteristicas morfologicas tipicas de F.
decemcellulare, de acordo com Leslie e Summerell (2006) como: microconidios
com formato oval, hialinos, sem septo, mas ocasionalmente com um septo,
produzidos a partir do micélio aéreo em longas cadeias; presenca de
monofialides; esporodoquios de coloragdo amarelada; macroconidios produzidos
em esporodoquio apresentaram formato curvo a cilindrico, seis a dez septos,
com célula apical arredondada e célula pé bem caracteristica da espécie (Figura
11). Nao foi observada a formacdo de clamiddsporos e nem constatada a
presenca de morfotipos entre os isolados avaliados neste estudo.

De acordo com as caracteristicas morfologicas da fase teleomorfa
observadas, os isolados apresentaram peritécios subglobosos, amarelos, com
pequenas papilas na superficie ascomatal, medindo 238-432 x 221-336 um em
isolados heterotalicos e 276-387 x 217-326 um em isolados homotalicos (Figura
12 A). Os ascos s@o clavados, medindo 75-107,5 x 10-13,5 um em isolados
heterotalicos e 64,5-97 x 10,5-14 um em isolados homotalicos (Figura 12 B).
Foram observados quatro ascosporos por asco (Figura 3) em isolados
homotalicos e oito ascosporos por asco em isolados heterotalicos (Figura 4). Os
ascosporos sdo elipsoides, hialinos, com trés septos, medindo 18-27 x 6-7,5 um
em isolados heterotalicos (Figura 12 C). Em isolados homotalicos foi observada
uma variacdo quanto ao tamanho de ascosporos. Os isolados CML 38 ¢ CML
800 mediram 25,5 x 9 pm e 24 x 9 um respectivamente, ¢ os demais isolados

mediram 23-27 x 6,5-7 um (Figura 12 C).
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Figura 11 Caracteres morfologicos dos isolados de F. decemcellulare. A, B e C
fotografias mostrando a coloracdo da colonia em meio BDA;
Fotomicrografias de: D. Cadeias de microconidios. Barra = 10 um;
E. Macroconidios. Barra = 20 pm; F. Microconidios. Barra = 10 um
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Figura 12 Dimensdes dos

marcadores morfologicos do teleomorfo de F.

decemcellulare. A. Peritécios; B. Ascos; C. Ascosporos. (M) Isolados
homotalicos apds teste de homotalismo a 20 °C e (o) Isolados
heterotalicos apds cruzamentos a 22-23 °C sob luz constante
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4.7 Teste de patogenicidade em cacaueiro

Foi observado o aparecimento de sintomas de galha apds trés meses da
inoculacdo (Figura 13). Os isolados heterotalicos (CML 2265, CML 2252 ¢
CML 2267) causaram sintomas em todas as plantas. O isolado homotalico CML
800 ndo causou nenhuma alteragdo na planta (Figura 13), mas foi reisolado das
plantas inoculadas. Nas testemunhas também nado foi observado o sintoma da
doenga. Foram realizados reisolamentos em diversas regides das plantas
inoculadas: galha, abaixo da galha, acima da galha, raiz, folhas e da haste sadia e

foram recuperadas culturas tipicas de F. decemcellulare (Tabela 4).

Tabela 4 Reisolamento dos isolados de Fusarium decemcellulare inoculados
em plantas de cacaueiro

Isolado
Parte da planta
que foi feito o

. CML 800 CML 2252 CML 2265 CML 2267 Testemunhas
isolamento

Folha - - "
Acima da galha - - +
Galha - +
Abaixo da Galha - - +
Raiz - -

Haste sadia + - - _ )

+
+ o+ + o+

(-) O fungo ndo foi reisolado.
(+) O fungo foi reisolado.
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Figura 13 Teste de patogenicidade em plantas de cacaueiro inoculadas com
isolados de F. decemcellulare A. Planta inoculada com o isolado
homotalico = CML 800; B. Planta inoculada com o isolado
heterotalico CML 2267; C. Planta inoculada com o isolado
heterotalico CML 2252; D. Planta inoculada com o isolado
heterotalico CML 2265
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5 DISCUSSAO

Em uma ampla colecdo contendo 67 isolados com caracteristicas
morfolégicas de F. decemcellulare obtidos de diferentes hospedeiros e
substratos, foi possivel observar a presenca de espécies bioldgicas e
filogenéticas distintas.

Com base nas andlises filogenéticas das sequéncias parciais dos genes
tef-1a, rpb2, acll e da regido ITS-LSU (Figuras 6-10), os isolados heterotalicos
que causam galha-floral e superbrotamento em cacaueiro, mangueira e
guaranazeiro formaram uma linhagem monofilética. Os isolados homotalicos
formaram grupos filogenéticos distintos. Um grupo contendo isolados
provenientes de pimenta-do-reino e de plantas assintomaticas de cacaueiro, outro
composto pelos isolados da espatodea. O terceiro grupo incluiu os isolados CML
38 (proveniente de solo), CML 800 (substrato ndo definido) e CML 2370
(proveniente de serrapilheira), que compartilharam o ancestral comum mais
recente com as espécies de referéncia de 4. rigidiuscula.

As sequéncias de referéncia utilizadas nesse estudo se posicionaram
separadamente dos demais isolados evidenciando que os isolados do Brasil e do
México analisados pertencem a uma espécie filogenética diferente de F.
decemcellulare. Nao foram encontradas sequéncias do tipo de F. decemcellulare
para inclusdo nas analises filogenéticas. Também nao foi encontrado sequéncias
de todos os genes para o mesmo isolado, sendo necessario utilizar algumas
sequéncias para o gene fef-1o e outras para as demais regioes.

Os isolados provenientes de espatddea formaram um grupo monofilético
com A. albossucinea nas arvores dos genes rpb2, acll, e na arvore combinada
com as regides ITS, rpb2 e acl 1. Do isolado tipo de A. albossucinea (BBA
64502) a sequéncia de tef-1a ndo estd disponivel e poucos isolados de espatdédea

foram utilizados na andlise filogenética para afirmar com seguranga que
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pertencem a uma mesma espécie. Na caracterizagdo morfologica os isolados de
espatddea apresentaram caracteristicas tipicas de F. decemcellulare.

Uma filogenia elaborada baseada nos genes rpb2 e acll posicionou A.
albossucinea como grupo irmao de A. rigidiuscula (GRAEFENHAN et al.,
2011). Rossman et al. (1999) afirmam que A. albossucinea mnao produz
pigmento rosa, os microconidios ndo sdo formados em cadeias e os
macroconidios sdo0 menores € com menos septos que os de F. decemcellulare.

As caracteristicas da fase anamorfa de espécies homotalicas e
heterotalicas sdo muito similares, ndo sendo possivel a distingdo de morfotipos.
Entretanto, os isolados homotalicos apresentaram como caracteristica comum a
produgdo de peritécios com quatro ascosporos por asco. Os isolados CML 800 e
CML 38 diferiram dos demais isolados quanto ao formato dos ascosporos,
representando uma espécie morfolégica distinta dos demais isolados e similar a
A. rigidiuscula descrita na literatura (ROSSMAN et al., 1999). Apesar dos
isolados CML 800 ¢ CML 38 se agruparem com o isolado CML 2370, esses
isolados apresentaram caracteristicas morfologicas diferentes. O isolado
homotalico CML 2370 foi obtido de ascosporos provenientes de peritécio
encontrado em ramo de serrapilheira, indicando que a fase sexuada pode ocorrer
em condigdes de campo.

Os primers descritos por Kerényi et al. (2004) para determinar o mating
type de espécies de Fusarium ndo forneceram resultado satisfatério para a
determinacdo do idiomorfo MAT-1 dos isolados de F. decemcellulare testados.
Provavelmente a nao-funcionalidade dos primers pode estar relacionada com a
divergéncia de sequéncia que pode ocorrer mesmo em regides conservadas para
esse género (STEENKAMP et al., 2000). Os primers para a identificagdo do
MAT-2 apresentaram melhor resultado. O idiomorfo MAT-1 ¢ relativamente
mais complexo, pois possui trés transcritos (MAT-1-1, MAT-1-2 e MAT-1-3),

sendo que MAT-1-1 codifica proteina da o-box com fungdes importantes na
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formagdo de peritécios e ascosporos. MAT-1-2 e MAT-1-3 aumentam a
eficiéncia dos cruzamentos, mas ndo estdo diretamente ligados a produgdo de
peritécios e ascosporos. Ja o idiomorfo MAT-2 tem somente a proteina HMG-
box, que desempenha papel importante na ascosporogénese ¢ na determinacao
de cruzamentos especificos (YUN et al., 2000).

Os 54 cruzamentos distintos formaram peritécios férteis com oito
ascosporos por asco. Assim, a quantidade de ascosporos por asco ¢ um bom
marcador morfologico para a separagdo das espécies homotalicas e heterotalicas.
O cruzamento entre isolados oriundos do Brasil (cacaueiro) com isolados do
México (mangueira) evidenciam que ndo ha barreira reprodutiva entre
populagdes oriundas de diferentes hospedeiros e regides geograficas, portanto
pertencem a uma mesma espécie bioldgica.

Os isolados CML 2257 e CML 2057 foram selecionados como
testadores MAT-1 e MAT-2, respectivamente, e apresentaram resultados
positivos quando cruzados com os isolados que ndo tiveram sucesso na
determinacgdo de mating types.

No teste de patogenicidade apenas os isolados heterotalicos inoculados
induziram sintomas da doenca. Porém, o isolado homotalico foi reisolado na
haste sadia da planta, evidenciando ser enddfito. Os reisolamentos realizados
demonstram que F. decemcellulare pode colonizar varios tecidos vegetais, pois a
inoculagcdo nas sementes germinadas proporcionou a translocacdo de dois
isolados para varias partes da planta. O isolado CML 2267 oriundo de
Mangifera indica induziu sintoma de galha floral em plantas de cacau,
mostrando ndo haver especificidade de hospedeiro.

Testes de patogenicidade com isolados de F. decemcellulare ja foram
realizados com sucesso em outros estudos ¢ demostraram que apenas isolados
heterotalicos foram patogénicos (FORD; BOURRET; SNYDER, 1967). No

complexo Fusarium solani, tem sido observado situagdo semelhante, onde na
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maioria dos casos, as populacdes patogé€nicas sdo heterotalicas ou ndo possuem
teleomorfo conhecido (PLOETZ, 2006).

Existem evidéncias que apontam que reguladores do crescimento de
plantas tais como citocinas e auxinas desempenham um papel nas doencgas
bacterianas, virais e fungicas em plantas, incluindo o crescimento anormal, a
formacao de galhas, hipertrofias, alongamento do caule e senescéncia prematura
(SCHMULLING; SCHAFER; ROMANOV, 1997). Em Moniliophthora
perniciosa, agente causal da doenga conhecida como vassoura-de-bruxa em
cacaueiro, foi observado que a presenca de alguns fitohormoénios pode contribuir
para a sua patogenicidade (KILARU; BAILEY; HASENSTEIN, 2007).

Zhan, Torriani e McDonald (2007) realizaram um estudo para verificar a
associagdo entre os mating types e a patogenicidade de Mycosphaerella
graminicola em trigo. Usando um grande numero de isolados oriundos de
diversas regides geograficas e genotipos do hospedeiro, foi observado que o
mating type MAT-1 mostrou-se consistentemente com maior patogenicidade em
relagdo ao mating type MAT-2.

A maneira que o tipo de reprodugdo sexuada influencia a

patogenicidade, ainda precisa ser elucidada.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados, pode-se concluir que:

a)

b)

d)

e)

Fusarium decemcellulare representa um complexo de espécies que
podem ser homotalicas ou heterotalicas.

Isolados heterotalicos causadores de galha e superbrotamento em
cacaueiro, mangueira € guaranazeiro pertencem a uma espécie
filogenética e biologica distinta.

Isolados homotalicos podem ser distinguidos dos isolados
heterotalicos pela quantidade de ascdsporos por asco.

Isolados homotalicos oriundos de diversos substratos ou hospedeiros
e isolados de referéncia de F. decemcellulare, formam grupos
distintos da espécie patogénica.

Ha fortes evidéncias que Fusarium decemcellulare como ¢€
conhecido na literatura, ¢ uma espécie homotdlica associada a
material vegetal em decomposicdo ou solo como saprobio ou

endofito.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho foi realizado pela mestranda Erica Sfalsin no Programa de
P6s-Graduacao em Fitopatologia com o propoésito de gerar conhecimentos sobre
a morfologia e biologia do fungo causador da galha floral do cacaueiro e inferir
sobre a sua posicdo filogenética. Foi iniciada a caracterizagdo morfologica do
anamorfo, a andlise filogenética utilizando sequéncias parciais do gene tef-/a,
testes de homotalismo e testes de patogenicidade.

No presente trabalho, novos isolados foram incluidos e com o auxilio de
analises filogenéticas com outras regidoes génicas, novos testes de homotalismo,
teste de compatibilidade sexual e a avaliagao do teste de patogenicidade iniciado
anteriormente, foram obtidos resultados que mostram que isolados com
caracteristicas morfolégicas de F. decemcellulare podem ser separados em no
minimo duas espécies filogenéticas distintas. Esses resultados contribuiram para
um maior conhecimento sobre a biologia do fungo, e podem auxiliar na
identificagdo de F. decemcellulare em trabalhos futuros.

Pretende-se agora avaliar se os demais isolados homotélicos sio
patogénicos e se os isolados heterotalicos podem causar doenga em outras
cultivares de cacau e também em outras espécies frutiferas como mangueira e
guaranazeiro. Todas essas informagdes terdo importancia para programas de

melhoramento de plantas e no manejo e controle de doengas.
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