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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar quais espécies do complexo Fusarium solani
(FSSC) estédo associadas a cucurbitaceas no Brasil e quais delas causam podridao
do colo, raizes e do fruto em abdbora, e relatar a ocorréncia de espécies do
complexo Fusarium chlamydosporum (FCSC) e Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC), causando podriddo em frutos de abdbora. Uma colecdo de 72 isolados
(FSSC =67, FCSC = 3, FIESC = 2) foi obtida dos estados de MG, RN, CE, PI, GO,
PE, RR e MA. Isolados monospdricos do FSSC e FCSC foram submetidos a
andlises de filogenia molecular das regiées génicas EF-1a + RPB2 e os isolados do
FIESC a analises de EF-7a + LSU + RPB2 + CAM. Foram realizados ainda testes de
homotalismo e determinagédo dos mating types por PCR, cruzamentos em laboratério
para indugdo da fase sexuada, e avaliacdo de marcadores morfologicos. Isolados
representativos foram utilizados em testes de patogenicidade em plantas e frutos e
na avaliacdo da transmissdo do fungo de sementes a plantas. De acordo com a
analise filogenética de maxima parciménia, os isolados do FSSC agruparam-se em
seis espécies distintas dentro do clado 3: F. petroliphium (FSSC 1), F.
keratoplasticum (FSSC 2), F. falciforme (FSSC 3+4), F. solani f. sp. cucurbitae
(FSSC 10) e “Neocosmospora suttoniana” (FSSC 20) representando espécies
heterotalicas, e ainda F. pseudensiforme (FSSC 33), uma espécie homotalica. Na
andalise combinada para o FCSC, os isolados agruparam com as linhagens FCSC 1
(n=2) e FCSC 2 (n=1). Para o FIESC, um isolado agrupou-se com F. lacertarum e
outro com nenhuma das 38 linhagens conhecidas do FIESC, sendo preliminarmente
denominada como FIESC 39. No teste de homotalismo, nenhum dos 67 isolados do
FSSC produziu peritécios espontaneamente. Foi possivel induzir, pela primeira vez,
a reproducdo sexuada de “N. suttoniana” em laboratério. Todas as espécies
avaliadas se mostraram patogénicas a plantas de abobora, sendo F. cucurbitae a
espécie mais virulenta, provocando a morte das plantas de 5 a 10 dias apo6s a
emergéncia. A regido do colo dessas plantas apresentavam-se umedecidos e com
coloracdo avermelhada. J& os isolados do FCSC e FIESC causaram sintomas de
amarelecimento e reducéo do porte e sistema radicular nas plantas de abdbora. Nos
frutos, as maiores lesGes foram causadas pelas espécies F. cucurbitae e “N.
suttoniana”. A transmissdo do fungo de sementes a plantas foi confirmada para as
seis espécies do FSSC, sendo que F. cucurbitae foi a espécie que mais afetou as
sementes, reduzindo em até 82% a germinacdo e 35% o vigor. Fusarium
petroliphilum, F. keratoplasticum, F. cucurbitae e F. pseudensiforme sdo reportados
pela primeira vez em associagdo com cucurbitaceas no Brasil, e F. keratoplasticum e
F. pseudensiforme em cucurbitdiceas no mundo. Fusarium lacertarum, a linhagem
FIESC 39 e FCSC 2 também séao registrados pela primeira vez causando podridao
de frutos em abdbora. Fusarium solani f. sp. cucurbitae (FSSC 10) agora é
conhecido como Fusarium cucurbitae. Os resultados gerados poderédo contribuir
para a compreensdo da diversidade espécies do FSSC em areas de producédo de
cucurbitaceas no Brasil, e para o desenvolvimento de estratégias integradas de
controle dessas doencas.

Palavras-chave: Cucurbita moschata, Fusarium cucurbitae, Fusarium lacertarum,
Citrullus lanatus, Cucumis melo, Cucurbitaceae.



GENERAL ABSTRACT

In this study we investigate which species of the Fusarium solani species complex
(FSSC) are associated with cucurbits in Brazil and which of them cause stem rot, root
rot, and rot of fruits. We still report the occurrence of species of the Fusarium
chlamydosporum species complex (FCSC) and Fusarium incarnatum-equiseti
species complex (FIESC), causing fruit rot on pumpkins. A collection of 72 isolates
(FSSC = 67, FCSC = 3, FIESC = 2) was obtained in the states of MG, RN, CE, PI,
GO, PE, RR, and MA. Isolates were grouped into morphotypes, according to their
morphological markers. Monospore isolates of FSSC and FCSC were identified by
molecular phylogeny using partial sequences of the EF-1a + RPB2 genes, while for
isolates of the FIESC, EF-7a + LSU + RPB2 + CAM sequences were used. The
mating type idiomorphs were identified for isolates of the FSSC by a PCR reaction,
for the application of the biological species concept using lab crossings.
Representative isolates were selected for pathogenicity tests in pumpkin plants and
fruits, and to evaluate transmission from seeds to plants. According to the molecular
phylogenetic analysis using maximum parsimony, strains of FSSC belong to six
different species: F. petroliphilum (FSSC 1), F. keratoplasticum (FSSC 2), F.
falciforme (FSSC 3+4), F. solani f. sp. cucurbitae (FSSC 10) and “Neocosmospora
suttoniana” (FSSC 20), representing heterothallic species, and F. pseudensiforme
(FSSC 33), an homothallic species. Strains of FCSC represent two phylogenetic
species, FCSC 1 (n=2) and FCSC 2 (n=1). Strains of FIESC were identified as F.
lacertarum and FIESC 39, a so far unknown phylogenetic species within this
complex. “Neocosmospora suttoniana” formed fertile perithecia when strains of
opposite mating types were crossed in the lab. The sexual stage of this species had
not been reported before in the literature. All evaluated species caused disease when
inoculated in pumpkin plantlets. Fusarium cucurbitae was the most virulent, causing
death of plants 5 to 10 days after emergence. Species of FCSC and FIESC caused
yellowing symptoms, and reduction of plant height and the root system of pumpkin
plants. On fruits, major lesions were caused by F. cucurbitae and “N. suttoniana”.
Transmission from seeds to plants was confirmed for all species. Fusarium
cucurbitae is the most virulent species, reducing germination rate in 82% and 35% of
seed vigor. Fusarium keratoplasticum, and F. pseudensiforme are reported here for
the first time in association with cucurbits. Fusarium petroliphilum, F. keratoplasticum,
F. cucurbitae, and F. pseudensiforme had not been reported before in association
with cucurbits in Brazil. Fusarium lacertarum and the phylogenetic lineages FIESC 39
and FCSC 2 are also reported for the first time causing fruit rot of pumpkins.
Fusarium solani f. sp. cucurbitae (FSSC 10) is now known as Fusarium cucurbitae.
This study contributes to the knowledge about species diversity associated with
cucurbits in production areas in Brazil. It will also support the development of plant
disease management strategies and the search for genetic resistance in cucurbit
germplasm.

Key words: Cucurbita moschata, Fusarium cucurbitae, Fusarium lacertarum,
Citrullus lanatus, Cucumis melo, Cucurbitaceae.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas no mundo, ficando atras apenas
de China e da india (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2018). Dentre as
cucurbitdceas consumidas in natura o meldo e a melancia encontram-se entre as
mais produzidas no pais, destacando-se como 0 segundo e oitavo produto em
volume de exportacdo, respectivamente (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI E
FRUTI, 2019). Além do meldo e da melancia, as abodboras estdo entre as
cucurbitaceas mais representativas em quantidade produzida, e nas regifes
Nordeste e Norte constitui-se com uma alternativa para a inclusdo social de
pequenos produtores (RESENDE et al., 2013).

Espécies do género Fusarium sdo importantes fitopatégenos de cucurbitaceas
no Brasil e no mundo e causam relevantes perdas a espécies dessa familia botanica
como a abdbora, o meldo e a melancia. No mundo, associada as plantas de
abobora, meldo e melancia, a espécie mais normamente relatada € F. solani f. sp.
cucurbitae, espécie pertencente ao complexo de espécies Fusarium solani (FSSC) e
gue causa sintomas de podriddo do colo e raizes e murcha. Nos frutos, além de F.
solani f. sp. cucurbitae outras espécies de Fusarium séo igualmente danosas, dentre
elas espécies pertencentes aos complexos Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) e
Fusarium chlamydosporum (FCSC).

O termo Fusarium solani species complex (FSSC) foi introduzido por
O'Donnell (2000) para acomodar as espécies que apresentavam caracteristicas
morfolégicas de Fusarum solani que foram diferenciadas a partir de anélise de
filogenia molecular, baseada nas duas regibes génicas (ZHANG et al., 2006;
O'DONNELL et al.,, 2008). O mesmo foi realizado para as espécies que
apresentavam caracteristicas morfolégicas de F. chlamydosporum que foram
diferenciadas em cinco linhagens distintas e passaram a ser denominadas de
Fusarium chlamydosporum species complex (FCSC) (O'DONNELL et al., 2009;
O'DONNELL et al.,, 2018). Para os morfotipos F. semitectum e F. equiseti as
espécies foram agrupadas em dois clados principas, Incarnatum e Equiseti, e 0
complexo passou a ser denominado como Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)
(O'DONNELL et al., 2009).
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Boa parte dos estudos com cucurbitdceas no pais, principalmente para o
meldo e melancia na regido Nordeste sao focados no desenvolvimento de gendtipos
resistentes a doencas, que nos ultimos anos tem aumentando na regido, muito em
virtude da intensificacdo dos plantios realizados por ano em sistema de monocultivo.
Mesmo a podridao do colo, raizes e do fruto causarem perdas significativas e serem
relatadas em praticamente todas as areas plantadas com cucurbitaceas do Rio
Grande do Norte, por exemplo, a identificacdo dos isolados coletados nas areas de
plantios para os ensaios de selecdo de gendtipos ainda é realizada na maioria das
vezes, apenas por morfologia, muitas vezes sendo duvidosa devido ao uso apenas
do conceito morfoldgico, que ndo leva em consideracdo as espécies cripticas.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar quais espécies do FSSC
estdo associadas a cucurbitdceas no Brasil e quais delas causam podriddo do colo,
raizes, e do fruto, e relatar a ocorréncia de espécies do FCSC e FIESC, causando
podriddo em frutos de abobora.

Esta tese esta dividida em trés capitulos. O primeiro trata do estado da arte
sobre o0 patossistema cucurbitdceas versus Fusarium solani e a importancia das
cucurbitaceas no Brasil, bem como as abordagens utilizadas para a caracterizacéo e
identificacdo das espécies de Fusarium. O segundo capitulo é representado por um
manuscrito de artigo cientifico relatando as espécies do FSSC associadas a
cucurbitaceas no Brasil a partir de uma colecdo de 67 isolados, obtida de
importantes regibes produtoras de cucurbitaceas do pais, e elevacdo de F.
cucurbitae a nivel de espécie. O terceiro capitulo é representado por um manuscrito
de artigo cientifico relatando a ocorréncia de membros dos complexos F.

chlamydosporum e F. incarnatum-equiseti causando podriddo em frutos de abdbora.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 As cucurbitaceas e sua importancia econémica

A familia Cucurbitaceae é formada por 120 géneros com cerca de 800
espécies (TEPPNER, 2004). Dentre as espécies de importancia econdmica
destacam-se o meldo (Cucumis melo), a melancia (Citrullus lanatus) e a abdbora
(Cucurbita moschata), o jerimum (Cucurbita maxima), o pepino (Cucumis sativus), e
a abobrinha ou abobrinha italiana (Cucurbita pepo) (FERREIRA et al., 2006).

No Brasil, dentre as frutas frescas o meldo e a melancia encontram-se entre
as mais importantes, destacando-se como o0 segundo e oitavo produtos em volume
de exportacao de frutas frescas, respectivamente, e a melancia representa ainda a
quinta fruta em area colhida (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI E FRUTI, 2019). O
Nordeste brasileiro € responsavel por aproximadamente 94% da producao nacional
de meloeiro, sendo o Rio Grande do Norte responsavel por mais de 50% da
producao brasileira, seguida dos estados do Ceard, Bahia, Piaui, Pernambuco e Rio
Grande do Sul (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI E FRUTI, 2019). A melancia tem
sua maior expressdo econdmica nos estados do Rio Grande do Sul, S&o Paulo,
Goias, Bahia, Tocantins e Rio Grande do Norte (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI
E FRUTI, 2019), enquanto as aboboras tém sua producédo concentrada nas regides
sudeste e nordeste, com destaque para os estados de S&do Paulo, Minas Gerais,
Bahia e Maranhdo (FERREIRA et al., 2017).

Além do valor econémico e alimentar, o cultivo dessas cucurbitaceas no
Brasil, em especial as abdboras e melancia, tem grande importancia sécio-
econbmica na geracdo de empregos diretos e indiretos, pois demanda grande
guantidade de méao-de-obra, desde o cultivo até a comercializacdo (RESENDE et al.,
2013). Os plantios séo realizados tanto em moldes de agricultura familiar quanto
empresarial, movimentando diversos setores da economia além de proporcionar um
bom retorno econémico a grandes médios e pequenos produtores rurais (Vilela et al.
2006).

2.2 AboGboras
As abdboras sdo plantas rasteiras da familia Cucurbitaceae e tém como
centro de origem o continente americano. O género Cucurbita é composto por 24

espécies diploides, entre as quais cinco sdo domesticadas e conhecidas como
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aboboras: Cucurbita moschata (abdbora sergipana), C. maxima (moranga) e C. pepo
(abobrinha), C. ficifolia (gilas) e C. argyrosperma (abdboras ornamentais)
(FERREIRA et al., 2017). Ha ainda, o hibrido Tetsukabuto, resultado do cruzamento
de C. maxima e C. moschata, que é bastante consumido no Brasil e é conhecido
popularmente como abdbora japonesa. Das variedades locais cultivadas de
abobora. moschata e C. maxima sdo as espécies com maior area plantada no
territério nacional (PRIORI et al., 2013).

As plantas sdo de ciclo anual com héabito de crescimento indeterminado
(PRIORI et al.,, 2010). Possuem raizes adventicias que auxiliam na fixacdo da
planta, e as folhas sdo geralmente grandes, palmadas e pubescentes. O caule é
herbaceo rastejante, pubescente, de coloracdo verde-escura, o qual € provido de
gavinhas. As espécies tém como expressao do sexo a monoicia, flores unissexuais
em locais distintos da mesma planta (PRIORI et al., 2010).

A espécie C. moschata possuem crescimento rasteiro e suas folhas tém
angulos bastante marcados, recobertos por pelos nas folhas e peciolos.
Caracteristica marcante da espécie € a presenca de cinco angulos no pedunculo,
gue se alargam na insercdo com o fruto. Ja plantas de C. maxima caracterizam-se
pela presenca de caules compridos, com folhas grandes e l6bulos arredondados.

Os frutos possuem tamanhos e formatos variados e podem ser colhidos
completamente maduros, de vez ou imaturos (BLANK et al., 2013). Além da polpa
da abobora ser amplamente utilizada como fonte de alimentacdo em diversas
regibes da Europa as sementes também sao consumidas em quantidades
consideraveis na forma torrada e salgada, por constituirem uma boa fonte de
proteina e de 6leo, o que possibilita 0 seu uso no enriqguecimento de alimentos
(MANSOUR et al., 1999).

2.3 Meldo

O meldo (Cucumis melo) pertence ao género Cucumis, um dos maiores
dentro da familia Cucurbitaceae, que inclui aproximadamente 34 espécies
(ALMEIDA, 2006). Originaria da Africa caracteriza-se por sua grande variabilidade
genética e adaptabilidade a diferentes ambientes com altas temperaturas,
luminosidade e baixa umidade (SILVA et al., 2000).

As plantas sdo anuais ou perenes, herbaceas, de caule prostrado, com um

namero de hastes ou ramificacbes variavel. As folhas sdo alternadas, simples,
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palmadas, pentabuladas, angulosas quando jovens e subcordiformes quando
completamente desenvolvidas e possui gavinhas. O sistema radicular é ramificado e
pouco profundo. O fruto é geralmente um pepdénio, podendo ser capsular, bacoide
ou apresentar capsula carnosa e as sementes apresentam forma achatada (NEE,
2007).

Os meloeiros sao distribuidos em trés grupos principais: inodorus,
cantaloupensis e reticulatus. Os meldes do tipo inodorus apresentam casca lisa,
coloracdo da casca amarela ou esverdeada, polpa branca, destacando-se no Brasil
a producdo do Amarelo e o Pele de sapo. O tipo cantaloupensis, apresenta frutos
aromaticos, casca com ou sem rendilhado e gomos, coloracdo variando do amarelo
ao esverdeado e de polpa do laranja ao salmdo e destaca-se a producdo do
Cantaloupe, Charentais, Gélia e Orange. E a mais nova, reticulatus, com frutos
aromaticos, de polpa salmao e com presenca de rendilhado (PITRAT et al., 2000).

Os beneficios do consumido de meldo do ponto de vista nutricional, vao
desde suprir totalmente as exigéncias em vitaminas A e C, além de ser fonte uma
significativa de outros nutrientes como acucar, fibras, calcio, iodo, potassio e
fitoquimicos (SALVIANO et al., 2017).

2.4 Melancia

A melancia (Citrullus lanatus) é originaria das regides secas da Africa
Tropical, possuindo um centro de diversificacdo secundario no sul da Asia
(NASCIMENTO et al., 2011). E uma espécie monoica, herbacea, rastejante de ciclo
anual, apresenta, entrenés longos e as folhas sao distribuidas de forma alternada. O
sistema radicular € pivotante, extenso, pérem superficial, com um predominio de
raizes nos primeiros 60 cm do solo. Possui hastes rastejantes e estriadas, com
presenca de gavinhas (MAROUELLI et al., 2012). O fruto € uma baga esférica ou
ovoOide, com casca espessa lisa e lustrosa, que pode variar de verde-escuro a verde-
claro podendo haver materiais com listras claras. A polpa normalmente é vermelha,
mas pode apresentar colora¢do que varia do branco réseo ao arroxeado (GOMES,
2012).

Dentre as cucurbitaceas € a espécie menos tolerante a baixas temperaturas,
sendo caracteristica de clima quente, ndo suportando o frio e a geada (FILGUEIRA,
2007). As fases mais criticas, em relagdo as baixas temperaturas, sdo germinacéo e

emergéncia. Dias e noites quentes e secos originam frutos com maior teor de
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acucares e, consequentemente, de melhor sabor. Teores de umidade elevados,
tanto do ar quanto do solo podem afetar a qualidade da polpa, sendo os melhores
frutos gerados sob clima seco (FILGUEIRA, 2007).

Os frutos sédo fontes de compostos com propriedades funcionais, em
destaque para o licopeno, a vitamina C e os compostos fendlicos, que possuem
funcBes preventivas as doencas degenerativas e cardiovasculares (TARAZONA -
DIAZ et al., 2011).

2.5 Podriddo do colo, das raizes e do fruto

Um dos fatores limitantes a producdo das cucurbitaceas é a ocorréncia de
doencas, principalmente em locais de clima quente e umido (TOUSSON; SNYDER,
1961). A podriddo do colo e das raizes causada por Fusarium solani f. sp. cucurbitae
€ comum em abdbora, meldo e melancia (ZITTER, 1998). As plantas podem ser
infectadas em qualquer estadio de desenvolvimento. O primeiro sintoma geralmente
observado no campo é a murcha das folhas. Nas plantulas, o sintoma inicial da
podriddo € uma coloracdo clara com aspecto encharcado, que se torna
progressivamente mais escura até a formagdo de necroses. A infec¢do inicia-se
geralmente no cértex da raiz, fazendo com que o tecido se desprenda facilmente e
eventualmente todo o tecido é destruido, exceto os feixes vasculares (ZITTER,
1998). As plantas maiores geralmente perdem o vigor e tém o crescimento
paralisado, chegando a murchar e secar. As vezes, a planta pode emitir novas
raizes acima da regido necrosada e consegue recuperar-se. A colonizacao pelo
fungo ocorre na area da coroa da planta, enquanto que as raizes ndo sao afetadas,
exceto sob condicbes muito Umidas. Da mesma forma, a haste ndo é afetada,
exceto na regido do colo, nos 5 cm acima da linha do solo (ZITTER, 1998). Em
areas afetadas, esporos produzidos nas plantas podem infestar o solo circundante
infectando os frutos que estdo em contato com o solo (TOUSSON; SNYDER, 1961).

Como agentes causais de podriddo de frutos de cucurbitaceas, cerca de dez
espéecies de Fusarium foram registradas, diferenciadas e identificadas por morfologia
(BRUTON; DUTHIE, 1996). Os sintomas da doenca podem aparecer no campo
proximo da fase de maturacdo dos frutos ou na pos-colheita. Na pos-colheita
geralmente as lesdes na casca variam de tamanho e s&o suaves e levemente
deprimidas, com ou sem aparéncia encharcada e com presenca de rachaduras

(ELMER, 1996). Pode haver ainda formag&o de micélio abundante na superficie da
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casca. Na polpa, as lesbes sdo marrons e geralmente cercadas por um tecido
esponjoso branco. A lesdo pode se expandir e se estender para dentro da cavidade
das sementes acompanhada de crescimento micelial. Na pré-colheita, as lesdes séo
geralmente secas, firmes, circulares a ovais, com até 2 cm de diametro e com centro
levemente deprimido e seco (ELMER, 1996). Embora as sementes sejam
colonizadas, ndo se observa a invasdo do fungo nos cotilédones ou a reducédo da
viabilidade das sementes (TOUSSON; SNYDER, 1961; ZITTER, 1998).

Além da podriddo que afeta a casca e a polpa, em areas de plantio da regido
Nordeste do Brasil tem-se observado a ocorréncia crescente da podridao peduncular
em frutos de meldo. A infeccdo ocorre ainda no campo e a penetracdo do patégeno
se da pela regido do corte do pedunculo. O fungo permancece quiescente apos a
penetracdo, se manifestando ja na fase de comercializacdo dos frutos, que
geralmente sdo exportados para a Europa, maior mercado consumidor de meldo
brasileiro. Os sintomas iniciam-se na zona de abscisdo peduncular, por meio do
aparecimento de uma pequena lesdo encharcada, acompanhada de crescimento
micelial cotonoso branco. Em condi¢cdes favoraveis, com elevada umidade relativa
do ar e temperatura por volta dos 30 °C observa-se rapida evolu¢do no tamanho da
les&o, com aparecimento de fissuras (GADELHA, 2002).

Essas doencas ja4 foram relatadas em varios paises como Estados Unidos,
China, Coréia, Tailandia, Espanha, Africa do Sul, Trinidade e Tobago, Tunisia,
México e Brasil (DOIDGE; KRESFELDER, 1932; CORRELL et al., 1991; ELMER,
1996; KIM; KIM, 2004; WYENANDT, 2004; BOUGHALLEB et al., 2005; ELMER et
al., 2007; RAMPERSAD, 2009; CHEHRI et al., 2011; OLIVEIRA et al.,, 2014,
RENTERIA-MARTINEZ et al., 2018; CAO et al., 2019; NUANGMEK et al., 2019). As
perdas relatadas chegam a até 75% em areas com ocorréncia, tanto para plantas
quanto para frutos (CASTROAGUDIN et al., 2009). No Brasil, h& estimativas apenas
para as perdas poés-colheita causadas no meloeiro, entretanto os dados sé&o
devassados. Mesmo assim, nos ultimos anos houve um aumento da ocorréncia
dessas doencas. A podriddo do colo tem sido observada em todas as areas de
plantio de meldo do Rio Grande do Norte, principalmente na fase de formacéo e
crescimento dos frutos. Aléem dos danos diretos a planta, a murcha provocada expde
os frutos ao sol, causando queimaduras e perda do valor comercial. No caso da
podriddo dos frutos e a penducular, os frutos chegam a ser comercializados,

principalmente para o mercado externo, entretanto, tornam-se inviaveis para o



24

consumo sendo incinerados, causando grandes prejuizos aos produtores que arcam

com transporte e descarte dos frutos perdidos.

2.6  Fusarium solani species complex — FSSC

O termo Fusarium solani species complex (FSSC) refere-se ao grupo
monofilético que acomoda espécies da secdo Martiella que na maioria das vezes,
ndo podem ser diferenciadas por -caracteristicas morfolégicas. O termo foi
introduzido por O’Donnell (2000), que analisou uma colecdo de 36 isolados
utilizando filogenia molecular baseada nas regides génicas EF-1a e 28S rDNA e as
diferenciou em 26 linhagens filogenéticas distintas agrupadas em trés clados
principais. Atualmente fazem parte deste complexo cerca de 50 espécies
filogenéticas, algumas delas definidas também como espécies bioldgicas ou mating
populations (MP) (ZHANG et al., 2006; O'DONNELL, 2000; O'DONNELL et al., 2008;
NALIM et al., 2011).

Até o ano de 2011, oito espécies filogenéticas foram formalmente descritas:
Fusarium falciforme (FSSC 3+4), Fusarium lichenicola (FSSC 16), Fusarium
ambrosium (FSSC 19) e Fusarium striatum (FSSC 21) e Fusarium pseudensiforme
(FSSC 33) (SHERBAKOFF, 1915; GADD; LOOS, 1947; SUMMERBELL,
SCHROERS, 2002; NALIM et al., 2011). Nesse mesmo ano, no Congresso
Internacional de Botanica, foram propostas mudancas na homenclatura dos fungos,
gue deixaria de apresentar nomenclatura dupla e passaria a considerar “um fungo,
um nome”, com o uso exclusivo do nome da fase assexuada (NORVELL, 2011).
Seguindo a proposta de Geiser et al. (2013), o uso do nome Fusarium seria adotado
sem a necessidade do uso do nome da fase sexuada. A proposta seria interessante
para as espécies do FSSC, diante da confusdo taxondbmica existente na
nomenclatura da fase sexuada para esse complexo, que ja foram nomeadas ao
longo dos anos, como Hypomyces, Nectria, Neocosmospora e Haematonectria. E
também que para a maioria das espécies o fungo é encontrado frequentemente na
sua forma assexuada.

Atualmente a abolicdo da nomenclatura dupla tem sido bem aceita, contudo
para as espécies de Fusarium do FSSC, a proposta de Lombard et al. (2015) e as
publicacdes recentes adotando o nome “Neocosmospora” trouxe nova confusao
para o complexo (SANDOVAL-DENNIS; CROUS, 2018; SANDOVAL-DENNIS et al.,
2018).
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O agente etiolégico da podriddo do colo, das raizes e dos frutos é descrito na
literatura como sendo duas racas de Fusarium solani f. sp. cucurbitae: raca 1 e 2.
Estudos de filogenia molecular demonstraram que a raca 1 e raca 2 correspondem a
duas espécies filogenéticas distintas, denominadas FSSC 10 e FSSC 1,
respectivamente (O'DONNELL, 2000; O'DONNELL et al., 2008). A linhagem FSSC 1
ja foi formalmente descrita como espécie, F. petroliphilum, e é conhecida também
como um patdégeno oportunista de humanos, que pode causar infeccbes da pele.
Essa espécie € considerada um patogeno fraco de plantas, mas provoca podridédo
de frutos de cucurbitaceas na presenca de ferimentos (TOUSSON; SNYDER, 1961,
O'DONNELL, 2000; SHORT et al., 2013). Por outro lado, a linhagem FSSC 10, que
corresponde a Fusarium solani f. sp. cucurbitae raca 1, foi descrita na Africa em
1932 como patdégeno de cucurbitaceas, infectando o colo, as raizes e frutos
(DOIDGE; KRESFELDER, 1932). Essa espécie filogenética representa também o
principal agente etiolégico de doencas de Cucurbita spp. nos Estados Unidos
(TOUSSON; SNYDER, 1961; MEHL; EPSTEIN, 2007).

2.7 Fusarium incarnatum-equiseti species complex — FIESC

O’Donnell e colaboradores (2009), baseados em andlises filogenéticas de
sequéncias de quatro genes introduziram o termo Fusarium incarnatum-equiseti
species complex (FIESC) para identificar 28 espécies cripticas até entdo conhecidas
como Fusarium equiseti e Fusarium incarnatum (O’DONNELL et al.,, 2009). As
espécies desse complexo agrupam-se em dois clados principais denominados de
Equiseti e Incarnatum. O clado Equiseti é representado por 18 espécies
filogenéticas, das quais apenas seis foram nomeadas formalmente: F. ipomoeae
(FIESC 1), F. compactum (FIESC 3), F. lacertarum (FIESC 4), F. arcuatisporum
(FIESC 7), F. scirpi (FIESC 9) e F. equiseti (FIESC 14). O clado Incarnatum é
composto por 20 espécies filogenéticas, das quais dez sdo nomedas formalemente e
também representam espécies biolégicas distintas: F. irregulare (FIESC 15), F.
pernambucanum (FIESC 17), F. sulawense (FIESC 16+17), F. luffae (FIESC 18), F.
caatingaense (FIESC 20), F. nanum (FIESC 25), F. hainanense (FIESC 26), F.
coffeatum (FIESC 28), F. guilinense (FIESC 21), F. citri (FIESC 29) ((O'DONNELL et
al., 2009, 2012, 2018; SHORT et al., 2011; VILLANI et al., 2016, 2019; AVILA et al.,
2019; HARTMAN et al.,, 2019; LOMBARD et al., 2019; MARYANI et al., 2019;
SANTOS et al., 2019; WANG et al., 2019)
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A espécie morfologica Fusarium incarnatum (sin. Fusarium semitectum e F.
pallidoroseum) é um fungo de solo ou endéfito cosmopolita que foi descrito em 1875
e reconhecido como espécie em 1935 (BERKELEY, 1875; WOLLENWEBER,;
REINKING, 1935). Foi relatado como patégeno causando cancro de nogueira,
podriddo de sementes de feijao, redugcéo da germinagcdo de sementes e crescimento
de plantulas de sorgo, apodrecimento de banana e podriddo seca em meldo
(DHINGRA; MUCHOVEJ, 1979; GOPINATH et al.,, 1985; MCGOVERN, 1994;
MARIN et al., 1996; SETA et al., 2004). Fusarium equiseti pode ser encontrado em
associacdo com a podriddo em cucurbitdceas em contato com o solo, doencas em
mudas de meldo, podriddo do colo e raizes em plantas de meldo e pepino no Irg,
prodriddo em frutos de abdbora nos Estados Unidos, podriddo radicular em
pimentdo no Paquistdo e descoloracdo da coroa em raizes do ginseng americano
(ADAMS et al., 1987; CORRELL et al., 1991; PUNJA et al., 2007; CHEHRI et al.,
2011; ELMER, 1996; NAZ et al., 2018). Desde a adocao do termo FIESC, essas
espécies ja foram registradas causando podriddo da capsula em algoddo no
Paquistao, podriddo em frutos de meloeiro na China, podridao radicular e do colo em
couve-flor na China e podridao de frutos de pimentéo (LI et al., 2017; RAMDIAL et
al., 2017; AKRAM et al., 2019; CHOHAN; ABID, 2019). No Brasil espécies desse
complexo ja foram reportadas em associacdo a arroz, insetos e causando podriddo
em meloeiro (OLIVEIRA et al., 2014; AVILA et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

2.8 Fusarium chlamydosporum species complex — FCSC

Fusarium chlamydosporum species complex (FCSC) € um complexo formado
atualmente por cinco linhagens filogenéticas distintas evidenciadas a partir de
analise filogenética multilocus (O’DONNELL et al., 2009; O'DONNELL et al., 2018).
S8o espécies mais comuns em regides de clima quentes do mundo (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). O primeiro relato do morfotipo F. chlamydosporum foi em
associacdo a pseudocaule de bananeira em Honduras (WOLLENWEBER,;
REINKING, 1925). Pode ser encontrado no solo, como sapréfita, enddfito ou
patdogeno secundario de plantas ou associado a micoses em humanos (LESLIE;
SUMMERELL, 2006; O'DONNELL et al., 2009; SIDDIQUEE et al., 2010). Foi
registrado provocando reducao da qualidade e germinagdo de sementes de fumo,
cancro do caule de quiabo (FUGRO, 1999), murcha e podriddo do colo em mudas
de ervilha e girassol (GERLACH; NIRENBERG, 1982; NAHAR; MUSHTAQ, 2006),



27

murcha e escurecimento dos tecidos vasculares em oliveira (TRABELSI et al., 2018),
fusariose em abacaxi (IBRAHIM et al., 2016) e podriddo em frutos de Cucurbita pepo
(WYENANDT, 2004). No Brasil espécies do complexo F. chlamydosporum ja foram
relatadas em associacédo a graos de arroz, milheto e outras gramineas (PFENNING
et al., 2018). Embora as espécies desse complexo parecam ser de ocorréncia
comum, poucas informa¢des encontram-se disponiveis em relacéo a sua distribuicao

geografica e sua capacidade de causar doenca em plantas cultivadas.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi investigar quais espécies do complexo Fusarium solani
(FSSC) estdo associadas a cucurbitaceas no Brasil, e quais delas causam podridao
de raizes, do colo e dos frutos. Uma cole¢cédo de 67 isolados foi obtida das regides
produtoras de cucurbitaceas nos Estados de MG, RN, CE, PI, GO, PE, RR e MA.
Isolados monosporicos foram submetidos a andlises de filogenia molecular das
regidbes génicas EF-71a e RPB2, teste de homotalismo e determinacdo dos mating
types por PCR, cruzamentos em laboratorio para inducdo da fase sexuada, e
avaliacdo de marcadores morfolégicos. Isolados representativos foram utilizados em
testes de patogenicidade realizados em plantas e frutos e na avaliacdo da
transmissdo de sementes a plantas de abdbora. De acordo com a analise
filogenética os isolados foram identificados em seis espécies distintas dentro do
clado 3: F. petroliphilum (FSSC 1), F. keratoplasticum (FSSC 2), F. falciforme (FSSC
3+4), F. solani f. sp. cucurbitae (FSSC 10) e “Neocosmospora suttoniana” (FSSC
20), representando espécies heterotalicas, e ainda F. pseudensiforme (FSSC 33),
uma espécie homotalica. No teste de homotalismo, nenhum dos 67 isolados
produziu peritécios espontaneamente. Foi possivel induzir a reproducédo sexuada de
“N. suttoniana” que é relatada pela primeira vez. Todas as espécies avaliadas se
mostraram patogénicas a plantas de abdbora, sendo F. cucurbitae a espécie mais
virulenta, provocando a morte das plantas em 5 a 10 dias ap6s a emergéncia. Nos
frutos, lesbes maiores foram causadas pelas espécies F. cucurbitae e “N.
suttoniana”. A transmissado do fungo de sementes a plantas foi confirmada para as
seis espécies, sendo que F. cucurbitae foi a espécie que mais afetou as sementes e
as plantas, reduzindo em até 82% a germinacdo e 35% o0 vigor. Fusarium
petroliphilum, F. keratoplasticum, F. cucurbitae e F. pseudensiforme sao reportados
pela primeira vez em associagdo com cucurbitaceas no Brasil, e F. keratoplasticum e
F. pseudensiforme em cucurbitaiceas no mundo. Fusarium solani f. sp. cucurbitae
(FSSC 10) é elevado ao nivel de espécie, Fusarium cucurbitae sp. nov. Os
resultados gerados poderdo contribuir para a compreensdo da diversidade das
espécies do FSSC em areas de producédo de cucurbitaceas no Brasil, e para o
desenvolvimento de estratégias integradas de controle dessas doencas.

Palavras-chave: Cucumis melo. Cucurbita moschata. Cutrillus lanatus. Mating
population. Filogenia molecular. Fusarium solani f. sp. cucurbitae.
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ABSTRACT

In this study we investigate which species of the Fusarium solani species complex
(FSSC) are associated with cucurbits in Brazil and which of them cause stem rot, root
rot, and rot of fruits. A collection of 67 isolates was obtained in the states of MG, RN,
CE, PI, GO, PE, RR, and MA. Isolates were grouped into morphotypes, according to
their morphological markers. Monospore isolates were identified by molecular
phylogeny using partial sequences of the EF-17a + RPB2 genes. The mating type
idiomorphs were identified by a PCR reaction, for the application of the biological
species concept using lab crossings. Representative isolates were selected for
pathogenicity tests in pumpkin plants and fruits, and to evaluate transmission from
seeds to plants. According to the molecular phylogenetic analysis using maximum
parsimony, strains of FSSC belong to six different species: F. petroliphilum (FSSC 1),
F. keratoplasticum (FSSC 2), F. falciforme (FSSC 3+4), F. solani f. sp. cucurbitae
(FSSC 10) and “Neocosmospora suttoniana” (FSSC 20), representing heterothallic
species, and F. pseudensiforme (FSSC 33), an homothallic species.
“‘Neocosmospora suttoniana” formed fertile perithecia when strains of opposite
mating types were crossed in the lab. The sexual stage of this species had not been
reported before in the literature. All evaluated species caused disease when
inoculated in pumpkin plantlets. Fusarium cucurbitae was the most virulent, causing
death of plants 5 to 10 days after emergence. On fruits, major lesions were caused
by F. cucurbitae and “N. suttoniana”. Transmission from seeds to plants was
confirmed for all species. Fusarium cucurbitae is the most virulent species, reducing
germination rate in 82% and 35% of seed vigor. Fusarium keratoplasticum, and F.
pseudensiforme are reported here for the first time in association with cucurbits.
Fusarium petroliphilum, F. keratoplasticum, F. cucurbitae, and F. pseudensiforme
had not been reported before in association with cucurbits in Brazil. Fusarium solani
f. sp. cucurbitae (FSSC 10) is now known as Fusarium cucurbitae. This study
contributes to the knowledge about species diversity associated with cucurbits in
production areas in Brazil. It will also support the development of plant disease
management strategies and the search for genetic resistance in cucurbit germplasm.

Key words: Cucumis melo. Cucurbita moschata. Cutrillus lanatus. Mating
population. Molecular phylogeny. Fusarium solani f. sp. cucurbitae.
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1 INTRODUCAO

Membros do complexo de espécies Fusarium solani (FSSC) sdo conhecidos
por causar podriddo do colo, das raizes e do fruto em cucurbitaceas. Os patdgenos
sdo relatados na literatura como sendo duas racas de Fusarium solani f. sp.
cucurbitae: raca 1 e 2. Essas duas racas representam, de fato, duas espécies
filogenéticas e biologicas distintas do FSSC denominadas F. solani f. sp. cucurbitae
(FSSC 10) F. petroliphilum (FSSC 1), respectivamente (O‘Donnell 2000; O'Donnell et
al. 2008; Short et al 2013). Fusarium petroliphilum, mating population V (MP-V) é
considerado um patégeno fraco de plantas, mas provoca podriddo de frutos de
cucurbitaceas (Tousson e Snyder 1961; Matuo e Synder 1973; Short et al. 2013).
Por outro lado, Fusarium solani f. sp. cucurbitae, mating population | (MP-I) é o
patégeno mais frequente de cucurbitaceas nas areas de cultivo em diferentes paises
e infecta a haste, raizes e frutos (Elmer et al. 2007).

Os patégenos afetam as plantas em qualquer estadio de desenvolvimento. As
plantulas ficam murchas, podendo ou ndo tombar, secam e as raizes e a regido do
colo apresentam-se necrosadas. As plantas maiores podem perder o vigor, ter o
crescimento paralisado, murchar e secar. As plantas com sintomas avancados
apresentam o tecido vegetal destruido, restando apenas os feixes vasculares
fibrosos (Zitter 1998). A presenca do fungogeralmente é limitada a area da coroa da
planta, afetando o caule nos 2 a 4 cm imediatamente acima da linha do solo (Zitter
1998). Em plantas de abdbora infectadas os macroconidios e esporédoquio podem
infestar o solo que as circunda infectando os frutos que estdo em contato com o solo
(Tousson e Snyder 1961). O fungo penetra na casca do fruto e em seguida coloniza
a polpa. Uma vez na polpa o fungo se multiplica dentro da cavidade das sementes
formando micélio abudante, contudo néo invadeos cotilédones ou reduza viabilidade
das sementes (Tousson e Snyder 1961).

No Brasil, na regido Nordeste principal produtora de meloeiro, a podriddo do
colo, raizes e do fruto vem aumentando sua ocorréncia e severidade, tornando-se
cada vez mais preocupante. Isso se deve em parte a intensificacdo dos
monocultivos realizados até trés vezes ao ano, e a falta de rotacdo com outras
culturas. As pesquisas com as espeécies de Fusarium associadas a cucurbitaceas no
pais no geral, se restrigem apenas a documentacdo e determinacdo da incidéncia,

sendo a identificagdo em muitos casos duvidosa, por basear apenas na morfologia.
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Em campos de meldo amostrados no Rio Grande do Norte e Ceara, por exemplo, o
morfotipo Fusarium solani foi detectado em 100% das areas com solos mais
argilosos (Andrade et al. 2005). Todavia, ndo se levou em consideracao a,
variabilidade, nem tampouco quais espécies do complexo FSSC ocorrem no pais.
Esse viés prejudica o desenvolvimento de gendtipos resistentes para essas
cucurbitaceas.

Esta doenca foi relatada em diversas regides do mundo como Estados
Unidos, Tunisia, Espanha, Ird, dentre outros e a identificacdo do patdégeno muitas
vezes baseia-se na patogenicidade & planta hospedeira (Boughalleb et al. 2005;
Elmer et al. 2007; Mehl e Epstein 2007; Chehri et al. 2011; Gomez et al. 2014).
Grande parte da literatura disponivel para o patossistema embasa-se em
amostragem, patogenicidade dos isolados, utilizacdo de primers especificos que
detectam Fusarium solani f. sp. cucurbitae e F. petroliphilum e em andlise de
similaridade com sequéncias de Fusarium solani utilizando bancos de dados de
sequéncias como o0 Genbank BLASTn. Essas ferramentas ndo levam em
consideracao as espécies cripticas do FSSC que ocorrem em associacao.

Em virtude da escassez de literatura cientifica primaria sobre a identidade e
caracteristicas bioldgicas dos agentes etioldgicos da podriddo do colo, da raiz e do
fruto em cucurbiticeas no Brasil, este estudo se prop6s a (i) investigar quais
espécies do FSSC ocorrem em cucurbitdceas e quais espécies sdo patdgenica e
determinar se 0s agentes patogénicos representam espécies biolégicas distintas do
FSSC. Dessa forma, o conhecimento gerado permitirA uma identificacdo do
patbgeno com seguranca e confiabilidade, e auxiliara na busca e desenvolvimento
de gendtipos resistentes, como também de técnicas de manejo que possibilitem o
estabelecimento de medidas preventivas e fitossanitarias para as cucurbitaceas em

geral.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados

Foram utilizados neste estudo 67 isolados com caracteristicas morfologicas
tipicas de F. solani. Os isolados foram obtidos de plantas de Cucurbita moschata,
Citrullus lunatus e Cucumis melo com sintomas de podriddo do colo e dos frutos de

regides produtoras do Brasil dos estados de Minas Gerais, Rio Grande do Norte,
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Ceard, Piaui, Goias, Pernambuco, Roraima e Maranh&o. Destes, 21 foram isolados
de frutos de abdbora com podridédo e dois de plantas que apresentavam sintomas de
murcha. Vinte e quatro de plantas de melancia com murcha, e nove de meldo com
podriddo do colo (Tabela 1). Fragmentos do fruto e da haste das plantas foram
lavados em agua, em seguida desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de sédio a
1%. Os fragmentos de aproximadamente 2 mm foram plaqueados em meio extrato
de malte (MA2%) (Himedia Laboratories, Mumbai, India). Os isolados foram
submetidos ao cultivo monosporico e depositados na Colecdo Micologica de Lavras
(CML), Laboratorio de Sistemética e Ecologia de Fungos, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil
(http://www.dfp.ufla.br/cml/), pelo método de ultra-congelamento a -80 °C e de
Castellani a 10 °C.



Tabela 1. Origem, substrato e nimero de acesso de sequéncia de DNA dos isolados obtidos neste estudo

Espécie 'FSscC “Cédigo Substrato *Origem Mating No. de acesso do Genbank
Type RPB2 EF-1a

F. falciforme 3+4 CML 3549 Cucumis melo, haste Icapui CE MAT1-1 MH709248 MK158923
3+4 CML 3550 Cucumis melo, haste Icapui CE MAT1-2 MH709249 MK158924
3+4 CML 3551 Cucumis melo, haste Icapui CE MAT1-2 MK988384
3+4 CML 3897 Cucumis melo, haste Inaja PE MAT1-2 MK988324
3+4 CML 3898 Citrullus lanatus, haste Petrolina PE MAT1-2 MK988325 MK988389
3+4 CML 3899 Cucurbita moschata, fruto Nepomuceno MG MAT1-1 MK988326
3+4 CML 3900 Cucurbita moschata, fruto Contagem MG MAT1-1 MK988327
3+4 CML 3901 Cucurbita moschata, fruto Contagem MG MAT1-1 MK988328
3+4 CML 3902 Cucurbita moschata, fruto Contagem MG MAT1-2 MK988329
3+4 CML 3903 Cucumis melo, haste Petrolina PE MAT1-1 MK988330
3+4 CML 3907 Cucurbita moschata, fruto Maranhdo MA MAT1-2 MK988333
3+4 CML 3908 Cucurbita moschata, fruto Nepomuceno MG MAT1-2 MK988334 MK988391
3+4 CML 3912 Cucurbita moschata, fruto Porteirinha MG MAT1-1 MK988338
3+4 CML 3913 Cucurbita moschata, fruto Nova Porteirinha MG MAT1-2 MK988339
3+4 CML 3915 Cucurbita moschata, haste Petrolina PE MAT1-1 MK988341 MK988396
3+4 CML 3922 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988343
3+4 CML 3924 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988344
3+4 CML 3925 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988345
3+4 CML 3930 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-1 MK988346
3+4 CML 3931 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-1 MK988347
3+4 CML 3932 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988348
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Tabela 1. continua

Espécie 'FSscC “Cédigo Substrato *Origem Mating No. de acesso do Genbank
Type RPB2 EF-1a
F. falciforme 3+4 CML 3933 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988349
3+4 CML 3934 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-1 MK988350 MK988397
3+4 CML 3935 Cucurbita moschata, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988351 MK988398
3+4 CML 3948 Cucurbita moschata, fruto Jaiba MG MAT1-2 MK988354
3+4 CML 3949 Cucurbita moschata, fruto Jaiba MG MAT1-2 MK988355
3+4 CML 3960 Citrullus lanatus, haste Mossoré RN MAT1-2 MK988357
3+4 CML 3961 Citrullus lanatus, haste Mossoré RN MAT1-2 MK988358
3+4 CML 3962 Citrullus lanatus, haste Mossoré RN MAT1-2 MK988359
3+4 CML 3967 Cucumis melo, haste Barauna RN MAT1-2 MH709263 MK158928
3+4 CML 3968 Cucurbita moschata, fruto Pirapora MG MAT1-2 MK988361
3+4 CML 3973 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-2 MK988366
3+4 CML 3974 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-2 MK988367
3+4 CML 3976 Citrullus lanatus, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988368
3+4 CML 3977 Citrullus lanatus, haste Jaiba MG MAT1-2 MK988369
3+4 CML 3979 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-2 MK988370
3+4 CML 3980 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988371
3+4 CML 3981 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-2 MK988372
3+4 CML 3982 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988373
3+4 CML 3984 Cucurbita moschata, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988375
3+4 CML 3985 Citrullus lanatus, haste Jaiba MG MAT1-2 MK988376
3+4 CML 3986 Citrullus lanatus, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988377
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Tabela 1. continua
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Espécie 'FSSsC “Cédigo Substrato *Origem Mating No. de acesso do Genbank
Type RPB2 EF-1a

F. falciforme 3+4 CML 3987 Citrullus lanatus, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988378
3+4 CML 3988 Citrullus lanatus, haste Jaiba MG MAT1-1 MK988379

F. keratoplasticum 2 CML 3921 Citrullus lanatus, haste Afonso Bezerra RN MAT1-2 MK988342 MK988399
2 CML 3937 Cucumis melo, haste Mossoré RN MAT1-1 MK988352 MK988382
2 CML 3939 Cucumis melo, haste Mossoré RN MAT1-1 MK988353 MK988383
2 CML 3963 Cucumis melo, haste Ipanguacu RN MAT1-1 MK988360 MK988381

F. petroliphilum MP V 1 CML 3318 Cucurbita moschata, fruto Timon MA MAT1-1 MK988319 MK988404
1 CML 3319 Cucurbita moschata, fruto Timon MA MAT1-1 MK988320 MK988407
1 CML 3321 Cucurbita moschata, fruto Tiangua CE MAT1-2 MK988321 MK988386
1 CML 3322 Cucurbita moschata, fruto Tiangua CE MAT1-2 MK988322 MK988387
1 CML 3323 Cucurbita moschata, fruto Tiangué CE MAT1-2 MK988323 MK988405
1 CML 3910 Cucurbita moschata, fruto Nepomuceno MG MAT1-1 MK988336 MK988393
1 CML 3911 Cucurbita moschata, fruto Contagem MG MAT1-1 MK988337 MK988394
1 CML 3914 Cucurbita moschata, fruto Porteirinha MG MAT1-2 MK988340 MK988395

F. pseudensiforme 33 CML 3904 Cucurbita moschata, fruto Tiangua CE MAT1-1 MK988331 MK988385

F. cucurbitae MP | 10 CML 3906 Cucurbita moschata, fruto Nepomuceno MG MAT1-1 MK988332 MK988390
10 CML 3909 Cucurbita moschata, fruto Nepomuceno MG MAT1-1 MK988335 MK988392
10 CML 3983 Cucurbita moschata, fruto Contagem MG MAT1-1 MK988374 MK988388

N. suttoniana 20 CML 3942 Cucumis melo, haste Mossoré RN MAT1-2 MH709236 MK158921
20 CML 3958 Cucumis melo, haste Mossoré RN MAT1-2 MH709239 MK158922




Tabela 1. continua

Espécie 'FSscC “Cédigo Substrato *Origem Mating No. de acesso do Genbank
Type RPB2 EF-1a

N. suttoniana 20 CML 3959 Citrullus lanatus, haste Mossoré RN MAT1-1 MK988356 MK988380

20 CML 3969 Citrullus lanatus, haste Campo Alegre de Goias GO  MAT1-2 MK988362 MK988400

20 CML 3970 Citrullus lanatus, haste Campo Alegre de Goias GO  MAT1-2 MK988363 MK988401

20 CML 3971 Citrullus lanatus, haste Canta RR MAT1-1 MK988364 MK988402

20 CML 3972 Citrullus lanatus, haste Cantd RR MAT1-1 MK988365 MK988403
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'rssc: linhagens filogenéticas do complexo de espécies Fusarium solani. 2Abrevia(;f)es das cole¢Bes de culturas; CML: Colecdo Micoldgica de Lavras, Departamento de

Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil. 3Estados brasileiros = CE: Ceara, GO: Goias, MA: Maranhdo, MG: Minas Gerais, PE:

Pernambuco, PI: Piaui, RN: Rio Grande do Norte, RR: Roraima.
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2.2 Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR

Os isolados foram cultivados em MA2% (Himedia Laboratories, Mumbai,
India) e incubados em agitador a 100 rpm, por trés dias, a temperatura ambiente
entre 25 e 28 °C. O micélio foi filtrado, macerado em nitrogénio liquido e a extracéao
de DNA foi realizada utilizando o kit Wizard®Genomic DNA purification (Promega,
Brasil). A concentragdo e qualidade do DNA foram estimadas em aparelho
NanoDrop 2000, e visualmente em gel de agarose 1,2%. Foram geradas sequéncias
de DNA da segunda maior subunidade da RNA polimerase (RPB2) para todos os
isolados. Apods a analise filogenética preliminar, 30 isolados foram selecionados para
0 sequenciamento da regido génica fator de elongacao 1 alpha (EF - 7q).

Para as amplificacdes foram utilizados os primers 5F2 (Reeb et al. 2004) e
7cR para RPB2 gerando um fragmento de ~860 pb (Liu et al. 1999) e Ef-1 / Ef-2 com
produto de ~650 pb para EF-7a (O’Donnell et al. 1998). As PCRs foram realizadas
com volume final de 25 pL contendo 12,5 uL GoTaq® Colorless Master Mix kit (1X)
(Promega S&o Paulo, Brasil), 0,7 yL de cada primer (0,25 pM), 9,1 uL agua Milli-Q e
2 uL DNA gendmico na concentracao de 20 ng. As reacgdes foram realizadas em
termociclador My Cycler™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A amplificacdo do gene
RPB2 consistiram de uma etapa inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos
de 95 °C por 1 minuto, 58 °C por 2 minutos e 68 °C por 2 minutos e uma etapa de
extensao final a 72 °C por 10 minutos. As condicGes de reacao para a amplificacéo
de EF-1a consistiu de 1 minuto a 94 °C, seguida de 5 ciclos de 30 segundos a 94 °C,
45 segundos a 55 °C e 1 minuto a 72 °C, e mais 29 ciclos a 30 segundos a 94 °C, 45
segundos a 62 °C, 1 minuto a 72 °C e a extensao final de 5 minutos a 72 °C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,2% corado com GelRed (Biotium®). A visualizacdo das bandas foi realizada em
fotodocumentador MiniBis Pro (Uniscience). Os fragmentos amplificados foram
purificados utilizando-se PCR Products Purification Kit (Ludwig Biotec, Porto Alegre,

Brasil) para posterior sequenciamento.

2.3 Andlise de sequéncias e anéalise filogenética

As sequéncias consenso foram montadas e editadas no programa SegAssem
(Hepperle 2004). Alinhamentos multiplos foram gerados utilizando a ferramenta
CLUSTALW implementada no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013). As analises
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filogenéticas foram realizadas pelos métodos de méaxima Parcimbnia (MP) e de
inferéncia bayesiana (Bl) para cada gene individual e para a analise combinada.
Sequéncias de referéncia das espécies do FSSC correspondente aos genes EF-1a e
RPB2 foram incluidas nas analises (Tabela 1, Material suplementar). Sequéncias de
Fusarium staphyleae (NRRL 22316) e Fusarium cicatricum (CBS 125552) foram
utilizadas como outgroup (Schroers et al. 2016) (Tabela 1S, Material suplementar).

A andlise de maxima parciménia foi realizada no programa MEGA 6 e o
suporte dos clados foi inferido a partir de 1.000 repeticdes. O modelo de substituicdo
nucleotidica foi estimado no programa MrModeltest version 2.3 (Nylander 2004).
Foram selecionados pelos critérios de informacdo Akaike (AIC) os modelos:
GTR+I+G para EF-1a e GTR+I+G para RPB2. A inferéncia bayesiana foi realizada
no programa Mr. Bayes 3.2.1 (Ronquist et al. 2012). O algoritmo Markov Chain
Monte Carlo de quatro cadeias foi executado para 2 x 10° geracdes amostradas a
cada 100 geracOes, para cada gene individual e para a analise combinada. Vinte e
cinco por cento das arvores iniciais geradas foram descartadas para obtencdo da
arvore consenso. As arvores filogenéticas foram visualizadas no programa FigTree
1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/softwareffigtree/) e editadas no Corel Draw X7. As
sequéncias geradas no estudo foram depositadas no banco de dados do GenBank
(Tabela 1).

2.4  Caracterizacdo morfologica

Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo meio de Batata —
dextrose — agar (BDA) e incubados no escuro a 25 °C por 4 dias, para avaliacdo da
taxa de crescimento e, aos 14 dias, para avaliacdo da coloracdo da colénia. Os
isolados foram repicados em placas de Petri com Synthetic Nutrient-poor Agar (SNA)
contendo pedacos de folhas de cravo estéreis e incubados a 20 °C sob fotoperiodo
de 12 horas de luz branca fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no
escuro, por um periodo de 10 a 14 dias para a avalicdo das caracteristicas
micromorfolégicas como tamanho, formato e origem de microconidios e
macroconidios; tipos de fialides; presenca de clamidésporos e producdo de
microconidios em cadeias ou falsas cabecas (Leslie e Summerell 2006). Foram

mensurados 20 isolados, representantes das espécies encontradas Foram
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realizadas 30 medicdes de cada estrutura para comparacdo com as outras ja

descritas na literatura.

2.5 Teste de homotalismo

Para evitar resultados falsos positivos nos cruzamentos, os isolados foram
submetidos ao teste de homotalismo. Os isolados foram cultivados em placas de
Petri de poliestireno (60 x 15 mm), contendo o meio de cultura Cenoura agar (CA) e
incubados a 25 °C no escuro por sete dias. Apos o periodo de incubacéo, 2 mL de
solucéo de Tween 60 a 2,5% (v/v) foram adicionados a colbénia e espalhados com
uma alca de Drigalsky, para promover estresse nos isolados e homogeneizar o
micélio. As culturas foram incubadas a 20 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz
branca fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no escuro, a 23 °C sob luz
constante e a 25 °C sob luz constante por 30 dias (Covert et al. 2007). Os testes
foram repetidos duas vezes, para a confirmagéo dos resultados (Leslie e Summerell
2006). Os isolados que ndo homotélicos foram submetidos a determinacdo de

mating type e ao cruzamento para inducéo da fase sexual.

2.6 Determinacao de mating type por PCR e inducé&o da fase sexuada

A amplificacdo do idiomorfo MAT1-1 foi realizada utilizando os primers
FsolMatlF (CGCCCTCTKAAYGSCTTCATG) e FsolMatlR (GGAGTAGAC
CTTAGCAATYAGGGC) (Costa et al. 2016) e o MAT1-2 utilizando os primers
FsolMat22F (5-GTCTATGCACCCTGGCATC-3) e FsolMat2R (5-
TGGGCGGTCAAGGTAGTCGGG-3'), com amplificagdo de 200 pb e 212 pb,
respectivamente. O volume final da reacdo foi de 20 pyL contendo tampdo 1 x
(Invitrogen, Invitrogen Life Technologies, USA); 1,5 mM MgCI2; 0,2 mM de cada
dATP, dCTP, dGTP, e dTTP; 0,25 uM de cada primer, 1 U de Taq DNApolimerase e
4 uL de DNA do fungo na concentracao de 20 ng. As condi¢des para a amplificacéo
de MAT1-1 e MAT1-2 foram: 94 °C por 30 segundos, seguida por 30 ciclos de 94 °C
por 30 segundos, temperatura de anelamento de 55 °C por 30 segundos, 72 °C por
90 segundos e extensao final de 72 °C por 60 segundos. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% para visualizagdo dos resultados.
O comprimento dos fragmentos amplificados foi comparado com um marcador de
DNA de 100 pb (New England BioLabs, EUA).
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Os isolados de mating types opostos das espécies identificadas utilizando a
filogenia foram cruzados entre si e com representantes das mating populations
descritas por Matuo e Snyder (1973) (Tabela 1S, Material suplementar). Isolados de
mating types opostos foram testados tanto como parental feminino quanto parental
masculino. O isolado testado como parental feminino foi transferido para placa de
Petri de 60 mm de diametro contendo meio CA, incubado por sete dias no escuro a
25 °C. O isolado testado como parental masculino foi transferido para tubos com
meio completo, incubado por uma semana com fotoperiodo de 12 horas de luz
branca fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no escuro, a uma
temperatura de 20 °C. ApGs esse periodo, 2 mL de solucdo Tween 80 a 2,5% (v/v)
foram adicionados aos tubos, o micélio aéreo foi friccionado com uma pipeta de
Pasteur, formando uma suspensdo de esporos concentrada. A suspensao de
esporos foi transferida para a placa contendo o isolado de mating type oposto, e
espalhada com uma alca de Drigalski de modo a homogeneizar os micélios
presentes na superficie da placa.

Os cruzamentos foram incubados a 23 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz
branca fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no escuro por cinco
semanas (Leslie e Summerell 2006). As avaliacbes foram realizadas semanalmente
e o0s cruzamentos foram considerados férteis quando os peritécios produzidos
exsudaram ascésporos. Os cruzamentos foram repetidos trés vezes, para confirmar
os resultados. A viabilidade dos ascésporos foi avaliada por meio da germinagéo em
Agar - agua (AA). Com estilete de ponta fina, cirros de ascosporos foram coletados e
espalhados sobre a superficie do agar com uma alca de Drigalski e algumas gotas
de agua estéril. Posteriormente, a placa de Petri contendo os ascosporos foi
incubada no escuro a 25 °C por 24 horas. ApOs este periodo de incubacéo, foi
realizada a avaliagdo da germinacdo dos ascOsporos em microscépio de luz sob

aumento de 40x.
2.7 Teste de Patogenicidade
2.7.1 Patogenicidade em plantas

Com base nas analises filogenéticas foram selecionados 15 isolados para

testar sua capacidade de causar doengas em plantas de abdbora da variedade
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Jerimum de leite. Os isolados foram cultivados em placas de Petri de 6 cm contendo
meio MA2% mantidos por sete dias sob temperatura de 25 °C no escuro. Foi
utilizada a metodologia de inoculagdo em graos de sorgo colonizado adaptado de
Hartman et al. (1997). Seis discos de micélio de 6 mm foram retirados de colbnias
desenvolvidas e transferidos para tubos de ensaio contendo 4 g de graos de sorgo
previamente autoclavados por dois dias por 60 minutos a 121°C. Os tubos foram
mantidos a temperatura de 25°C, no escuro, por 15 dias. Para a inoculagéo, adotou-
se 0 seguinte procedimento: foram preparados vasos de 500 mL com substrato
composto de solo, areia e substrato comercial previamente autoclavado na
proporcédo de 1:2:1. Foram adicionados os grédos de sorgo colonizados em covas de
semeadura feitas a 4 cm de profundidade. Os graos de sorgo foram cobertos com
uma camada de 2 cm de substrato. As sementes de abobora foram semeadas e
outra camada do substrato com aproximadamente 2 cm cobriu as sementes. A
testemunha foi preparada com sementes de sorgo autoclavadas e a testemunha
absoluta sem o uso do sorgo. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo, a
temperatura de 28 +3°C. As avaliacdes foram realizadas diariamente por 45 dias,
para observar murcha, amarelecimento ou morte das plantas. Ao final do
experimento as hastes das plantas foram seccionadas para avaliacdo de
colonizacéo vascular, presenca de pontuagdes e medicdo do tamanho de lesdo. O
postulado de Koch foi completado por meio do reisolamento dos isolados
inoculados.

Os estadios da doenca foram avaliados e caracterizados de acordo com uma
escala proposta por Ambrésio et al. (2015) com notas que variaram de 0 a 5, sendo:
0 = auséncia de sintomas, 1 = menos de 3% de tecidos infectados, 2 = 3-10% de
tecido infectado, 3 = 11-25% de tecido infectado, 4= 26-50% de tecido infectado e 5=
mais de 50% de tecido infectado. Os tratamentos (isolados) foram arranjados em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticbes. O teste de
patogenicidade foi realizado duas vezes, para confirmacdo dos resultados.
Posteriormente, as notas da escala foram convertidas para obtencdo de dados em
porcentagem, utilizando a férmula de McKinney (1923) ID (%) = [Z(g * f) / n x X]*100
em que: ID = indice de doenca; g = numero de plantas com determinada nota; f =
nota observada; n = numero total de plantas avaliadas; e X = nota maxima da

escala.
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2.7.2 Patogenicidade em frutos

No teste de patogenicidade em frutos os isolados foram cultivados em MA2%
e inoculados em abdboras da variedade Mini paulista por dois métodos de
inoculacdo, com furador de inox de 2 mm e o método multiagulhas. Antes da
inoculacao os frutos foram lavados e desinfetados com alcool 70% e hipoclorito de
sédio 0,5%. No primeiro método foi realizada a inje¢cdo de 20 pL de suspenséo de
esporos na concentracdo de 1x10* conidios por mL. A suspenséo foi injetada em um
orificio de 2 mm de diametro feito na casca. Esse orificio foi tampado com a casca
que foi retirada e recoberta com fita adesiva (Elmer 1996). Na testemunha foi
injetada agua destilada autoclavada. Os frutos foram mantidos no laboratério a
temperatura de 25 +3°C. Os frutos foram avaliados diariamente e o experimento foi
concluido 14 dias apdés a inoculacdo. Foi realizado o reisolamento nos frutos
inoculados para completar o postulado de Koch. O experimento foi realizado em DIC
com 3 repeticOes e foi repetido para confirmacéo dos resultados.

A segunda metodologia empregada consistiu em ferimentos realizados com
multiagulhas (cinco alfinetes entomolégicos n.7) e a deposi¢cado sobre os ferimentos
de uma gota de 20 pL de suspensdo de esporos na concentracéo de 1x10* conidios
por mL. Sobre a suspenséo foi adicionado um algodé&o esterilizado recoberto com
fita adesiva para manter a umidade. Apos 24 horas foi retirado o algodao e mantido
a fita adesiva sobre o local. Os frutos foram avaliados diarimente e o experimento foi
concluido 14 dias ap6s a inoculacdo. Foi realizado o reisolamento para completar o
postulado de Koch. O experimento foi realizado em DIC com 3 repetigcbes e foi
repetido para confirmar os resultados.

2.8 Transmissdo do fungo de sementes a plantas

No teste de transmissdo foi utilizado o método de inoculagdo via
condicionamento osmotico, para obtencdo das sementes com o0s isolados
analisados em diferentes potenciais de inéculo. As sementes foram previamente
desinfestadas em alcool 70 % por 30 segundos, depois em hipoclorito de sddio na
concentracédo de 0,5% por 30 segundos e, lavadas em agua destilada esterilizada.
Para a inibicdo da germinagéo das sementes foi utilizado o restritor hidrico manitol a

um potencial osmaético de -1,0 MPa (Costa et al. 2003). O meio BDA foi preparado
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com a adicdo de manitol, e o calculo da concentracdo do soluto foi realizado com
base no software SPPM (Michel e Radcliffe 1995).

Onze isolados selecionados pela filogenia preliminar foram cultivados em
meio BDA com manitol e incubados por sete dias a 25 °C no escuro. Na sequéncia
as sementes foram colocadas sobre as colonias fungicas e permaneceram em
contato pelos periodos de tempo de 36 horas e 72 horas. Apds a exposicdo aos dois
periodos de tempos as sementes foram misturadas em sacos de papel. Nas
testemunhas as sementes ficaram em contato com o meio contendo manitol sem a
presenca do patdgeno pelos periodos de tempo de 36 e 72 horas. Foram realizados
ostestes de germinacao, indice de velocidade de emergéncia e sanidade de acordo
com recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (Brasil 2009).

O teste de germinacdo foi montado em DIC com oito repeticbes de 50
sementes cada, sendo cada repeticdo correspondente a um rolo de papel. Ao final
do teste foi avaliado o numero de plantulas normais, anormais, mortas e infectadas.
Com base na relagdo entre o nimero de plantulas normais e o total de sementes de
cada repeticdo multiplicado por 100 foi determinada a germinacdo. O teste de
sanidade (blotter test) foi realizado em DIC com dez repeticbes, sendo cada
repeticAo composta por uma placa de acrilico com 40 sementes. As placas foram
analisadas em microscopio estereoscopio para a determinacdo da presenca ou
auséncia do fungo nas sementes, por meio da observacdo da formacédo de falsas
cabecas tipicas de F. solani. A incidéncia do fungo foi determinada mediante o
namero de sementes infectadas em relacao ao total.

Para o teste de transmissdo do fungo de semente para as plantas, foi
realizado o teste de velocidade de emergéncia (IVE). Foram semeadas 200
sementes inoculadas com cada isolado divididas em quatro repeticbes de 50
sementes. A semeadura foi realizada em bandejas contendo areia esterilizada. As
bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura aproximada de 30
+ 2°C e irrigacdo diaria manual. As avaliacdes da emergéncia das plantulas foram
realizadas diariamente até os 14 dias. Depois desse periodo até os 30 dias foi
observada a morte de plantas e aparecimento de sintomas. Apés esse priodo 10%
das plantas sintomaticas e assintomaticas de cada isolado testado foram coletadas e
plagueadas para verificar a presenca do fungo. As plantas foram seccionadas em

trés partes: sistema radicular (SR), regido do colo (RC) e inicio da inser¢cdo das
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folhas (IF). A transmissdo foi positiva quando, no minimo, uma parte da planta
sintomatica ou assintomatica apresentou o crescimento micelial do morfotipo F.

solani (Siqueira et al. 2016).

2.9 Analises estatisticas

Para avaliacdo dos pressupostos da analise de variancia os residuos foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e, em caso de significancia, os dados foram
transformados para V(x+1). Para aceitar ou rejeitar HO os dados foram submetidos
ao teste F e, em caso de significancia, foi realizado teste de médias, para diferenciar
os tratamentos. Os dados de patogenicidade em plantas e frutos e os testes de
germinacdo em rolo de papel, sanidade e de velocidade de emergéncia foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade, por meio do software R 3.1.3 (R Core Team 2015).

3 RESULTADOS

3.1 Andlise filogenética

As filogenias dos genes individuais e combinada mostraram-se congruentes
entre si, contudo apresentaram diferentes graus de resolucdo para os clados das
espécies identificadas no estudo (Figura 1, Figura 1S, Figura 2S, Material
suplementar). Foram geradas quatro arvores mais parcimoniosas para a analise
combinada com indice de consisténcia (Cl) de 0,63 e indice de retencédo (RI) de
0,79, duas arvores para a andlise de RPB2 com CI de 0,57 e RI de 0,80 e uma
arvore para a andlise de EF-1a com Cl de 0,71 e RI de 0,85. Os isolados agrupam-
se no clado 3 e pertencem a seis espécies filogenéticas distintas a saber: F.
petroliphilum (FSSC 1, n=8), F. keratoplasticum (FSSC 2, n=4), F. falciforme (FSSC
3+4, n=8), F. solani f. sp. cucurbitae (FSSC 10, n=3), “Neocosmospora suttoniana”
(FSSC 20, n=7) e F. pseudensiforme (FSSC 33, n=1) (Figura 1). A analise final
continha 1513 caracteres dos dois loci (EF-1a = 650, RPB2 = 863). Dos caracteres,
488 foram variaveis (EF-1a = 244, RPB2 = 244), 364 informativos para parcimonia
(EF-1a =170, RPB2 = 194) e 1013 conservados (EF-7a = 395, RPB2 = 618).

Fusarium petroliphilum é representado somente por isolados obtidos de frutos

de abdbora, assim como F. solani f. sp. cucurbitae (Figura 1, Figura 1S, Figura 2S,



53

Material suplementar). “Neocosmospora suttoniana” formou 2 subclados na analise
combinada e de RPB2 e acomoda isolados de plantas de melancia e melédo de trés
estados brasileiros (Figura 1S, Figura 2S, Material suplementar). A maioria dos
isolados de F. falciforme (RPB2 = 43, EF-1a = 9, EF-17a + RPB2 = 8) séo
provenientes tanto de frutos de abobora quanto de plantas de abobora, melancia e

mel&o (Figura 1, Figura 1S, Figura 2S, Material suplementar).
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Arvore filogenética de maxima parcimdnia de espécies do complexo Fusarium solani,
usando sequéncias combinadas de EF-7a e RPB2. Valores de bootstrap 270% e de
probabilidade posterior 20.90 sdo mostrados nos entrends. Fusarium staphyleae (NRRL
22316) e Fusarium cicatricum (CBS 125552) foram utlizadas como outgroup. Os
isolados do estudo sdo indicados em negrito. Os isolados Ex-type e ex-epitype sdo

indicados com T e ET. @ Indica os isolados obtidos de frutos de C. moschata. <&
Indica os isolados obtidos da haste de plantas de C. moschata, C. lanatus e C. melo.
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3.2 Caracterizacdo morfologica

Todos os isolados avaliados das seis espécies apresentaram caracteristicas
morfologicas tipicas de Fusarium solani, como monofidlides longas e
ocasionalmente ramificadas. Foi observada a presenca de clamiddsporos lisos e

rugosos, solitarios, aos pares ou agregados, intercalares ou apicais (Figura 2).

Figura2.  Caracteres morfolégicos do estagio sexuado e assexuado de espécies do FSSC. a — h:
cultura de isolados do FSSC em meio BDA a — b: isolado CML 3959 de “N. sutfoniana”. ¢
— d: isolado CML 3939 de F. keratoplasticum. e — f: isolado CML 3911 de F.
petroliphilum. g — h: isolado CML 3904 de F. pseudensiforme. i: peritécios dos isolados
CML 3942 x CML 3989 de “N. suttoniana” em meio de cultura CA. j: macroconidios do
isolado CML 3939 de F. keratoplasticum, barra = 10 ym. k: peritécio de “N. suttoniana”,
barra = 100 um. |: asco e ascésporos de “N. suttoniana”, barra = 10 ym.

Os representantes de F. keratoplasticum apresentaram as caracteristicas
descritas para a espécie. Contudo, observou-se formagdo de macroconidios do
esporoddéquio com 1 a 3 septos em formato de virgula com a base fina, e com célula
apical e pé indefinidas (Figura 2j). Os macroconidios de 1 septo mediam de 20 — 25

pum com a parte superior de 5 ym e a parte inferior de 2,5 um. Com 2 septos
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variando de 22,5 — 25 um e as extremidades com 5 um na parte superior e 2,5 um
na parte inferior. Com 3 septos variando de 25,0 - 27,5 ym e as extremidades com 5
MM na parte superior e 2,5 um na parte inferior. A coloragcdo das colonias em BDA
variou de creme a avermelhado no verso e reverso. E aos 4 dias mediam de 39 — 52
mm.

Os isolados de F. falciforme apresentaram coloracédo que variou no verso de
branco, creme, creme claro, marrom claro e avermelhado e no reverso de creme,
marrom claro, e avermelhado. A taxa de crescimento das colbnias em BDA variaram
de 26 — 50 mm. O esporodoquio variou da cor creme, marrom claro e azul. Todos os
isolados formaram macroconidios no micélio aéreo e no esporodoquio. Os
macroconidios do micélio aéreo e do esporodoquio eram cilindricos a fusiformes,
possuindo laterais retas, sem distincdo de célula pé e célula apical, com 3 a 6
septos, prevalecendo os de 3 septos. Foi observada também a presenca de
clamidosporos solitrios ou aos pares, lisos e rugosos, sendo que para 0S
representantes de “N. suttoniana” os produziu com abundancia.

As colbnias de “N. suttoniana” apresentaram colora¢cdo creme, marrom claro e
avermelhado no verso e reverso e mediam de 36 — 51 mm. O esporodoquio era de
coloracdo creme. As caracteristicas micromorfolégicas eram semelhantes as
decritas na literatura. Contudo observou-se que além de clamiddsporos rugosos, 0s
isolados apresentavam clamiddsporos lisos solitarios e aos pares formados em
abundéancia em SNA aos 10 dias. A fase sexuada apresentou peritécios vermelhos a
vermelho escuro, solitarios raramente agregados em grupos, superficiais, nao-
estromético em meio CA, globoso a piriforme com verrugas medindo 380 — 570 x
290 — 480 ym, nao papilado, com pescogo para cima a 80 — 100 mm de altura e 100
— 150 mm de largura na base (Figura 2k). Parede peritecial 20 — 60 ym de largura,
formada por duas camadas. Asco unitunicato, clavado e cilindrico, 80 — 105 x5-7,5
Mm, com um simples apice ou as vezes com um anel 6bvio, de paredes finas,
contendo oito ascésporos, muitas vezes dispostos em diagonal. Os ascOsporos
eram exsudados em cirros marrom claro, hialinos, elipsoidais a fusiformes, lisos,
com 1 septo levemente constrito 5 - 14 x 2 = 6 ym (Figura 2I).

Baseado nas diferencas morfoldgicas, filogenética e biologica de F. solani f.
sp. cucurbitae em relacdo as demais espécies do FSSC propomos nomea-la como

uma nova espécie dentro do complexo.
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Fusarium cucurbitae Cardoso & Pfenning, sp. nov. Fig. 3

MycoBank --------

Type. Brazil, Minas Gerais, Contagem, cultura seca em SNA de um isolado de fruto
de Cucurbita moschata, Jun 2016, A.M.S Cardoso (holotype CML 3983). GenBank:
EF1-a = MK988388; RPB2 = MK988374

BDA: Colonias medindo de 35 a 44 mm aos 4 dias a 25 °C no escuro. Colonia
inicialmente de cor branca e creme claro tornando-se creme ou marrom claro no
centro. Reverso marrom claro ou marrom no centro e bordas creme ou marrom claro
com presenca de setores marrons. Esporodéquio abundante de coloracdo creme,
marrom e azul formando circulos no meio de cultivo. Micélio aéreo pouco cotonoso e
odor ausente.

SNA: Clamidésporos subglobosos a globosos, hialinos a subhialino, lisos e em
menor quantidade verrugosos, terminais e intercalares, muitas vezes em pares ou
em cadeias, produzido em sua maioria em macroconidios e em menor frequéncia
nas hifas. Células conidiogénicas sdo monofialides longas, finas, de paredes lisas,
septadas e muitas vezes ramificadas. Macroconidios do micélio aéreo produzidos
em estrutura ramificada similar ao esporoddquio. Macroconidios maiores que do
esporodéquio, com célula pé bem desenvolvida e marcada com 5 a 14 septos,
hialinos, de paredes espessas e lisas, predominando os de 7 e 8 septos. Os
macroconidios de 5 septos: 50 — 67,5 x 3,75 — 5 um; conidios de 6 septos: 52,5 —
72,5 x 3,75 — 5 ym; conidios de 7 septos: 72,5 — 87,5 x 3,75 =7 5 uym; conidios de 8
septos: 72,5 — 90 x 5 ym; conidios de 9 septos 77,5 — 105 x 5 ym; conidios de 10
septos um 90 - 106,25 um; conidios de 11 septos 90 — 117,5 x 5 ym; conidios de 12:
107,5 — 117,5 x 5 ym; conidios de 13 septos: 115 — 117,5 x 5 ym; conidios de 14
septos: 115 — 1225 x 5 ym. Nas colénias com 10 dias foi observada a formacgao de
CATs (tubos de anastomose conidial) nos macroconidios do micélio aéreo que
ligavam um macroconidios a outro e deixavam uma cicatriz ao se desprender. Em
colénias com 20 dias a formacao doss CATs era observada em maior quantidade. O
esporodoquio era creme, marrom ou azul. Os macroconidios do esporodoquio
apresentavam de 5 a 9 septos, com predominancia de 6 e 7 septos. Macroconidios
de 5 septos 52,5 - 67,5 x 5,0 ym; 6 septos 68,75— 72,5 x 3,75 — 6,25 ym; 7 septos
72,5 - 87,5 x3,75 — 6,25 ym; 8 septos 72,5 — 82,5 x 5,0 — 6,25 ym; 9 septos 80 —
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85,0 x 5,0 — 6,25 um. Producéao de microconidios em falsas cabecgas. Microconidios
ovais, obovoides e reniformes, com 0 a 2 septos, geralmente de O septos: 4 — 18 x 2
—5pum, 1 septo:10 —18 x 3 — 5 ym e 2 septos: 15 — 27 x 3 — 5 ym (Figura 3).

Notas: Foi realizada a caracterizacao do isolado de referéncia NRRL 22098 = CML
1889 que pertencem a FSSC 10. As caracteristicas micromorfolégicas do isolado
sdo diferentes das observadas nos isolados do Brasil. Os macroconidios séo
menores possuindo de 3 a 5 septos e a célula pé e apical ndo sdo tdo evidentes. A
colonia em BDA apresenta micélio denso cotonoso branco. Esse isolado
provalmente esta degenerado em decorréncia do longo periodo de armazenamento.
A taxa de crescimento e coloracdo dos isolados de F. cucurbitae € semelhante a das
outras espécies pertencentes ao clade 3 do FSSC néo servindo como marcador
consistente para separar essa espécie das demais do clado 3. Por outro lado, a
morfologia conidial da nova espécie é diferente das demais espécies pela presenca
de macroconidios maiores no micélio aéreo em relacdo aos do esporodoquio. Os
macroconidios do esporoddquio possuem de 3 a 9 septos, enquanto que 0s
formados na estrutura esporodoquial formada no micélio aéreo sad mais finos e
longos e variam de 5 a 14 septos com célula pé bem definida. Outras espécies do
FSSC produzem macroconidios do esporodoquio longos, como “N. macrospora”, F.
pseudensiforme e F. eumartii. “Neocosmopora macrospora” produz macroconidios
com 3 a 9 septos, enquanto que F. pseudensiforme de 7 a 8 septos e F. eumartii de
5 a 7 septos, podendo raramente apresentar 8 a 9 septos (Gerlach e Nirenberg
1982; Nalim et al. 2011; Sandoval-Dennis et al. 2018). Entretanto, os macroconidios

de F. cucurbitae sdo mais finos e maiores.
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Figura3.  Caracteres morfolégicos do estigio assexuado de F. cucurbitae. a — b: cultura do isolado
CML 3983 em meio BDA. ¢ — e: falsas cabegas, barra = 10 ym. f - g: esporédoquio e
macroconidios do isolado CML 3983 em meio SNA, barra = 10 um. h: fialide ramificada. i
- j: macroconidios do esporodéquio, barra = 10 ym. k: macroconidios do micélio aéreo, e
presenca de CATs (tubos de anastomose conidial) indicados com seta na figura, barra =
10 ym. k - m: macroconidios do micélio aéreo, barra = 10 uym. n: microconidios, barra =
10 ym. o: clamiddsporos lisos e rugosos, barra = 10 um.

3.3 Teste de homotalismo, determinagdo de mating type por PCR e inducéo

da fase sexuada

Dos 67 isolados analisados, nenhum produziu peritécios espontaneamente
em meio de cultivo nas trés temperaturas testadas, nem mesmo o0 isolado
respresentante da espécie homotalica, F. pseudensiforme. Este isolado apresentou

o idiomorfo MAT1-1. Destes 67 isolados, 34 isolados apresentaram o idiomorfo
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MAT1-1 e 33 isolados 0 MAT1-2 (Tabela 1). Dentre os 44 isolados de F. falciforme
17 apresentaram o MAT1-1 e 27 o MAT1-2 com proporcdo 39:61. Ja a proporcao
dos mating types MAT1-1 e MAT1-2 para F. petroliphilum, F. keratoplasticum, F.
cucurbitae e “N. suttoniana” e foi de 67:33, 100:00, 100:00 e 67:33, respectivamente.

Em relacdo a inducdo da fase sexuada, os isolados de F. petroliphilum CML
3319 x CML 3322 foram capazes de cruzar e formar peritécios que exsudaram
ascos com ascosporos férteis. Também foi induzida a fase sexuada de “N.
suttoniana” pela primeira vez. O isolado de “N. suttoniana” CML 3942 de idiomorfo
MAT1-2, proveniente de meldo, cruzou e formou peritécios férteis com os isolados
de Passiflora edulis. CML 3273 e CML 3989 e de melancia CML 3970. O
cruzamento entre os isolados CML 3942 e CML 3989 produziram uma grande
guantidade de peritécios que exsudaram apos duas semanas. O isolado CML 3942
apresentou elevada fertilidade podendo ser utilizado como testador para rotina em

laboratoério.

3.4 Patogenicidade em plantas e frutos

Todas as espécies foram patogénicas a C. moschata todas as espécies foram
patogénicas (Tabela 2). Os sintomas tipicos da doenca que ocorrem na fase de
plantula foram observados apenas para F. cucurbitae. As plantas inoculadas com
representantes dessa espécie apresentaram sintomas visiveis logo apds a
emergéncia. As plantas apresentaram umedecimento na regido do colo e lesdes de
coloracdo avermelhada, acompanhada de murcha da parte aérea que culminou na
sua morte de plantas de 5 a 10 dias apés a emergéncia (Figura 4). Os
representantes das demais espécies causaram pequenas pontuacdes e rachaduras
na regido do colo das plantas. Estas plantas apresentavam-se amarelecidas e com
reducdo do porte e do sistema radicular. A reducdo no sistema radicular e da parte
aerea variou de 55-68%, 27-32%, 12-20%, 10-12%, 9-11%, 3-5% para o0s
representantes de F. falciforme e “N. suttoniana”, F. keratoplasticum, F.
pseudensiforme e F. petroliphilum, respectivamente.

Todas as seis espécies causaram podriddo em frutos de abobora de
Cucurbita moschata variedade Mini Paulista. Ndo houve diferencga significativa entre
os métodos de inoculagéo pelo teste F (P<0,05). No método multiagulhas as lesbes
apresentavam-se suaves, com aspecto umedecido em volta e em todos os frutos

havia a presenca de micélio. Ao seccionar o fruto era possivel observar o
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umedecimento na polpa e na cavidade onde estavam as sementes havia formacao
de micélio abundante que aderiu as sementes e a polpa ao redor. O aspecto
umedecido em volta da les&o na casca foi observado para todos os representantes
de todas as espécies com excecao do isolado de F. keratoplasticum (CML 3939) em
gue a lesdo na casca expandiu lentamente medindo 1,7 cm aos 14 dias ho método
multiagulhas. Contudo, ao seccionar o fruto a polpa apresentava umedecida e havia
micélio na cavidade das sementes. Ja no teste com furador de inox o mesmo isolado
provocou a formacdo de micélio branco abundante sobre a lesdo na casca. As
maiores lesdes externas foram observadas para as espécies F. cucurbitae e “N.
suttoniana” (Figura 5). Apesar de apresentar lesGes pouco desenvolvidas
externamente, os isolados de F. petroliphilum e um isolado de F. keratoplasticum
colonizaram toda a polpa com abundante formacdo de micélio na cavidade nas

sementes.
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Tabela 2. Patogenicidade de espécies do FSSC em plantas de abobora (Cucurbita

moschata)
1° Ensaio
Espécies Isolados Notas / no. plantas indice de
0 1 2 3 4 5 Doenca (%)

F. cucurbitae CML 3909 0 0 0 0 0 5 100.00c
CML 3983 0 0 0 0 0 5 100.00c
CML 3906 0 0 0 0 2 3 92.00c

F. falciforme CML 3549 1 3 1 0 0 0 20.00b
CML 3931 1 3 0 0 0 0 12.00b
CML 3935 1 3 0 0 0 0 12.00b

F. keratoplasticum CML 3963 1 4 0 0 0 0 16.00b
CML 3939 2 3 0 0 0 0 12.00b
CML 3921 4 1 0 0 0 0 4.00a

F. petroliphilum CML 3318 2 2 1 0 0 0 16.00b
CML 3911 2 2 1 0 0 0 16.00b

F. pseudensiforme CML 3904 2 2 1 0 0 0 16.00b

N. suttoniana CML 3959 1 4 0 0 0 0 16.00b
CML 3942 1 3 0 0 0 0 12.00b
CML 3970 1 3 0 0 0 0 12.00b

- Test Abs 0 0 0 0 0 0 0.00a

- Test 0 0 0 0 0 0 0.00a

2° Ensaio
Espécies Isolados Notas / no. plantas indice de
0 1 2 3 4 5 Doenca (%)

F. cucurbitae CML 3909 0 0 0 0 0 5 100.00b
CML 3983 0 0 0 0 0 5 100.00b
CML 3906 0 0 0 0 1 4 100.00b

F. falciforme CML 3549 3 0 2 0 0 0 16.00a
CML 3931 2 2 1 0 0 0 16.00a
CML 3935 3 2 0 0 0 0 8.00a

F. keratoplasticum CML 3963 3 2 0 0 0 0 8.00a
CML 3939 2 2 1 0 0 0 16.00a
CML 3921 3 2 0 0 0 0 8.00a

F. petroliphilum CML 3318 2 3 0 0 0 0 12.00a
CML 3911 2 2 1 0 0 0 16.00a

F. pseudensiforme CML 3904 1 2 2 0 0 0 24.00a

N. suttoniana CML 3959 1 2 2 0 0 0 24.00a
CML 3942 2 2 1 0 0 0 16.00a
CML 3970 3 1 1 0 0 0 12.00a

- Test Abs 0 0 0 0 0 0 0.00a

- Test 0 0 0 0 0 0 0.00a

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-
Knott (5%).
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Sintomas de podriddo do colo e dos frutos em C. moschata causada por espécies do
FSSC. a: plantula com cauliculo avermelhado observado no teste de germinagdo em rolo
de papel, causado por F. cucurbitae (CML 3983). b: podriddo no cauliculo e morte de
plantula, com 10 dias apés a emergéncia causada por F. cucurbitae (CML 3983). c - g:
podriddo do colo causada por F. cucurbitae. f: sistema radicular todo destruido causado
por F. cucurbitae (CML 3983). h - i: reducédo do porte e do sistema radicular causada por
F. petroliphilum (CML 3911). j: reducé@o do porte e do sistema radicular causada por F.
Keratoplasticum (CML 3939). m - a3: sintomas de podriddo em frutos de abdbora. k — I:
testemunha. m — n: podriddo na casca e lesdo marrom esponjosa com crescimento
micelial causada por F. cucurbitae (CML 3909). o — p: fruto inoculado com o método
multiagulhas, formacdo de micélio na superficie da casca, amolecimento da casca e
les6es marrons causadas por F. cucurbitae (CML 3983). q — r: variacdes nas lesdes
porvocadas na casca de abdbora causada por F. cucurbitae (CML 3909 e CML 3983). s
— t: “N. suttoniana” (CML 3970). u — v: F. petroliphilum (CML 3911). w — x: F. falciforme
(CML 3931). y — z: F. petroliphilum (CML 3318). al — a3: sintoma na casca e crescimento
intenso de micélio cavidade das sementes e nas sementes causada por F.
pseudensiforme (CML 3904).
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Figura 5. Patogenicidade de espécies do FSSC em frutos de abdbora (Cucurbita moschata)
utilizando o método de multiagulhas e o método com furador de inox. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Scott-Knott 5%.
F. petroliphlium: CML 3318 e CML 3911. F. pseudensiforme: CML 3904. F.
keratoplasticum: CML 3939 e CML 3921. F. falciforme: CML 3931. “N. suttoniana”: CML
3942 e CML 3970. F. cucurbitae: CML 3909 e CML 3983.

3.5 Transmissao do patégeno

As espécies testadas causaram efeito sobre a germinacdo das sementes
diferindo da testemunha, com excecédo de F. petroliphilum, F. pseudensiforme e um
dos isolados de F. keratoplasticum e F. falciforme (Figura 6). As maiores reducdes
na germinagdo foram observadas para os representantes de F. cucurbitae de 65-
82%. As sementes afetadas por essa espécie apresentavam lesdes avermelhadas
no cauliculo e nas raizes primarias que evoluiram para a necrose. Contrariamente,
no teste de sanidade F. cucurbitae foi uma das espécies com menor incidéncia nas
sementes e a quantidade de micélio sobre a semente também foi baixa. A maior
incidéncia foi verificada nas sementes inoculadas com os isolados de F. falciforme e
um representante de F. petroliphilum, F. keratoplasticum e “N. suttoniana” (Figura 6).
Para o indice de velocidade de emergéncia — IVE todas as espécies analisadas
tiveram emergéncia semelhante a testemunha, com excecdo dos isolados de F.
cucurbitae CML 3983 e F. keratoplasticum CML 3939 que causaram reducao de
35% e 24% na velocidade de emergéncia de plantulas até os 14 dias,

respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Emergéncia em areia (IVE), germinacdo em rolo de papel, e sanidade de sementes de
abobora (Cucurbita moschata) inoculadas com espécies do FSSC. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Scott-Knott 5%. F
petroliphlium: CML 3318 e CML 3911; F. keratoplasticum: CML 3921 e CML 3939; F.
falciforme: CML 3931 e CML 3935; F. cucurbitae: CML 3906 e CML 3983; F.
pseudensiforme: CML 3904; “N. suttoniana”: CML 3942 e CML 3959.*Testemunha abs =
testemunha absoluta sem manitol.

Todas as espécies aos 30 dias causaram reducdo no estande final em
relacdo ao estande inicial, sendo o descréscimo maior para o isolado CML 3983 de
F. cucurbitae (Figura 7). Este isolado provocou murcha nas plantulas a partir de 5
dias lapés a emergéncia, e reducdo no numero de plantulas de 43%. Pudemos
observar os sintomas a partir da infeccdo na base do cotilédone durante a
germinacdo e em plantulas que se apresentavam murcha com o hipocotilo
umedecido e avermelhado que evoluiu para a necrose. Estas plantulas
apresentavam o sistema radicular todo destruido.

A transmisséo das seis espécies analisadas a partir de sementes as plantas
emergidas com sintomas e sem sintomas foi confirmada pela presenca do fungo nos
tecidos seccionados por meio de isolamentos. Todas as espécies afetaram o
desenvolvimento das plantas e foram detectadas no sistema radicular e na regido do
colo, com excecédo de F. falciforme que foi encontrada apenas no sistema radicular.
A maior incidéncia das espécies foi observada no sistema radicular. Nenhuma das

espécies foi detectada na parte aérea da planta aos 30 dias.
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Figura 7. Emergéncia em areia (IVE), estande médio e estande final de plantulas a partir de
sementes de abobora (Cucurbita moschata) inoculadas com espécies do FSSC. Médias
seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Scott-
Knott 5%. F. petroliphlium: CML 3318 e CML 3911; F. keratoplasticum: CML 3921 e CML
3939; F. falciforme: CML 3931 e CML 3935; F. cucurbitae: CML 3906 e CML 3983; F.
pseudensiforme: CML 3904; “N. suttoniana”: CML 3942 e CML 3959.*Testemunha abs =
testemunha absoluta sem manitol.

4 DISCUSSAO

Seis espécies do complexo Fusarium solani causam doenca em plantas e
frutos de abdbora no Brasil. As espécies relatadas com frequéncia no mundo em
associacao a cucurbitaceas sao F. petroliphilum e F. cucurbitae (EImer et al. 2007;
Gbomez et al. 2014; Hussein e Juber 2014; Chehri et al. 2015; Gonzalez et al. 2018)
e mais recentemente “N. suttoniana” (dados n&o publicados) e F. falciforme
(Renteria-Martinez et al. 2018). Portanto, esse é o primeiro relato de F. petroliphilum,
F. keratoplasticum e F. pseudensiforme e F. cucurbitae baseado analise filogenética
multigénica no Brasil e o relato de F. keratoplasticum e F. pseudensiforme em
cucurbitdceas no mundo. Fusarium keratoplasticum € uma espécie cosmopolita,
sendo relatada em humanos, animais, formando biofilmes em sistema de
canalizagao, solo e plantas (O’Donnell et al. 2008; Short et al. 2013; Chehri et al.
2015). A espécie F. petroliphilum, originalmente descrita a partir de um isolado
obtido de petrdleo degradado, representa uma espécie filogenética e biologica
distinta no FSSC (Short et al. 2013). E uma das espécies comuns em ambiente
clinico e esta associada a ceratite micotica, aléem de ser frequentemente isolada de
substratos oleosos e encanamentos onde forma biofilmes (Short et al. 2013). Em
plantas esta espécie ficou conhecida como F. solani f. sp. cucurbitae raca 2 e mating
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population V, e foi relatada pela primeira vez em frutos de abobora para producéo de
sementes nos Estados Unidos (Tousson e Snyder 1961). E considerado um
patégeno de plantas fraco, sendo encontrado mais frequentemente em frutos de
abobora e abobrinha onde causa podridao (Tousson e Snyder 1961, Mehl e Epstein
2007b, Elmer et al. 2007; Gonzalez et al. 2018).

Fusarium falciforme foi a espécie encontrada em maior frequéncia em
associacdo a plantas de abdbora, melancia, meldo e em frutos de abdbora nas
regides produtoras no Brasil. No México também foi a espécie detectada em maior
frequéncia nas areas de producdo de melancia causando murcha e podriddo
(Renteria-Martinez et al. 2018). J& foi relatada como patdégeno de plantas como gréo
de bico, feijao-lima e soja (Azevedo et al. 2017; Chitrampalam e Nelson Jr 2017,
Sousa et al. 2017). Esta espécie, anteriormente descrita como Acremonium
falciforme comporta isolados das linhagens FSSC 3 e FSSC 4 que foram
provisoriamente agrupadas por O’Donnell et al. (2008) em decorréncia do baixo
suporte dos clados. Fusarium falciforme é um ruido ambiental encontrado
frequentemente associados a infeccdes oculares, micoses e ambiente agricila
(Zhang et al. 2006).

Registros histéricos mencionam Fusarium solani em plantas de Cucurbita
pepo pela primeira vez na Africa do Sul (Doidge e Kresfelder 1932). Mas tarde,
Snyder e Hansen (1941) sinonimizaram varias espécies dentro da secdo Martiella,
atribuindo a elas o termo formae speciales, e passaram a se referir ao patdégeno
como F. solani f. sp. cucurbitae. No ano de 1961, Tousson e Snyder (1961)
atruibuiram a f. sp. cucurbitae a denominacao e raca 1, ao verificar que a mesma era
patogénica a plantulas de C. sativus, C. melo v. cantalupensis, C. vulgaris e C. pepo,
enquanto outros isolados obtidos por eles de frutos de abdbora ndo foram
patogénicos, e receberam a denominagéo de raca 2. Foi relatada causando podridao
em frutos, colo e raizes de cucurbiticeas nos EUA, lIsrael, Iraque, e Espanha
(Tousson e Snyder 1961; Elmer et al. 2007; Mehl e Epstein 2007a; GOmez et al.
2014; Hussein e Juber 2014;). A espécie nao foi registrada em outras plantas e
parece ter afinidade com cucurbitaceas, especialmente as do género Cucurbita.
“‘Neocosmospora suttoniana”, espécie agora evidenciada como patégeno de
abobora, foi encontrada em associacdo a plantas de meldo e melancia de diferentes

regiGes do Brasil. E patbgeno também de meldo e melancia (dados ndo publicados).
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A espécie foi descrita recentemente a partir de isolados obtidos de sangue e olhos
de humanos nos EUA e de solo do Sri Lanka (Sandoval-Dennis e Crous 2018). A
descricdo da espécie seguiu a nomenclatura adotada por Lombard et al. (2015) que
utiliza o nome da fase sexuada para nomear as espécies do FSSC. Porém,
manteremos o0 uso do nome Fusarium ao nos referirmos as espécies desse
complexo, em consonancia a proposta de Geiser et al. (2013), a facilidade para o
entendimento dos usuarios e a frequéncia de ocorrénciada fase assexuda. No Brasil,
ja foi registrada em ambiente agricola em associacdo com pimenta do reino e
maracujazeiro (Cardoso et al. 2015). Fusarium pseudensiforme é uma das espécies
homotélicas do FSSC e foi descrita a partir de isolados de casca de arvore morta
proveniente do Sri Lanka (Nalim et al. 2011).

Em relacdo ao teste de homotalismo, nenhuma das linhagens foi capaz de
produzir peritécios espontaneamente. O isolado de F. pseudensiforme apresentou
apenas o idiomorfo MAT1-1. Das seis linhagens em associacdo a cucurbitaceas
todas com excecdo da F. pseudensiforme sao heterotalicas. Em espécies
heterotalicas ou autoestéreis, a reproducdo sexual € possivel somente entre dois
isolados de mating types oposto MAT1-1 e MAT1-2. Apesar de F. pseudensiforme
ser uma espécie homotalica o isolado ndo foi capaz de formar peritécios
expontaneamente. Fatores como degeneracdo dos isolados ou alteracbes de
mecanismos genéticos como mutacdes, delecdo ou rearranjos cromossOmicos
maiores podem contribuir para perda de fertilidade do isolado. Saleh et al. (2012)
demonstraram que em Magnaporthe oryzae a reproducdo assexuada induz a perda
rapida de fertilidade dos isolados em decorréncia de mecanismos genéticos.

A proporcdo dos mating types, para as espécies foi desigual, sendo que para
F. keratoplasticum e F. cucurbitae todos os isolados possuem o idiomorfo MAT1-1.
Entretanto para essas duas espécies o numero de amostras foi reduzida,
impossibilitando inferéncias concretas da frequéncia dos mating types. Todavia, ha
um forte indicio que para F. cucurbitae a reproducdo em campo seja estritamente
clonal. A formacéo de CATs que podemos observar nos isolados pode ser uma das
estratégias utilizadas pela espécie para gerar variabilidade. Em campos amostrados
nos Estados Unidos, por exemplo, observou-se a predominancia do idiomorfo MAT1-
2 para esta espécie (Elmer et al. 2007). Este comportamento ja foi observado para

outras espécies do FSSC. Em campos de producdo de soja e ervilha ha
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predominancia de apenas um mating type para as espécies F. virguliforme e F.
solani f. sp. pisi (Funnell et al. 2001; Covert et al. 2007). Essa proporcao desigual
dos mating types indica que a fase sexual pode ser um evento raro na natureza e
sugere que o modo reprodutivo desses patdgenos possa ser estritamente clonal,
levantando a hipétese de que surtos patogénicos provenientes de reproducao clonal
podem ser comuns para as espécies FSSC.

A avaliagdo da frequéncia de recombinacdo sexual € um parametro
importante para o controle de patdgenos de plantas, uma vez que a variabilidade
pode influenciar a resposta do fungo a novas praticas agricolas, a introducéo de
novas cultivares com diferentes niveis de resisténcia, a aplicacao de fungicidas ou a
utilizacdo de agentes de biocontrole (Palacios et al. 2015). Para patdgenos clonais
sugere-se a utilizacdo de cultivares com resisténcia vertical, enquanto que para
patdgenos que compreendem populacdes geneticamente diversas como resultado
do cruzamento e recombinacdo meibtica a resisténcia horizontal pode ser mais
eficaz (Kerényi et al. 2004). Vale salientar que essas estratégias devem ser levadas
em consideracdo pelos programas de melhoramento. Na regido Nordeste do Brasil,
gue responde por 98% do melédo produzido no pais a severidade dessa doenca vem
crescendo em virtude principalmente da intensificagdo dos plantios realizados trés
vezes ao ano sem que haja rotacdo ou sucessao com outras culturas. A severidade
da doenca ainda é maior nos plantios que séo realizados no periodo chuvoso. Os
produtores arriscam plantar nessa época do ano em funcdo do elevado preco dos
frutos. Contudo, as perdas atingem até a 50% e tem provocado o abandono de
areas na regido.

Foi possivel induzir a reprodugdo sexuada de “N. suttoniana”.
“Neocosmospora suttoniana” representa uma nova mating population do FSSC. Na
literatura temos sete mating populations, MPI a MPVII no complexo F. solani
nomeadas por Matuo e Synder (1973). Novas mating populations foram relatadas
apos esta data, no entanto a numerologia adotada em 1973 para ordena-las foi
abandonada ao logo dos anos (Vaz et al. 2012; Short et al. 2013; Costa et al 2016;
Sandoval-Dennis e Crous 2018). Para o complexo de espécies F. fujikuroi este
sistema de numeragdo das mating populations é bem estabelecido.

Fusarium cucurbitae foi a espécie mais virulenta. As plantas de abdbora

apresentaram os sintomas tipicos e morte entre cinco e 10 dias ap0s a emergéncia.
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Plantas de meldo e melancia também apresentaram o mesmo comportamento
morrendo até os 10 dias ap0s a emergéncia. Todas as cucurbitdceas sdo afetadas
por este patdégeno (Tousson e Snyder 1961). Doidge e Kresfelder (1932) observaram
que plantas de abdbora, abobrinha, meldo e melancia murcham e entram em
colapso de 4 a 14 dias quando inoculadas com isolados dessa espécie. O processo
de patogénese das outras espécies associadas parece ser mais lento e os sintomas
no geral surgem por volta dos 30 dias. As plantas apresentam pontuacdes na regiao
do coleto e como sintomas reflexos, amarelecimento e reducéo do sistem radicular e
porte da planta. E justamente neste periodo entre 30 e 45 dias que a severidade da
doenca é maior nos plantios comerciais dessas cucurbitaceas, época em que a
planta desloca a maior parte das suas reservas para a producao dos frutos. Vale
salientar que nas areas de cultivo de meloeiro a um efeito sinergistico e a podridédo
do colo raramente é causada por uma Unica espécie fungica. Levantamentos em
areas de plantio mostraram que o morfotipo F. solani quase sempre esta associado
a Macrophomina phaseolina ou a Monosporacus cannonballus (Garcia-Jiménez et
al. 2000; Andrade et al. 2015). Em nossas coletadas no Rio Grande do Norte
verificamos a presenca nas areas de cultivo de Didymella sp. e M. phaseolina,
contudo em menor frequéncia.

Nos frutos todas as espécies foram patogénicas e causaram lesées suaves e
amolecimento da casca e da polpa com formacédo de micélio abundante dentro da
cavidade das sementes. As espécies F. petroliphium e F. cucurbitae ja séo
conhecidos patdgenos de frutos de cucurbitdceas. As demais espécies ainda nao
haviam sido relatadas causando podridao em frutos de cucurbitaceas.

Em relacédo a transmissédo os dados de indice de velocidade de emergéncia,
sanidade e germinacdo mostram que as seis espécies associadas a cucurbitaceas
sao transmitidas por sementes e que elas afetam o desenvolvimento das plantas,
ficando aderida externamente na casca da semente ou mesmo internamente sem
afetar o embrido. No caso de F. cucurbitae pudemos observar no teste de sanidade
e germinacdo que € a espeécie que mais afeta as sementes e que diferente das
demais, ela ndo fica aderido a casca. Provavelmente o fungo penetre rapidamente
nas sementes. Essa caracteristica de ndo afetar a viabilidade da semente favorece a
disseminacéao a longa distancia dos patdégenos para areas de plantio. F. cucurbitae e

F. petroliphium ja s&o reportados como patégenos transmitidos por sementes em
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cucurbitaceas (Boughalleb e Mahjoub 2007; Elmer et al. 2007; Mehl e Epstein
2007a).

Este levantamento e identificacdo das espécies do complexo Fusarium solani
em associacdo as cucurbithceas no pais, contribuirdA no direcionamento dos
programas de melhoramento ao conduzirem testes para selecdo de genotipos
resistentes a podriddo do colo, raizes e do fruto em cucurbitdceas. Contribuird

também, no desenvolvimento de estratégias integradas de controle dessas doencas.
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Figura 1S. Arvore filogenética de méxima parciménia de espécies do complexo Fusarium solani,
usando sequéncias de RPB2. Valores de bootstrap =70% e de probabilidade posterior
20.90 sdo mostrados nos entrends. Fusarium staphyleae (NRRL 22316) e Fusarium
cicatricum (CBS 125552) foram utilizadas como outgroup. Os isolados do estudo séo

indicados em negrito. Os isolados Ex-type e ex-epitype sdo indicados com T e ET. [}

Indica os isolados obtidos de frutos de C. moschata. @& Indica os isolados obtidos da
haste de plantas de C. moschata, C. lanatus e C. melo.
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Tabela 1S. Sequéncias de isolados de referéncia do FSSC utilizados no estudo.

Espécie 'FSscC “Cédigo Substrato Origem No. de acesso do Genbank
RPB2 EF-1a

F. ambrosium 19 NRRL 20438 Camellia sinensis india JX171584 AF178332
F. atrofusca NRRL 22316 Staphylea trifélia EUA JX171609 AF178361
F. brasiliense Clado 2 NRRL 22743 Glycine max Brasil EU329525 AY320145
F. cicatricum CBS 125552 Buxus sempervirens Eslovénia JX171609 HM626644
F. falciforme 3+4 CBS 475.67' Humano Porto Rico LT960558 LT906669

3+4 NRRL 43441 Olho humano Pensilvania EUA DQ790566 DQ790478
F. illudens Clado 1 NRRL 22090 Beilschmiedia tawa Nova Zelandia JX171601 AF178326
F. javanicum NRRL 22328", BBA 65012 Polyscias Sri Lanka DQ247567
F. keratoplasticum 2 CBS 490.63' Humano Japao LT960562 LT906670
F. lichenicola 16 NRRL 32434 Humano Alemanha EF470161 DQ246977
F. petroliphilum MPV 1 NRRL 28546 Olho humano Massachusetts EUA EU329544 DQ246887
F. plagianthi Clado 1 NRRL 22632 Hoheria glabrata Nova Zelandia EU329519 AF178354
F. pseudensiforme 33 CBS 125729 Arvore morta Sri Lanka KC691645 DQ247512
F. riograndense UFMGCM F 12570, URM Amostra clinica Porto Alegre Brazil KX534002
F. solani f. sp. 23 m?GRlL 22400, CML 1894 Ipomoea batatas Carolina do Norte EUA  EU329509 AF178343
batatas MP I
F. solani f. sp. 10 NRRL 22153 Cucurbita sp. Panama EU329492 AF178346
cucurbitae MP-I

10 CBS 410.62, NRRL 22658 Cucurbita viciifolia Paises Baixos DQ247640

10 Fsm711 Planta de Cucumis melo Almeria, Espanha KC711040
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Tabela 1S. continua

Espécie 'FSscC “Cédigo Substrato Origem No. de acesso do Genbank
RPB2 EF-1a

F. solani f. sp. 10 NRRL 43315 Fruto de abobora Connecticut EUA DQ986151
cucurbitae MP-I

10 CBS 616.66, NRRL 22399, Cucurbita viciifolia DQ247592

BBA 64411

10 NRRL 43418 Planta de ab6bora Connecticut EUA DQ986192

10 NRRL 43405 Fruto de ab6bora Connecticut EUA DQ9Y86179
F. solani f. sp. mori 17 NRRL 22157, CML 2167 Morus alba Japao EU329493 AF178359
MP 111
F. solani f. sp. pisi 11 NRRL 22278, CML 2169 Pisum sativum EUA EU329501 AF178337
MP VI
F. solani f. sp. 13 NRRL 22161 Robinia pseudoacacia Japao EU329494 AF178330
robiniae MP VII
F. solani f. sp. 22 NRRL 22163, CML 1884 Xanthoxylum piperitum Japao EU329496 AF178328
xanthoxyli MP 1V
F. solani sensu 5 NRRL 6630457 Solanum tuberosum Eslovénia KT313623 KT313611
stricto
Fusarium sp. 24 NRRL 22389, BBA 67587 Liriodendron tulipifera Maryland EUA EU329506 AF178340
Fusarium sp. 31 NRRL 22570 Piper nigrum Brasil EU329513 AF178360
F. striatum 21 NRRL 20101 Roupa de algodao Panama EU329490 AF178333
F. tucumaniae Clade 2 NRRL 31096 Glycine max Argentina EU329557 GU170636
N. macrospora CBS 142424 Citrus sinensis Italia LT746331 LT746218
N. perseae CBS 144142 Persea americana Italia LT991909 LT991902




Tabela 1S. continua
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Espécie 'FSscC “Cédigo Substrato Origem No. de acesso do Genbank
RPB2 EF-1a
N. suttoniana 20 NRRL 32858 Ferida humana Luisiana EUA EU329630 DQ247163
20 NRRL 22608 Humano Massachusetts EUA EU329517 DQ246838
20 NRRL 22800 Sangue humano Georgia EUA EF470128 DQ246865

'Fssc: linhagens filogenéticas do complexo de espécies Fusarium solani. 2Abrevia(;c”)es das cole¢Bes de culturas = CML: Colecdo Micoldgica de Lavras,
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil. NRRL: Northern Regional Research Laboratory, Peoria,
lllinois, EUA. CBS: Culture collection of the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands. BBA: Biologische
Bundesanstalt fu'r Land- und Forstwirtschaft, Institut fu'r Mikrobiologie, Berlin, Germany. UFMGCM: Colecdo de Microorganismos, DNA e Células,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais. URM: Cole¢do de Micologia da Universidade de Recife, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. Os isolados Ex-type e ex-epitype sdo indicados com T e ET.
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RESUMO

A podridéo de frutos em cucurbitaceas é a principal doenca péscolheita do meldo no
Brasil, e vem crescendo também na cultura da abobora causando perdas de até
30%. O objetivo desse estudo foi relatar a ocorréncia de espécies dos complexos
Fusarium chlamydosporum (FCSC) e Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)
causando podridao dos frutos em abobora no Brasil. Cinco isolados obtidos de duas
regides foram avaliados por analise filogenética multigénica, caracteristicas
morfologicas e sua capacidade de causar doenca em plantas e frutos de abdbora.
De acordo com a analise filogenética de maxima parciménia das regides EF-1a e
RPB2 os isolados do FCSC agruparam em duas linhagens distintas, FCSC 1 (n=2) e
FCSC 2 (n=1). Na analise combinada das regides EF-1a, RPB2, CAM e LSU para o
FIESC um isolado foi identificado como F. lacertarum, enquanto o outro ndo agrupou
com nenhuma das 38 linhagens conhecidas do complexo, sendo provavelmente
uma nova linhagem, preliminarmente denominada de FIESC 39. Os trés isolados
testados (FCSC =1, FIESC = 2), causaram sintomas de amarelecimento e reducéo
do porte e sistema radicular nas mudas de abobora. Nos frutos esses isolados
causaram podriddo marrom seca na polpa e formacdo de micélio na cavidade das
sementes. Os isolados do FIESC causaram sintomas na casca com sinais de
esporulacdo marrom na superficie da mesma. Fusarium lacertarum, a linhagem
FIESC 39 e FCSC 2 séo registrados pela primeira vez causando podriddo em frutos
de abobora. Os resultados gerados permitem a correta identificacdo dos patdgenos
gue causam podriddo em frutos de abobora no pais, e remetem para a necessidade
de um estudo mais amplo sobre 0s agentes etiolégicos da doenca, visando subsidiar
o0 manejo eficaz da doenca e garantir a viabilidade econémica da cultura.

Palavras-chave: Cucurbita moschata Fusarium lacertarum Filogenia molecular
Cucurbitaceas
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ABSTRACT

Fruit rots represent the main post harvest diseases of melon, but also increases in
pumpkin fruits, causing losses up to 30%. The objective of this study was to report
the occurrence of species of the Fusarium chlamydosporum species complex
(FCSC) and Fusarium incarnatum-equiseti species complex (FIESC), causing fruit rot
on pumpkins. Five isolates were analyzed using molecular phylogeny, morphological
markers and pathogenicity tests in pumpkin plants and fruits. Monospore isolates of
FCSC were identified by molecular phylogeny using partial sequences of the EF-1a +
RPB2 genes, while for isolates of the FIESC, EF-7a + LSU + RPB2 + CAM
sequences were used. Strains of FCSC represent two phylogenetic species, FCSC 1
(n=2) and FCSC 2 (n=1). Strains of FIESC were identified as F. lacertarum and
FIESC 39, a so far unknown phylogenetic species within this complex. The three
strains (FCSC=1, FIESC=2), which were used to evaluate pathogenicity, caused
yellowing symptoms, and reduction of plant growth and root system in pumpkin
plantlets. In fruits, these strains caused brown dry rot of the mesocarp. Inside the
fruits, mycelium grew in the cavity, covering the seeds. Strains of FIESC also caused
superficial symptoms with signs of mycelium and sporulation. Fusarium lacertarum,
and lineages FIESC 39 and FCSC 2 are reported for the first time causing fruit rot of
pumpkins. This study contributes to the correct identification of the causal agents of
fruit rots in pumpkins. Further studies are needed to correctly assess real diversity of
species, which can cause fruit rot under different conditions of climate and production
management of pumpkins in Brazil, and to develop efficient control strategies.

Key words: Cucurbita moschata Fusarium lacertarum Molecular phylogeny
Cucurbitaceae
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1 INTRODUCAO

As abodboras sdo hortalicas frutos de facil colocagdo no mercado, muito
apreciadas em todo o mundo por serem ricas em fibras, caroteno, célcio e vitaminas
(Ferreira et al. 2017). Ocupam o 7° lugar em volume entre as hortalicas e séo
produzidas em todo territério brasileiro, tendo como principais produtores os Estados
de S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia, Parana, Rio Grande do Sul, e Maranhao (IBGE
2015). Além do valor econdémico, tem grande importancia social na geracdo de
empregos diretos e indiretos, pois demanda de grande quantidade de mé&o-de-obra,
desde o cultivo até a comercializacdo, e constitui um dos alimentos basicos de
populacbes das regides Norte e Nordeste (Resende et al. 2013). Além das
aboboras, nos ultimos anos o Brasil vem experimentando um aumento crescente no
volume de producédo e exportacdo de meldo, outra cucurbitdcea com maior volume
de exportacdo e a segunda em geracao de divisas no pais (Anuario Brasileiro de
Horti e Fruti 2019). Embora n&o haja estimativas sobre as perdas causadas pela
producdo em frutos em abobora no Brasil, em meloeiro ela chega a causar 30% de
perdas na pés-colheita (Terao et al. 2008; Oliveira et al. 2014). As estimativas nos
Estados Unidos relatam perdas de até 30% de frutos em campos de producdo
(Correll et al. 1991).

A podriddo de frutos de cucurbitaceas € uma doenca poés-colheita, cuja
infeccdo ocorre ainda no campo, na pré-colheita, com a penetracdo na regiao do
corte do pedunculo. Mesmo apds a transferéncia para as camaras frias, as espécies
de Fusarium continuam o processo de patogénese causando lesGes que afetam a
sua comercializacéo (Terao et al. 2008). O tratamento pds-colheita é feito utilizando
o Imidazol, unico produto registrado no Ministério da Agricultura para o tratamento
de Colletotrichum na cultura do melédo (Agrofit 2019). A doenca é causada por varias
espécies de Fusarium, que sdo identificadas por morfologia, de acordo com a
literatura, como F. equiseti, F. solani, F. acuminatum, F. graminearum, F. culmorum,
F. avenaceum, F. scirpi, F. semitectum e F. chlamydosporum (Bruton e Duthie 1996;
Elmer 1996; Wyenandt 2004).

Externamente F. equiseti causa lesbes suaves e afundadas, com ou sem o
aspecto encharcado, podendo apresentar micélio aéreo e os frutos podem

apresentar ainda fissuras no tecido epidérmico (Elmer 1996). Fusarium equiseti e F.
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semitectum sdo fungos habitantes de solo que podem ser isolados de raizes,
sementes, frutos e tecidos vegetais e estdo distribuidos nas mais diversas regifes
do mundo (Leslie e Summerell 2006). Embora existam semelhancas na
sintomatologia entre F. equiseti, F. semitectum, F. solani e F. scirpi, essas espécies
causam lesdes internas marrons secas, esponjosas com um halo branco (Bruton e
Duthie 1996).

Essas espécies duas espécies sdo parte de um grupo bastante diversificado
conhecido como Fusarium incarnatum-equiseti species complex — FIESC (Leslie e
Summerell 2006; O'Donnell et al. 2009). Através de analise de sequéncia multilocus,
O’Donnell et al. (2009) e O’'Donnell et al. (2012) evidenciaram que este complexo
engloba cerca de 30 linhagens filogenéticas distintas divididas em dois clados
principais denominados de Incarnatum e Equiseti. Atualmente existem 39 linhagens
filogenéticas neste complexo, sendo quinze nomeadas formalmente (O’Donnell et al.
2009, 2012, 2018; Short et al. 2011; Villani et al. 2016, 2019; Avila et al. 2019;
Hartman et al. 2019; Lombard et al. 2019; Maryani et al. 2019; Santos et al. 2019;
Wang et al. 2019).

Fusarium chlamydosporum causa podriddo marrom seca, contudo com
expansao lenta abaixo da superficie da casca que geralmente se limita a polpa ou
pode se estender para cavidade das sementes (Wyenandt 2004). Fusarium
chlamydosporum foi relatado pela primeira vez em associacdo a pseudocaule de
bananeira em Honduras (Wollenweber e Reinking 1925). O termo Fusarium
chlamydosporum species complex - FCSC foi introduzido por O’Donnell et al. (2009)
a partir de filogenia multigénica de uma colec&o de 26 isolados obtidos de humanos,
animais e solo, separou os isolados em quatro linhagens filogenéticas distintas.

Embora seja uma das mais importantes doencas pos-colheita da abdbora, a
doenca nao foi relatada nessa cultura no Brasil. Ainda, € a principal doenca pés-
colheita do meldo. A identificacdo das espécies realizada por morfologia, sem levar
em consideracdo as espécies cripticas, a auséncia de literatura consistente sobre o
desenvolvimento da doenca, controle, distribuicdo e frequéncia das espécies de
Fusarium, que ocorrem nas cucurbitaceas cultivadas no pais, dificultam a busca por
formas alternativas de controle. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi relatar a
ocorréncia de espécies filogenéticas do complexo Fusarium chlamydosporum e

Fusarium incarnatum-equiseti em abdbora no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados

Foram realizados isolamentos de frutos de abobora com sintoma de podridédo
e de plantas que apresentavam-se murchas. Fragmentos dos frutos e das hastes
dessas plantas foram lavados em 4gua, em seguida desinfestadas com alcool 70% e
hipoclorito de sédio a 1%. Os fragmentos de aproximadamente 2 mm foram
plagueados em meio extrato de malte (MA2%) (Himedia Laboratories, Mumbai,
India). Os isolados que apresentaram caracteristicas morfoldgicas de FCSC e FIESC
foram submetidos ao cultivo monospérico e preservados em Castellani a 10 °C no
escuro e em glicerol 15% a -80 °C (Tabela 1). Esses isolados foram depositados na
Colecao Micolégica de Lavras (CML), Laboratério de Sistematica e Ecologia de
Fungos, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Minas

Gerais, Brasil (http://www.dfp.ufla.br/cml/).
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Tabela 1. Isolados dos complexos Fusarium chlamydosporum e Fusarium incarnatum-equiseti de Cucurbita moschata utilizados no

estudo
Espécie 'Cédigo Linhagem “Origem No. do acesso do GenBank
EF-1a RPB2 CAM LSU

F. chlamydosporum  CML 4008 FCsC1 Jaiba MG MK988408 MK988413

CML 4065 FCSC1 Jaiba MG MK988409 MK988412
Fusarium sp. CML 3731 FCSC 2 Nepomuceno MG MK988410 MK988411
F. lacertarum CML 3990 FCSC 4 Mossor6 RN
Fusarium sp. CML 3905 FIESC 39 Nepomuceno MG

lAbrevia(;éo da colecdo de cultura: CML: Cole¢do Micoldgica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brasil. “Estados Brasileiros = MG: Minas Gerais, RN: Rio Grande do Norte.
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2.2 Extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e analise filogenética

Os isolados foram cultivados em meio MA2% e incubados em agitador a 100
rpm por trés dias, & temperatura ambiente (22 °C a 25 °C). A extracdo de DNA foi
realizada utilizando o kit Wizard®Genomic DNA purification (Promega, S&o Paulo,
Brazil). A concentracdo e qualidade do DNA foram estimadas em aparelho
NanoDrop 2000, e visualmente em gel de agarose 1,2%. Foram geradas sequéncias
de DNA para fator de elongacdo 1 alpha - EF-1a (Ef-3/Ef-22) e segunda maior
subunidade da RNA polimerase - RPB2 (5F2/7cR) para FCSC e sequéncias de EF-
la (Ef-3/Ef-22), subunidade maior do RNA ribossomico - LSU (IST5/NL4) e
calmodulina - CAM (CL1/ CL2A) para FIESC.

As PCRs foram realizadas com volume final de 25 yL contendo 12,5 pL (1x)
GoTagq® Colorless Master Mix kit (Promega, Sao Paulo, Brazil), 0,7 pL de cada
primer (0,25 pM), 9,1 uL agua Milli-Q e 2 yL DNA gendmico na concentragdo de 20
ng. YL-1. As reacdes foram realizadas no termociclador My Cycler™(Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). As condi¢cdes para amplificacdo dos isolados foram de acordo:
EF-71a (Carbone e Kohn 1999) e RPB2 (Liu et al. 1999) para o FCSC e FIESC. E de
CAM (O’Donnell et al. 2009) e LSU (White et al. 1990) para o FIESC. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com GelRed
(Biotium®). A visualizacdo das bandas foi realizada em fotodocumentador MiniBis
Pro (Uniscience). Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se PCR
Products Purification Kit (Ludwig Biotec, Porto Alegre, Brasil). Os fragmentos
gerados foram sequenciados nas direcbes senso e antisenso da empresa Macrogen
- EUA.

As sequéncias consenso foram obtidas por meio do programa SegAssem
(Hepperle 2004). Alinhamentos multiplos foram gerados utilizando-se a ferramenta
CLUSTALW implementada no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013). As analises
filogenéticas foram realizadas pelo método de Méxima Parcimdnia e inferéncia
bayesiana para cada gene individual e para a analise combinada. Sequéncia de
referéncia de F. concolor (NRRL 13459) foi utilizada como outgroup para o FIESC
(O’Donnell et al. 2009). Sequéncias de F. brachygibbosum (NRRL 34033), F.
armeniacum (NRRL 43641), F. aywerte (RBG 5743), F. tjaynera (NRRL 66246), F.
flocciferum (NRRL 45999) e F. concolor como outgroup para o FCSC (Tabela 1S,
Material Suplementar) (O’'Donnell et al. 2009).
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A andlise de Maxima parcimoénia foi realizada no programa MEGA 6 e o
suporte dos clados foi avaliado por bootstrap com 1.000 repeticdes. O modelo foi
estimando no programa MrModeltest 2.3 (Nylander 2004). Foram selecionados
baseado no critério de informacdo Akaike — AIC para o FCSC os modelos: GTR+G
para EF-1a e SYM+G para RPB2. Para o FIESC os modelos selecionados foram:
GTR+G para EF-7a, SYM+I+G para LSU, GTR+I+G para RPB2 e SYM+G para
CAM. A andlise bayesiana foi realizada no programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al.
2012). E os algoritmos Markov Chain Monte Carlo de quatro cadeias foram
executados para 2 x 10° geracdes amostradas a cada 100 geracdes, para todas as
andlises do FCSC e do FIESC. Vinte e cinco por cento das arvores iniciais geradas
foram descartadas para obtencao da arvore consenso As arvores filogenéticas foram
visualizadas no programa FigTree 1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e
editadas no Corel Draw X7. As sequéncias geradas foram depositadas no banco de
dados do GenBank nos (Tabela 1).

2.3 Teste de patogenicidade

2.3.1 Patogenicidade em plantas

O in6culo foi cultivado em placas de Petri de 9 cm contendo meio MA2% por
sete dias sob temperatura de 25 °C no escuro. Foi utilizada a metodologia de
inoculacdo em graos de sorgo colonizado adaptado de Hartman et al. (1997). Seis
discos de micélio de cada isolado foram transferidos para tubos de ensaio contendo
4 g de gréos de sorgo previamente autoclavados. Os tubos foram incubados a
temperatura de 25 °C, no escuro, por 15 dias. Em vasos contendo 500 mL de solo,
areia e substrato Tropstrato® (1:2:1) previamente autoclavado foram adicionados os
graos de sorgo colonizados em covas feitas a 4 cm de profundidade. Os graos de
sorgo foram cobertos com uma camada fina de solo e foram semeadas duas
sementes de abdbora da variedade Jerimum de leite. Outra camada fina de
substrato foi adicionada para cobrir as sementes. A testemunha nao inoculada foi
preparada com sementes de sorgo nao inoculadas e a testemunha absoluta sem o
uso do sorgo. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacao, a temperatura de 28
*+ 3 °C. Foi inoculado um isolado do FCSC (CML 3731), e dois isolados do FIESC
(CML 3905 e CML 3990).
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As avaliacbes foram realizadas diariamente por 30 dias, para observar
murcha, amarelecimento ou morte das plantas. Ao final do experimento as plantas
foram analisadas para observacdo dos sintomas. O postulado de Koch foi
completado por meio do reisolamento dos isolados inoculados que foram
identificados com base nas caracteristicas morfolégicas. Os tratamentos (isolados)
foram arranjados em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco

repeticdes e o teste de patogenicidade foi repetido para confirmagéo dos resultados.

2.3.2 Patogenicidade em frutos

Os isolados foram repicados em meio MA2% e inoculados em abdboras da
variedade Mini paulista por dois métodos de inoculacdo. Antes da inoculacdo os
frutos foram lavados e desinfetados com alcool 70%. No primeiro método foi
realizada a injecéo de 0,2 mL de suspensdo de esporos na concentracdo de 1x10*
conidios por mL. A suspensédo foi injetada em um orificio superficial de 2 mm de
diametro feito na casca. O orificio foi tampado com a casca que havia sido retirada e
recoberta com fita adesiva (Elmer 1996). Na testemunha foi injetada agua destilada
autoclavada. Os frutos foram mantidos no laboratério a temperatura de 25 + 3 °C, e
avaliados diariamente por 14 dias. Ap6s esse periodo foram seccionados para
avaliacdo dos sintomas. Foi realizado o reisolamento nos frutos inoculados para
completar o postulado de Koch. O experimento foi realizado em DIC com 3
repeticdes e repetido para confirmacao dos resultados.

A segunda metodologia empregada consistiu em ferimentos realizados com
multiagulhas e a deposicao sobre o ferimento de uma gota de 0,2 mL de suspensao
de esporos na concentracdo de 1x10* conidios por mL. Sobre a suspensdo foi
adicionado um algodao umido esterilizado recoberto com fita adesiva. Ap6s 24 horas
foi retirado o algoddo e mantido a fita adesiva sobre o ferimento. Os frutos foram
avaliados diariamente por 14 dias. Os frutos foram entdo seccionados para
avaliacao dos sintomas. Foi realizado o reisolamento para completar o postulado de
Koch. E o experimento foi realizado em DIC com 3 repeticbes e montando duas
vezes para confirmacéo dos resultados.

Para avaliacdo dos pressupostos da analise de variancia os residuos foram

submetidos ao teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos ao teste F e, em
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caso de significancia, foram comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade, por meio do programa R 3.1.3 (R Core Team 2015).

2.4  Caracterizacdo morfologica

Os isolados do FCSC e FIESC foram repicados em placas de Petri contendo
meio de Batata — dextrose — 4gar (BDA), incubados no escuro a 25 °C por 4 dias
para avaliacao da taxa de crescimento e aos 14 dias para avaliagdo da coloracdo da
colénia. Em Synthetic nutrient-poor Agar (SNA) contendo pedacos de folhas de
cravo estéreis, os isolados foram incubados a 20 °C sob fotoperiodo de 12 horas de
luz branca fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no escuro, por um
periodo de 10 a 14 dias para a avalicdo das caracteristicas micromorfolégicas como
tamanho, formato e origem de microconidios e macroconidios; tipos de fialides;
presenca de clamidésporos e producdo de microconidios em cadeias ou falsas
cabecas (Leslie e Summerell 2006). Foram realizadas 30 medicdes de cada

estrutura para comparag¢ao com as outras ja descritas na literatura.

3 RESULTADOS

3.1 Andlise filogenética

O alinhamento final da analise combinada do FCSC continha, 1262
caracteres, com 440 sitios variaveis, 257 sitios informativos para parciménia, 819
conservados. Dois isolados de abdbora obtidos de plantas com murcha, agruparam
com a sequéncia do isolado tipo da linhagem FCSC 1 com 98% de bootstrap e 1 de
probabilidade posterior na analise combinada, e 97% de suporte e 1 de
probabilidade posterior na andlise individual do gene EF-1a. J4 o isolado obtido de
fruto com podriddo agrupou com sequéncias de isolados de referéncia da linhagem
FCSC 2 (Fig. 1, Fig. 1S).
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CML 4008
7611l NRRL 28578 F. chlamydosporum
CML 4065
CBS 145.25" F. chlamydosporum
NRRL 34022 F. chlamydosporum
75/1NRRL 36539 F. chlamydosporum
NRRL 43631 Fusarium sp. FCSC 3
CML 3731
NRRL 36495 Fusarium sp. FCSC 2
95/1INRRL 43627 Fusarium sp.

NRRL 13338 F. nelsonii
L NRRL 28505" F. nelsori FCSC4
NRRL 43641 F. armeniacum
100/- NRRL 66246" F. tiaynera

ﬂ RBG 5743 F. aywerte

NRRL 34033 F. brachygibbosum
NRRL 45999 F. flocciferum

FCSC 1

100/1

NRRL 13459 F. concolor

20

Figural. Arvore filogenética de Méaxima parcimbénia de espécies do complexo Fusarium
chlamydosporum, usando sequéncias combinadas dos genes EF-7a e RPB2. Valores de
bootstrap 270% e de probabilidade posterior 20.90 sdo mostrados nos entrends. Valores
de Cl = 0.752, Rl = 0.719. Os isolados do estudo s&o indicados em negrito. Os isolados
Ex-type sdo indicados com T.

Inicialmente, foi realizada uma analise filogenética com todas as espécies do
FIESC disponiveis, para determinar com quais linhagens do complexo os isolados
agrupariam (arvore ndo mostrada). O conjunto de dados do alinhamento combinado
final das regides génicas EF-1a (522 pb), LSU (1116 pb), RPB2 (892 pb) e CAM
(701 pb) do FIESC das totalizaram 3231 pb, com 2541 caracteres conservados, 673
variaveis, 286 parcimonia informativos, sendo o gene CAM o mais informativo entre
todos nesta analise. Um isolado do FIESC agrupou no clado Equiseti do complexo
com o isolado tipo de F. lacertarum com 94% de suporte e 1 de probabilidade
posterior na andalise de EF-1a e 90% bootstrap e 1 de probabilidade posterior na
analise combinada. O outro isolado pertence ao clado Incarnatum, contudo nao
agrupou com nenhuma das linhagens conhecidas, representando uma nova
linhagem do FIESC, preliminarmente denominada FIESC 39 (Fig. 2, Fig.2S).
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NRRL 43638 Fusarium sp. 6
NRRL 5537 Fusarium sp. 8
NRRL 13402 F. scirpi 9
NRRL 3020 Fusarium sp. 10
NRRL 36372 Fusarium sp. 11
NRRL 6548 Fusarium sp. 12
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NRRL 36323 Fusarium sp. 3
NRRL 36448 Fusarium sp. 2
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NRRL 43635 Fusarium sp. 13
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Arvore filogenética de Maxima parciménia de espécies do complexo Fusarium
incarnatum - equiseti, usando sequéncias combinadas dos genes EF-7a, LSU, RPB2 e
CAM. Valores de bootstrap 270% e de probabilidade posterior 20.90 sdo mostrados nos
entrends. Valores de Cl = 0.689, Rl = 0.752. Os isolados do estudo s&o indicados em
negrito. Os isolados Ex-type s&o indicados com T.
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3.2 Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade o representante da FCSC 2 (CML 3731) causou
amarelecimento e reducdo do porte e do sistema radicular que variou de 30,0 a
67,0% e 25,0 a 50,0%, respectivamente. Em alguns vasos foi possivel observar a
formacdo de micélio de coloracdo purpura do fungo sobre a superficie (Fig. 3). Os
isolados do FIESC também causaram amarelecimento e reducdo do porte e do
sistema radicular das plantas (Fig. 4). A reducao provocada pelo isolado CML 3990
de F. lacertarum variou de 50,0 a 60,0% e 47,0 a 79,0%, respectivamente. J4 o
isolado CML 3905 da FIESC 40 provocou reduc¢éo de 30,0 a 47,0% e 40,0 a 55,0%
no porte e sistema radicular. Além disso, algumas plantas apresentaram pontuacdes
e rachaduras na regido do colo, e outras secaram 15 dias ap0s a emergéncia.
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Caracteres morfolégicos do estdgio assexuado da linhagem FCSC2 do complexo
Fusarium chlamydosporum e sintomas da doenc¢a em plantas e frutos de abobora. a - d:
cultura dos isolados em meio BDA; a-b: CML 3731, c-d: CML 4065. e: microconidios no
micélio aéreo, barra = 50 um. f: clamidésporos agrupados e solitarios, barra = 20 ym. g:
Polifialides, barra = 20 ym. h: microconidios, barra = 10 ym. i: sintomas causados em
plantas de abdbora. j: testemunha. k - I: sintomas em frutos de abdbora.
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Caracteres morfologicos do estagio assexuado de espécies do complexo Fusarium
incarnatum - equiseti e sintomas da doenca em plantas e frutos de abdbora. a — d:
cultura do isolado CML 3990 de Fusarium lacertarum em meio BDA e SNA. e — f: cultura
do isolado CML 3905 (FIESC 39) em meio BDA. g: macroconidios de F. lacertarum,
barra = 20 ym. h: macroconidios de FIESC 39, barra = 20 ym. i: sintomas causados em
plantas de ab6bora por F. lacertarum. j: causados em plantas de abdbora pela FIESC 39.
k - I: testemunha. m — o: sintomas em frutos de abdbora. p - s: sintomas em frutos de
abobora (CML 3905).
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Em relacdo a patogenicidade nos frutos, ndo houve diferenca significativa
entre os dois métodos de inoculagédo utilizados pelo teste F (P<0,05). Todos os
isolados diferiram da testemunha para os dois métodos utilizados de inoculagéo (Fig.
5). O isolado do FCSC nao causou leséo ou podriddo aparente na casca do fruto.
Entretanto, a polpa apresentava podriddo marrom seca que media de 1,5a 3,0 cm e
crescia de extensdo quando mais se aproximava da cavidade das sementes. Na
cavidade das sementes observa-se a presenca de micélio tanto na cavidade quanto
nas sementes (Fig. 4). O isolado de F. lacertarum provocou podriddo na casca e
amolecimento dos frutos com esporulacdo marrom claro sobre a lesdo. Na polpa, a
lesdo era seca e de coloracdo marrom e a medida que se aproximava da cavidade
das sementes, aumentava de tamanho. Era possivel observar a formagéo de micélio
na cavidade e nas proprias sementes. Os sintomas causados FIESC 39 eram

semelhantes ao de F. lacertarum, contudo a podriddo na polpa era umida (Fig. 4).

400 Método com Multiagulhas mMétodo com furador de inox
00 a

350 -
3,00 - a
2,50 -
2004  a : a
150 4
1,00 4
0,50 -

b b
0,00 . : :
CML 3731 CML 3905 CML 3990 Testemunha

Tamanho da les@o (cm)

Figura 5. Patogenicidade de espécies do FCSC e FIESC em frutos de abdbora (Cucurbita
moschata) utilizando o método de multiagulhas e o método com furador de inox. CML
3731: FCSC 2. CML 3905: FIESC 39. CML 3990: F. lacertarum.

3.3 Caracterizacdo morfologica

Os isolados do FCSC apresentaram as caracteristicas descritas na literatura
como coloragédo borgonha para os isolados FSCS (CML 3731) e FCSC (CML 4008)
e branca com centro marrom claro para o isolado CML 4065 em BDA (Fig. 3). A taxa
de crescimento aos quatro dias variou de 5,0 a 6,0 cm. Nao foi observada a
formacao de esporodoquio em SNA com folhas de cravo para nenhum dos isolados.

N&o foi possivel diferenciar os representantes da FCSC 1 dos FCSC 2. Para o
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isolado de F. lacertarum a taxa de crescimento variou de 4,5 - 6,0 cm e apresentou
em BDA coloracdo salmdo no centro e bordas bege pélido com esporoddquio
laranja. Os macroconidios de F. lacertarum eram falcados apresentando de 4 a 6
septos com predominancia de 5 septos que variou de 21,0 — 45,0 x 4,0 um com
célula apical e célula pé afiladas (Fig. 4). Ja o representante da nova linhagem
FIESC 39 apresentou taxa de crescimento variando de 6,0 - 6,2 cm e coloracdo em
BDA marrom escuro no centro com bordas marrom claro. O esporodéquio em SNA
com papel de filtro era de coloracdo laranja. Os mesoconidioes com 3 mediam de
35,0 — 38,5 x 2,5 — 4,0 um. Os macroconidios apresentavam de 4 a 5 septos com

predominéancia de 5 septos medindo de 40,0 — 47,5 x 2,5 - 5,0 um (Fig. 4).

4 DISCUSSAO

A linhagem FCSC 2 do complexo F. chlamydosporum, F. lacertarum e a nova
linhagem do complexo incarnatum-equiseti causam podriddo em frutos e murcha e
amarelecimento em plantas de abdbora no Brasil. Este é o primeiro relato dessas
espécies em abdbora no Brasil e no mundo.

A linhagem FCSC 1 abriga o isolado tipo de F. chlamydosporum e ainda
outros isolados de ambiente clinico, solo, folhas de Colocasia esculenta, Panicum
maximum, pimenta, tomate e graos de arroz (O’'Donnell et al. 2009; Pfenning et al.
2018). A linhagem FCSC 2 também agrupa isolados de ambiente clinico, solo,
ambiente veterinario e também foi registrado em associacdo com grdos de arroz
(O’Donnell et al. 2009; Pfenning et al. 2018). Fusarium chlamydosporum ja foi
relatado em abobora nos Estados Unidos, entretanto a identificacdo foi realizada por
morfologia (Wyenandt 2004).

O teste de patogenicidade em plantas evidenciou que o isolado da linhagem
FCSC 2 é patogénico a plantas de abdbora. Os sintomas mais evidentes foram
amarelecimento das mudas e reducdo do porte e do sistema radicular. Embora o
morfotipo F. chlamydosporum nédo seja considerado um patdgeno de plantas
importante, sendo encontrado frequentemente como saprobio e enddfito, espécies
deste complexo ja foram apontadas como patogénicas a plantas, causando murcha
e escurecimento dos tecidos vasculares em plantas de oliveira e fusariose em

abacaxi (Ibrahim et al. 2016; Trabelsi et al. 2018). Membros do FCSC apresentaram
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viruléncia moderada em testes de patogenicidade, causando murcha e podriddo do
colo em mudas de girassol (Nahar e Mushtag 2006). Em frutos de abdbora, o
representante da FCSC 2 foi capaz de causar doenca.. A podriddao na polpa era de
coloracdo marrom e de crescimento lento com formacdo de micélio dentro da
cavidade das sementes e nas proprias sementes. O FCSC ja foi apontado como
causador de podriddo em frutos de abdbora, entretanto as lesfes provocadas
ficaram restritas a polpa, ndo afetando a casca e as sementes (Wyenandt 2004).

O complexo FIESC é atualmente composto por 38 linhagens filogenéticas
provenientes dos mais diversos substratos, como cevada, trigo, milho, arroz, sorgo e
inseto (O’Donnell et al. 2009; 2012; 2018; Short et al. 2011; Villani et al. 2016; 2019;
Avila et al. 2019; Hartman et al. 2019; Maryani et al. 2019; Santos et al. 2019; Wang
et al. 2019). Fusarium lacertarum é uma das espécies nomeadas deste complexo é
ja foi relatada em associacdo a palha e grdos de arroz, cladédios de Nopalea
cochenellifera e plantulas de Casuarina equisetifolia (Favaretto et al. 2018;
O’Donnell et al. 2018; Santiago et al. 2018; Avila et al. 2019). A nova linhagem
preliminarmente denominada de FIESC 39 tem como espécies irmas FIESC 23 e
FIESC 24. As linhagens irmas FIESC 23 e 24 foram isoladas de arroz, rizoma de
Spartina, insetos e humanos (O’Donnell et al. 2009; 2012).

Em relacdo ao teste de patogenicidade em plantas foi confirmado que F.
lacertarum e a FIESC 39 sdo patogénicas a plantas de abdébora. Os sintomas mais
evidentes assim como do FCSC, foram amarelecimento das mudas e reducao do
porte e do sistema radicular. Entretanto, o representante da FIESC 39 causou morte
de plantulas. Espécies do FIESC foram registradas causando podriddo do colo em
plantas de meldo, pepino e Cucurbita pepo, podriddo da haste e raizes em
pimentdo, descoloracdo da coroa nas raizes do ginseng americano, murcha,
podriddo radicular e podriddo marrom no caule de couve-flor (Punja et al. 2007,
Chehri et al. 2011; Li et al. 2017; Naz et al. 2018). No Brasil, F. lacertarum foi
registrado causando podriddo e morte de cladédios de Nopalea cochenellifera e
damping-off em Casuarina equisetifolia (Favaretto et al. 2018; Santiago et al. 2018).
A reducéo no porte das plantas e no comprimento das raizes causado por FIESC ja
foram observadas em plantulas de trigo e cevada (Fedel-Moen e Harris 1987;
Strausbaugh et al. 2005). Strausbaugh et al. (2005) também observaram que FIESC

foi quem causou o maior impacto no comprimento total da raiz em cevada e trigo.
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A podriddo na polpa causada por FIESC também era de coloragdo marrom
com formagdo de micélio dentro da cavidade das sementes e nas proprias
sementes. Correll et al (1991) observaram que no campo em frutos de abdbora
lesbes causadas por FIESC que ocorriam sempre na parte do fruto em contato com
o solo, com aspecto encharcado na casca e presenca de micélio. E que os sintomas
ndo se desenvolveram em algumas frutas até depois da colheita. Conforme
verificado por Elmer (1996), os sintomas causados por FIESC identificado por
morfologia em abdbora podem variar de uma podridao seca pré-colheita com lesées
firmes circulares a ovais com até 2 cm de diametro e com centro deprimido e seco
categorizada com tipo 1, ou do tipo 2. A do tipo 2 é caracterizada como uma
podriddo pos-colheita com lesdes moles e levemente deprimidas com ou sem
aparéncia encharcada, com ou sem a presenca de micélio. Os sintomas observados
em abdboras tanto pelo isolados do FIESC quanto do FCSC foram do tipo 2.
Espécies do FIESC também foram registradas causando podriddo em frutos de
melédo na Coréia, Tailandia (FIESC 5), China (FIESC 17) (F. pernambucanum) e no
Brasil (FIESC 16) (Kim e Kim 2004; Oliveira et al. 2014; Cao et al. 2019; Nuangmek
et al. 2019).

Como membros do FCSC e FIESC sao produtores de micotoxinas, como
tricotecenos do tipo B e zearalenona que, ao serem ingeridas associadas aos
alimentos, causam graves efeitos sobre a salde humana e animal. Podem ocorrer
efeitos toxicos agudos ou cronicos, dependendo da dosagem e frequéncia da
exposicao (Jay 1994; O’'Donnell et al. 2018). A presenca desses grupos de fungos
nos frutos gera preocupacdo e acende um alerta sobre a importancia do

monitoramento da ocorréncia e o grau de contaminacéo dos alimentos.
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Figura 1S. Arvore filogenética de maxima parciménia de espécies do complexo Fusarium
chlamydosporum, usando sequéncias do gene EF-71a. Valores de bootstrap 270% e de
probabilidade posterior 20.90 sdo mostrados nos entrends. Valores de Cl = 0.801, RI =
0.774. Os isolados do estudo sdo indicados em negrito. Os isolados Ex-type sé&o
indicados com T.
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Arvore filogenética de maxima parcimonia de espécies do complexo Fusarium
incarnatum-equiseti, usando sequéncias do gene EF-1a. Valores de bootstrap 270% e de
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Tabela 1S. Sequéncias de isolados de referéncia dos complexos

utilizados nas analises filogenéticas.
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Fusarium chlamydosporum e Fusarium incarnatum-equiseti

Espécie 1Caodigo Linhagem  Substrato Origem No. do acesso do GenBank
EF-1a RPB2 CAM LSU
F. chlamydosporum CBS 145.25", CML 3734 FCSC 1 Pseudocaule de Honduras
bananeira

NRRL 28578, CBS FCsC1 Colocasia esculenta, Cuba GQ505405 GQ505469
615.87 Folha
NRRL 34022, UTHSC FCsC1 Seio paranasal humano  EUA GQ505416 GQ505480
93-2120
NRRL 36539, CBS FCSC1 Solo cultivado llhas Saloméo GQ505422 GQ505486
677.77

Fusarium sp. NRRL 36495, CBS FCSC 2 Solo Kuwait GQ505421 GQ505485
491.77
NRRL 43627, UTHSC FCSC 2 Lavagem brénquica EUA GQ505487 EF470213
05-3559 humana
RBG5743 - Solo Austrélia KP083250 KP083278

F. aywerte NRRL 43641, UTHSC - Olho de cavalo EUA GQ505430 GQ505494
06-1377

F. armeniacum NRRL 34033, UTHSC - Celulite de pé humano EUA GQ505418 GQ505482
97-99

F. brachygibbosum NRRL 13459, CBS - Restos vegetais Africa do Sul GQ505674 EF470115
691.87

F. concolor NRRL 45999, UTHSC Couro cabeludo EUA MH582383 GQ505497
06-3449 humano

F. flocciferum NRRL 13338, FRC R- FCSC4 Solo Austrélia GQ505402 GQ505466
2181

F. nelsonii NRRL 28505', CML1985, FCSC 4 Detritos de solo Africa do Sul GQ505404 EF470150
FRC R-8670

F. nelsonii NRRL 43631, UTHSC FCSC3 Perna humana EUA GQ505427 GQ505491
05-2441

Fusarium sp. MRC117, FRC T-227, FCSC5 Forragem de feijao Africa do Sul MH582447 MH582074

NRRL 13636




Tabela 1S. continua
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Espécie 1Cédigo Linhagem  Substrato Origem No. do acesso do GenBank
EF-1a RPB2 CAM LSU
Fusarium sp. MRC 35, FRC T-428, FCSC 5 Milheto Africa do Sul MH582448 MH582208
NRRL 13825
F. lacertarum NRRL 66246" Triodia microstachya Austrélia KP083266 KP083279
NRRL 20423", IMI FIESC 4 Pele de lagarto india GQ505593 GQ505771 GQ505505 GQ505682
300797 -
NRRL 36123, CBS FIESC 4 Desconhecido Desconhecido GQ505643 GQ505821 GQ505555 GQ505732
102300, BBA 70843
NRRL 52753, ARSEF FIESC 4 Larva de Brasil JF740828 JF741154 - JF740923
5219 crobipalpuloides
absoluta
1571B FIESC 4 Phoenix dactylifera EUA FJ895283 -
DAOM 213327 FIESC 4 Tomate Tailandia DQ842087 KU041860
CAS FIESC 4 Casuarina equisetifolia Brasil KM679358 KP727645
Km4 FIESC 4 Orobanche spp. Ird MF611751
F. equiseti NRRL 26419, CBS FIESC 14 Solo Alemanha GQ505599 GQ505777 GQ505511 GQ505688
307.94, BBA 68556 "° -
F. scirpi NRRL 13402, FRC R- FIESC 9 Solo de pinheiro Austrélia GQ505592 GQ505770 GQ505504 GQ505681
6363
Fusarium sp. NRRL 34039, UTHSC FIESC 1 Humano EUA GQ505639 GQ505817 GQ505551 GQ505728
96-1394
NRRL 36448, CBS FIESC 2 Semente de Phaseolus Sudéo GQ505652 GQ505830 GQ505564 GQ505741
384.92 vulaaris
NRRL 36323, CBS FIESC 3 Fio de algodao Inglaterra GQ505648 GQ505826 GQ505560 GQ505737
186.31
NRRL 25795, CBS FIESC 5 Semente de Disphyma Alemanha GQ505597 GQ505775 GQ505509 GQ505686
394.93, BBA 64265 crassifolium
UP-PA002 FIESC 5 Cucumis melo Tailandia MH521297 MH521295
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Espécie 1Cédigo Linhagem  Substrato Origem No. do acesso do GenBank
EF-1a RPB2 CAM LSU

Fusarium sp. NRRL 43638, UTHSC R- FIESC 6 Peixe boi EUA GQ505665 GQ505843 GQ505576 GQ505754
3500 .
NRRL 32997, UTHSC FIESC 7 Unha do pé humano EUA GQ505624 GQ505802 GQ505536 GQ505713
99-423
NRRL 5537, ATCC FIESC 8 Feno de festuca EUA GQ505588 GQ505766 GQ505500 GQ505677
28805
NRRL 3020, FRC R-6053 FIESC 10 Desconhecido Desconhecido GQ505586 GQ505764 GQ505498 GQ505675
NRRL 36372, CBS FIESC 11 Ar Netherlands GQ505649 GQ505827 GQ505561 GQ505738
235.79 Antilles
NRRL 6548, IMI 112503 FIESC 12 Trigo Alemanha GQ505589 GQ505767 GQ505501 GQ505678
NRRL 43635, UTHSC FIESC 13 Cavalo EUA GQ505662 EF470221 GQ505573 GQ505751
06-638
NRRL 34006, UTHSC FIESC 15 Olho humano EUA GQ505630 GQ505808 GQ505542 GQ505719
93-2692
NRRL 34004, UTHSC FIESC 16 BAL humano EUA GQ505628 GQ505806 GQ505540 GQ505717
94-2581
NRRL 36548, CBS FIESC 17 Banana Republica do GQ505655 GQ505833 GQ505567 GQ505744
190.60 Congo
NEAU-TG1 FIESC 17 Cucumis melo China MH920853 MH910492
NRRL 31167, MDA 10 FIESC 18 Expectoracdo humana EUA GQ505608 GQ505786 GQ505520 GQ505697
NRRL 43639, UTHSC FIESC 19 Peixe boi EUA GQ505666 GQ505844 GQ505577 GQ505755
04-135
NRRL 36575, CBS FIESC 20 Juniperus chinensis, Havai GQ505656 GQ505834 GQ505568 GQ505745
976.97 Folha
NRRL 13335, FRC R- FIESC 21 Alfalfa Australia GQ505590 GQ505768 GQ505502 GQ505679
2138
NRRL 34002, UTHSC FIESC 22 Seio etmoidal humano EUA GQ505626 GQ505804 GQ505538 GQ505715

95-1545
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Espécie 1Cédigo Linhagem  Substrato Origem No. do acesso do GenBank
’EF-1a RPB2 CAM LSU
Fusarium sp. NRRL 13379, FRC R- FIESC 23 Oryza sativa india GQ505591 GQ505769 GQ505503 GQ505680
5198, BBA 62200
NRRL 32867, FRC R- FIESC 23 Humano EUA GQ505616 GQ505794 GQ505528 GQ505705
8837
NRRL 43297, WE 22 FIESC 24 Rizoma de Spartina EUA GQ505657 GQ505835 GQ505569 GQ505746
NRRL 34005, UTHSC FIESC 24 Human intravitreal fluid EUA GQ505629 GQ505807 GQ505541 GQ505718
94-2471
NRRL 22244 FIESC 25 Arroz China GQ505596 GQ505774 GQ505508 GQ505685
NRRL 28714, ATCC FIESC 26 Ramo de Acacia sp. Costa Rica GQ505604 GQ505782 GQ505516 GQ505693
74289
NRRL 20722, IMI 190455 FIESC 27 Chrysanthemum sp. Quénia GQ505595 GQ505773 GQ505507 GQ505684
NRRL 28577, CBS FIESC 28 Lapide Roménia GQ505603 GQ505781 GQ505515 GQ505692
430.81
NRRL 25084, ARSEF FIESC 29 Ninfa de Adelphocoris Austria JF740715 JF741045 JF740883
1641 sp.
NRRL 52758 FIESC 30 Prosapia nr. bicincta Costa Rica JF740833 JF741159 JF740925
ITEM 11401 FIESC 31 Avena sativa Canada LN901578 LN901611 LN901594

'Abreviacdes das colecdes de cultura: CML: Colecdo Micoldgica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil.
NRRL: Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois, USA. CBS: Culture collection of the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre,
Utrecht, The Netherlands. FRC: Fusarium Research Center, University Park, PA, USA. UTHSC: University of Tennessee Health Science Center, TN, USA. RBG: Royal Botanic
Gardens Trust, Sydney, New South Wales, Austrdlia. ATCC: American Type Culture Collection, Manasas, VA, USA. IMI: CABI Biosciences, Egham, Surrey, England. ARSEF:
ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Ithaca, New York, USA. WE: Wade Elmer, Connecticut Agricultural Experiment Station, New Haven, CT, USA. MRC:
Former South African Medical Research Council Collection currently housed at the Agricultural Research Council, Pretoria, South Africa. ITEM: Microbial Culture Collection of
ISPA, Bari, Italy. 2Regi(”)es génicas: EF-1a: Fator de elongacdo 1-a. RPB2: Segunda maior subunidade da RNA polimerase. LSU: Maior subunidade do rDNA. CAM:

Calmodulina.
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