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RESUMO

Fusarium guttiforme pertence ao complexo de espécies Gibberella
fujikuroi (GFC) e ¢ considerado o agente etiologico da fusariose do abacaxizeiro
e podridao de frutos. Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar
isolados de F. guttiforme obtidos de plantas de abacaxi com sintomas de
fusariose, coletados em diversas regides produtoras do pais, por meio de analise
morfologica, filogenética e teste de patogenicidade. A analise filogenética foi
realizada com sequéncias parciais do gene da beta tubulina (tub2) e fator de
elongagdo 1-a (tefl), incluindo sequéncias da linhagem tipo e de isolados de
referéncia de diversas espécies pertencentes ao GFC. O teste de patogenicidade
foi realizado em mudas de abacaxizeiro em condi¢des controladas de
temperatura e umidade. Os marcadores morfologicos foram avaliados em 49
isolados, todos identificados como F. guttiforme. Nao foi possivel distinguir
variantes fenotipicos entre os isolados deste estudo. Todos os isolados
identificados como F. guttiforme agruparam com isolados de referéncia de F.
guttiforme ou F. ananatum obtidos do abacaxizeiro. A topologia da arvore
combinada dos genes teve maior influéncia do gene tub2. Na analise combinada
de maxima parcimonia e inferéncia bayesiana, foi observado um clado com
sequéncias de F. ananatum, descrito recentemente na Africa do Sul como agente
etiologico da podridao de frutos. Foi observado, ainda, um grupo parafilético de
isolados para-ananatum. O restante dos isolados deste estudo foi observado em
politomias e, sendo assim, ndo foi possivel inferir as relagcdes filogenéticas
destes. A maioria dos isolados estudados induziu necrose em mudas de abacaxi
da mesma forma que a linhagem tipo. Com base no conjunto de dados avaliado
neste estudo, pode-se inferir que, possivelmente, existam pelo menos trés
linhagens filogenéticas distintas de Fusarium associadas a fusariose do
abacaxizeiro no Brasil, porém, com base nas regides génicas avaliadas, ndo
houve resolucdo suficiente para suportar essa afirmacao.

Palavras-chave: Ananas comosus. Complexo Gibberella fujikuroi. Filogenia.
Patogenicidade.



ABSTRACT

Fusarium guttiforme, a member of Gibberella fujikuroi Complex (GFC),
is considered the causal agent of fusariosis in pineapple and fruit rot. The
objective of this work was to characterize isolates of F. guttiforme obtained from
plants of pineapple with symptoms of fusariosis collected in different pineapple
producing regions using morphological markers, phylogenetics and
pathogenicity tests. The phylogenetic analysis was done with partial sequences
of the beta tubulin gene (tub2) and elongation factor la (tefl), including
sequences of the type and reference material from different species of GFC. The
pathogenicity test was realized in slips of pineapple under controlled condition
of temperature and humidity. Forty nine isolates were evaluated morphologically
and identified as F. guttiforme. It was not possible to identify phenotypic
variants among isolates of this study. All of the isolates identified as F.
guttiforme grouped with representative isolates of Fusarium obtained from
pineapple. In the combined analysis of maximum parsimony and Bayesian
inference, reference sequences of F. ananatum were added, a species described
recently in South Africa as etiological agent of fruit rot. In addition, a group of
isolates, paraphyletic “para-ananatum”, was observed. The rest of the isolates of
this study was observed in polytomy, therefore it was not possible to infer the
phylogenetic relationships. Most of the isolates studied induced necrosis in slips
of pineapple. Based on the results of this study, there is evidence of the existence
of three phylogenetically distinct lines of Fusarium associated to pineapple in
Brazil. However, the genomic regions evaluated did not have sufficient
resolution to confirm this hypothesis.

Keywords: Ananas comosus. Gibberella fujikuroi Complex. Phylogeny.
Pathogenecity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de abacaxi e os estados
com maior producdo sdao Paraiba, Minas Gerais e Para (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2010). Os
principais problemas enfrentados pela cultura sdo de ordem fitossanitaria, nas
fases de produgdo e pds-colheita. A doenca mais importante do abacaxizeiro é a
fusariose, causada pelo fungo Fusarium guttiforme Nirenberg & O’Donnell. O
primeiro relato do patdgeno associado a esta cultura ocorreu na Argentina, em
1954 (ROHRBACH, 1994) e, dez anos depois, foi observado também no Brasil
(KIMATT; TOKESHI, 1964).

F. guttiforme pertence ao Complexo Gibberella fujikuroi (GFC). Este
complexo inclui um conjunto de espécies que compartilham caracteristicas
morfolégicas (LESLIE et al., 2007; PLOETZ, 2006). Porém, nem sempre os
marcadores morfolégicos sdo caracteres evolutivos conservados e confidveis
para agrupamento de espécies. Além disso, ndo existem marcadores suficientes
para a separagdo de espécies do género Fusarium e, logo, a sobreposicdo de
caracteristicas pode dificultar sua diferenciacdo (KVAS et al., 2009).

Na década de 1980, verificou-se que muitas espécies descritas com base
na morfologia continham populagdes distintas. Para identificar essas popula¢des
foi necessaria a avaliagdo de outras caracteristicas com base nos conceitos de
espécie bioldgica e filogenética (LESLIE et al., 2007). Apesar de inumeras
tentativas, para muitas espécies do GFC ndo foi evidenciada a producdo de
peritécios férteis em cruzamentos (DESJARDINS, 2003).

A filogenia estuda as relagdes de parentesco entre espécies. Estudos
filogenéticos comprovaram que, na maioria das morfoespécies, como F. solani

(Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder & Hansen, F. graminearum
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Schwabe, F. oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen ocorre grande
diversidade intraespecifica (LESLIE et al., 2007; GEISER et al., 2004).

A espécie F. guttiforme ¢ responsavel pelos sintomas de fusariose e
podriddo dos frutos de abacaxi (PLOETZ, 2006). A ocorréncia desses dois tipos
de sintomas em frutos levou a uma reavaliagdo dos isolados de F. guttiforme.
Jacobs e colaboradores, em 2010, analisaram as relacdes filogenéticas e a
morfologia de isolados de Fusarium associados ao abacaxizeiro no Brasil € na
Africa do Sul. As avaliagdes mostraram que os isolados africanos representaram
uma espécie distinta dos isolados brasileiros de F. guttiforme, que foi descrita
como Fusarium ananatum A. Jacobs, Marasas & van Wyk.

O objetivo geral do estudo foi caracterizar isolados de Fusarium
associados ao abacaxizeiro, no Brasil, por meio de analise morfolégica,
filogenética e patogenicidade. Os objetivos especificos foram: i. obter uma
ampla colecao de isolados das varias regides produtoras de abacaxi; ii. analisar e
comparar marcadores morfologicos da espécie F. guttiforme obtida do
abacaxizeiro; iii. inferir as relagdes filogenéticas de isolados de Fusarium
associadas ao abacaxizeiro e espécies do complexo G. fujikuroi utilizando as
sequéncias parciais dos genes codificantes do fator de elongacdo 1-o e beta

tubulina e iv. verificar a patogenicidade dos isolados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da fusariose do abacaxizeiro

O abacaxi pertence a familia Bromeliaceae, género Ananas, espécie A.
comosus (L.) Merril. O centro de origem da cultura é o hemisfério ocidental,
América Tropical e Subtropical, estando as regides de maior diversidade
concentradas no Brasil Central, a partir de onde o abacaxizeiro se disseminou
para o mundo (CRESTANI et al., 2010).

Os principais paises produtores sdao Brasil, Tailandia, Filipinas,
Indonésia, China e India. No Brasil, o abacaxi ¢ produzido em quase todas as
regides e os estados da Paraiba, Minas Gerais e Pard respondem por 54% da
producdo total do pais (IBGE, 2010). Atualmente, a abacaxicultura enfrenta
sérios problemas de ordem fitossanitaria, sendo as doengas as principais
limitagdes para a produgdo e a exportagdo de frutos. A fusariose € considerada a
doenga mais destrutiva da cultura, com perdas estimadas em até 20% do material
de propagagdo vegetativa e de 30% a 40% no mercado de frutas (VENTURA,
2009; PLOETZ, 2006).

O primeiro relato da doenga ocorreu na Argentina, em 1954 e, dez anos
depois, foi observada no Brasil (ROHRBACH, 1994). Atualmente, o patdgeno
encontra-se disseminado na Bolivia, Paraguai e Uruguai (PLOETZ, 2006). No
Brasil, o primeiro relato da doenca foi no estado de Sdo Paulo, na variedade
‘Smooth Cayenne’ (KIMATI; TOKESHI, 1964) e, por meio de material de
plantio infectado, o patéogeno disseminou-se rapidamente para todas as regides
produtoras de abacaxi do pais (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

O principal sintoma da fusariose do abacaxizeiro ¢ a formagdo de goma
caracteristica a partir dos tecidos infectados. Podem ser observados também

curvatura no apice do talo, encurtamento do talo, redu¢do no desenvolvimento
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da planta, morte do meristema apical e clorose (PIRES DE MATOS, 1995;
PLOETZ, 2001). Nos estadios iniciais, os sintomas da doenca sdo quase
imperceptiveis, levando os agricultores a utilizarem material propagativo doente
no plantio. Sendo assim, a comercializagdo de mudas contaminadas ¢ a principal

forma de disseminag¢do do patogeno (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002)

2.2 Diversidade de populacfes de Fusarium guttiforme em abacaxi

O género Fusarium representa um dos grupos de fungos mais
importantes do filo Ascomycota. Esses patogenos estdo distribuidos por diversos
tipos de habitats e inimeros taxa (PLOETZ, 2006; LESLIE; SUMMERELL,
2006). Neste contexto, o conhecimento da etiologia de patdogenos ¢é essencial
para tragar estratégias de controle (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

Segundo o conceito de espécie morfoldgica, atribuiu-se o nome F.
subglutinans ao agente etiologico da fusariose do abacaxizeiro (NELSON;
TOUSSON; MARASAS, 1983). Os marcadores morfologicos que agruparam as
espécies foram microconidios formados em falsas cabecas, nunca em cadeias ¢ a
partir de monofidlides ou polifialides. Apds confirmacdo da especificidade do
patdégeno ao abacaxizeiro, por meio de testes de inoculagdo cruzada com F.
subglutinans sensu latu do abacaxi e provenientes de outros hospedeiros, foi
proposta a forma specialis F. subglutinans f. sp. ananas (VENTURA;
ZAMBOLIM; GILBERTSON, 1993).

Posteriormente, o patdégeno foi renomeado como F. guttiforme, baseado
na andlise filogenética das sequéncias parciais dos genes que codificam as
proteinas da beta tubulina, fator de elongacdo 1-a, calmodulina e caracteristicas
morfologicas, como formato obovoide dos microconidios, polifidlides com, no
maximo trés aberturas conidiogénicas ¢ em maior quantidade que monofialides,

conidiéforos eretos ou prostrados. Neste trabalho, foram utilizados nove isolados
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de Fusarium do abacaxi (NIRENBERG; O’DONNELL, 1998; O’ DONNELL,;
CIGELNIK; NIRENBERG, 1998).

A espécie F. guttiforme ¢ responsavel pelos sintomas de fusariose e
podriddo dos frutos de abacaxi (PLOETZ, 2006). A ocorréncia destes dois tipos
de sintomas em frutos de abacaxi levou a uma reavaliagdo dos isolados de F.
guttiforme. Jacobs et al. (2010) analisaram morfologia e relagdes filogenéticas
entre isolados de Fusarium obtidos de frutos de abacaxi do Brasil e da Africa do
Sul, assim como outras espécies do complexo G. fujikuroi, com base nas
sequéncias parciais dos genes codificantes do fator de elongagdo 1-a, histona Hj
e PB-tubulina. As avaliagdes mostraram que os isolados africanos representam
uma espécie distinta dos isolados brasileiros, que foi descrita como F. ananatum
sp. nov. Os sintomas associados a ambos, F. guttiforme e F. ananatum, eram
bastante similares, porém, menos severos no caso de F. ananatum. Os sintomas
de F. guttiforme nos frutos incluiam, inicialmente, descolora¢do dos tecidos
infectados que se tornavam rebaixados com esporulacdo rosa e exsudacdo de
goma. Similar descoloragdo dos tecidos ocorria em F. ananatum; a area
rebaixada aparecia em forma de “V” e ndo era observada exsudag¢do de goma

(JACOBS et al., 2010).

2.3 Conceitos de espécie no Complexo Gibberella fujikuroi (GFC)

A maioria das espécies de Fusarium foi descrita antes da década de
1990, pelo conceito de espécie morfoldégica. Com base nesse conceito
acreditava-se que cada espécie, como F. solani, F. graminearum, F. oxysporum
e F. subglutinans, representava uma unica espécie cosmopolita (O’DONNELL
et al., 2008; LESLIE et al., 2007; GEISER et al., 2004). Atualmente, devido a
grande diversidade intraespecifica, sabe-se que cada morfoespécie compreende,

na verdade, um complexo de espécies. F. guttiforme pertence ao GFC, que inclui
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numerosas espécies micotoxicogénicas e/ou fitopatogénicas (AQUIJI et al.,
2010; PLOETZ, 2006).

Dentro do conceito de espécie morfologica, os marcadores nao
necessariamente sao caracteristicas conservadas e confidveis para diferenciar a
maioria das espécies de Fusarium. Além disso, ndo existem marcadores
morfoldgicos suficientes para a separacdo dessas espécies. Logo, pode ocorrer
sobreposicao, dificultando esta diferenciacdo (KVAS et al., 2009).

Na década de 1980, verificou-se que muitas espécies descritas
morfologicamente continham populagdes distintas que poderiam ser
diferenciadas pela aplicagdo de outras técnicas ou conceitos de espécie. A
ferramenta mais valiosa para delimitar espécies aplicando o conceito bioldgico &
o cruzamento, no qual a geracdo de descendentes férteis seria condicao essencial
para isolados serem considerados de uma mesma espécie (LESLIE et al., 2007).

Atualmente, o GFC inclui dez espécies bioldgicas ou mating populations
(MPs) bem caracterizadas, que vao desde MPA até MPJ. Porém, apesar de
inimeras tentativas, para muitas espécies do GFC ainda ndo foi observada a
produgdo de peritécios férteis (DESJARDINS, 2003).

Sendo assim, para agrupar individuos de populagdes que ndo sdo
capazes de formar peritécios, o conceito de espécie filogenética tem sido
amplamente utilizado. Em estudos de filogenia comprovou-se que a
classificagdo com base em morfologia subestimava muito a verdadeira
diversidade dentro do género (O’DONNELL et al., 2008).

A analise filogenética de genes permite estabelecer taxonomia por meio
do arranjo de trés ou mais genes que possuam sinal filogenético. Este conjunto
de dados pode ser usado para inferéncias filogenéticas e/ou estudos de
populagdes. A analise filogenética de genes provou ser bastante 1util para

delimitar com precis@o espécies do género Fusarium e, sendo assim, o conceito
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de espécie filogenética revolucionou a taxonomia de fungos (O’DONNELL et
al., 2010).

Foi observado, por Lima et al. (2009), que os sintomas da malformagao
da mangueira estdo associados a pelo menos trés agentes etiologicos: F.
sterilihyphosum, F. mangiferae e Fusarium sp., nova linhagem descrita por estes
autores, que foi posicionada no clado Americano do GFC. Essas espécies podem

ser distinguidas apenas por meio de analise filogenética (LIMA et al., 2009).

2.4 Métodos para a construcdo de arvores filogenéticas

A filogenia estuda as relagdes de parentesco entre espécies. Todas as
inferéncias em biologia comparativa dependem da precisdo dos métodos para o
estudo das relagdes evolutivas (KOLACZKOWSKI; THORNTON, 2004). Para
analisar um conjunto de dados, arvores filogenéticas compostas de nos e
ramificagdes sdo geradas. Os nods externos representam os tdxons € os nos
internos inferem a espécie ancestral dos respectivos taxons. As ramifica¢des
conectam os nds e representam a quantidade de alteragdo genética que ocorreu
entre né ancestral e seu descendente (HALL, 2007).

Para a construg¢do de arvores filogenéticas existem inimeros programas
computacionais com funcionamento baseado em algoritmos. Os métodos mais
frequentemente utilizados sdo: (i) métodos baseados na distancia evolutiva, em
que um programa converte as sequéncias alinhadas em uma matriz de distdncia
baseada em comparagdes das sequéncias par a par. A partir dessa matriz seré
computado o comprimento dos ramos da arvore e (ii)) métodos baseados em
caracteres: (1) método baseado em maxima parcimdnia, no qual um programa de
computador procura pela topologia que apresenta o menor numero de
substituicdes nucleotidicas para representar aquele conjunto de dados e (2)

inferéncia bayesiana, utiliza modelos de evolugdo e programas para procurar
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pela melhor arvore, consistente com ambos, o modelo e o alinhamento
(HUELSENBECK et al., 2001; MAU; NEWTON, 1997; SAITOU; NEI, 1987;
SWOFFORD; BERLOCHER, 1987).

Os métodos baseados em distdncias sdo neighbor-joining (NJ) e
minimum evolution (ME).

Atualmente, NJ (SAITOU; NEI, 1987) praticamente substituiu UPGMA,
por ser mais eficiente e simples. Este método analisa as sequéncias do
alinhamento par a par e constréi uma matriz de distancias evolutivas, a partir da
qual sera gerada uma arvore bifurcada (GASCUEL; STEEL, 2006). Em NJ, o
comprimento dos ramos da 4arvore estd relacionado com o numero de
substituicdes de nucleotideos ocorridas entre duas sequéncias em um
alinhamento multiplo. Quanto menor este comprimento, menor a quantidade de
substituicdes. Este método, geralmente, ¢ explorado para gerar hipdtese
evolutiva inicial entre um dado ntimero de espécies (TAMURA; NEI; KUMAR,
2004).

M¢étodos de ME e NJ praticamente ndo se diferenciarem na topologia
das arvores geradas, porém, como as arvores do ME s3o mais curtas e facilmente
criadas, sdo menos precisas que NJ. Sendo assim, o método de NJ explica
melhor um conjunto de dados (GASCUEL; STEEL, 2006).

Os métodos baseados em caracteres sdo maxima parcimonia (MP),
maximum likelihood (ML) e inferéncia bayesiana. MP avalia diversas arvores
geradas a priori para selecionar a topologia com um nimero minimo de
mudancas nos estados dos caracteres. ML e inferéncia bayesiana representam
uma abordagem estatistica probabilistica de filogenia. Este critério seleciona a
topologia que tem uma maior probabilidade de ocorrer em um conjunto de
dados. A probabilidade ¢ calculada com referéncia em um modelo evolutivo a
partir do qual se assume que todos os dados se enquadram (KOLACZKOWSKI;
THORNTON, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados

Neste estudo foram utilizados 68 isolados de Fusarium associados ao
abacaxizeiro, incluindo 4 cedidos pela cole¢do de culturas National Centre for
Agricultural Utilization Research, Pretoria, IL, USA (NRRL); 10 cedidos pela
colegdo de culturas do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural (Incaper); 37 da Colecdo Micoldgica de Lavras (CML) e 21
obtidos recentemente de plantas e frutos de abacaxi, coletados no Espirito Santo
e em Minas Gerais, depositados também em CML.

O isolamento do material coletado no ES e MG foi realizado apos a
fragmentagdo dos tecidos com sintomas, desinfestagdo superficial e
plaqueamento em meio malte 2% soélido. As culturas com morfologia tipica de
Fusarium foram transferidas para placas de Petri contendo meio SNA a partir de
onde as culturas monosporicas foram obtidas. Essas culturas foram preservadas
por dois métodos: (i) em agua destilada esterilizada e armazenada a 10°C, no
escuro (CASTELLANI, 1939) e (ii) criopreservacdo a partir de suspensdo de
esporos em 15% glicerol a -80°C (SMITH; ONIONS, 1994), na Colegdo
Micoloégica de Lavras (CML), Laboratério de Sistematica e Ecologia de Fungos,

Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Caracterizacdo morfoldgica

Neste estudo foram caracterizados morfologicamente 49 isolados,
incluindo em 4 da colecdo NRRL, 18 da CML, 10 da colecdo INCAPER e 21
coletados para este estudo. Os isolados NRRL25295, NRRL 25297, NRRL
25298 ¢ NRRL 25624, previamente classificados como F. guttiforme, foram
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utilizados como referéncia (NIRENBERG; O’DONNELL, 1998); os que foram
coletados e cedidos pelo Incaper foram caracterizados para identificagdo e
depdsito na colecdo (CML) e os 18 CML foram recaracterizados para a
comparagdo com os isolados coletados.

A caracterizagdo morfoldgica dos isolados deste estudo foi realizada de
acordo com Nirenberg ¢ O’Donnell (1998). Os isolados foram crescidos em
meios batata dextrose agar (BDA), synthetic low nutrient agar (SNA) com folha
de cravo e incubados, a 20°C, em camara de crescimento tipo BOD, no escuro e
sob fotoperiodo de 12 horas, respectivamente. A morfologia e a taxa de
crescimento das colonias foram avaliadas em BDA apods quatro dias da
inoculagdo. A pigmentacdo foi avaliada em BDA 14 dias apds inoculagdo.
Foram utilizadas trés repeti¢des por isolado.

As caracteristicas micromorfologicas foram avaliadas em SNA com
folha de cravo, entre 10 e 14 dias ap6s a inoculagdo. Analisaram-se o tamanho, o
formato e a septagdo dos conidios produzidos no micélio aéreo e esporodoquio.
A medi¢do dos conididforos (polifidlides e monofidlides) e a contagem do
nimero de aberturas conidiogénicas foram realizadas com auxilio de

microscopio optico.

3.3 Extragdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada pelo protocolo de Leslie ¢ Summerell
(2006), adaptado pelo Laboratério de Sistematica e Ecologia de Fungos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), utilizando o tampao CTAB. O fungos
foram cultivados em meio liquido a base de extrato de malte 2%, por trés dias,
em temperatura ambiente ¢ sob agitacdo de 100 rpm. O micélio foi filtrado,
macerado em nitrogénio liquido, transferido para microtubos de 1,5 mL

contendo tampao CTAB 2% e mantido em banho-maria, a 65°C, por 20 minutos.
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Foram adicionados 600 pL de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) & mistura,
que foi centrifugada. A fase aquosa foi recuperada e a ela foram adicionados 400
pL de isopropanol gelado. A mistura permaneceu no freezer por 20 minutos e
foi centrifugada. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado (pellet) foram
adicionados 500 pL de etanol 70%. A suspensdo foi centrifugada e o etanol
sobrenadante descartado. O pellet foi seco em estufa a 60°C e o DNA
ressuspendido em solugdo tampao TE 1x (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

3.4 Sequenciamento de DNA e andlise filogenética

Foram selecionados 61 isolados de Fusarium associados ao abacaxizeiro
com base em diferentes regidoes de coleta, para o sequenciamento do fragmento
do gene tub2 (O’DONNELL; CIGELNIK, 1997). Um total de 30 isolados,
selecionados a partir dos grupos gerados na analise de tub2, foram utilizados
para analise filogenética do gene tefl (O’DONNELL; CIGELNIK;
NIRENBERG, 1998). Na andlise individual dos genes, foram utilizadas 22
sequéncias do gene tub2 e 28 sequéncias do gene tefl como referéncia. Essas
sequéncias pertencem ao GFC e foram adquiridas a partir do GenBank (Tabela
1). Para a analise combinada dos genes tefl e tub2 pelos métodos de NJ, MP e
inferéncia bayesiana, foram utilizados 27 isolados deste estudo e 17 de

referéncia de outras espécies do GFC do GenBank (Tabela 1).



Tabela 1 Sequéncias de referéncia utilizadas na analise filogenética
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Acesso GenBank

Espécie 3C6digo de acesso Btub2 “tefl

F. ananatum CMW 18685 (ex type) DQ282174* DQ282167

CMW 18688 DQ282175* DQ282168

CMW 18687 DQ282176* DQ282169

CMW 18686 DQ282178* DQ282171

CMW 28597 EU668309 EU668312

CMW 28598 EU668310 EU668313

CMW 28599 EU668311 EU668314

NRRL 53131 HM347128

F. anthophilum NRRL 13602 Ue6l1541 AF160292

F. begoniae NRRL 31851 AY329045 AY329036

NRRL 25300 (ex-type) AF160293

F. bulbicola NRRL 13618 (ex-type) U61546 AF160294

F. concentricum NRRL 29944 AF333951 AF333935

F. guttiforme NRRL 22945 U34420 AF160297
KSU 05035 AY222291

MRC 7539 (ex-type) DQ282172% DQ282165

MRC 6783 DQ282173* DQ282166

MRC 6782 DQ282177* DQ282170

F. nygamai NRRL 13448 (ex-type) U34426 AF160273

F. oxysporum NRRL 26374 AF008518 AF008483

F. proliferatum NRRL 53578 GU737292 GU737400

F. phyllophilum NRRL 13617 U34432 AF160274

F. pseudocircinatum NRRL 22946 U34427 AF160271

F. subglutinans NRRL 22016 U34417 AF160289
F. sacchari U34414 HM347125

F. succisae KSU 03832 AY222289

NRRL13613 AF160291

F. mangiferae HM135539 HM135531

G. moniliformes KSU 12911 AY 665679 AY 662325

F. bulbicola NRRL 13618 U61546 AF160294

F. sterilihyphosum NRRL 54011 GU737307 GU737415

G. circinata NRRL 29945 AF333946 AF333930
G. circinata NRRL 26432 AF333945

*Abreviagdes das colegdes de culturas: CML = Cole¢do Micologica de Lavras,
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brasil; MRC: Medical Research Council, Tygerberg, Cidade de Cape, Africa do Sul.
NRRL: National Centre for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, USA. CMW:
Colegdo micoldgica de Mike Wingfield, TPCP, FABI, Universidade da Pretoria, KSU:
Kansas State University, Manhattan, Kansas, USA; bSequéncias do gene tub2 obtidas do
GenBank, NCBI; “Sequéncias do gene tefl obtidas do GenBank, NCBI; *Sequéncias que
ndo se alinharam
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Para a amplificagdo do fragmento do gene tefl foram utilizados os
primers Ef-1 (forward; 5’-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef2
(reverse; 5’-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3") (O’DONNELL et al., 1998).
Na reagdo para amplifica¢do do gene tub2, os primers utilizados foram TI
(forward; 5’-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’) e T2 (reverse; 5’-
TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG-3") (O’DONNELL; CIGELNIK, 1997).

As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador My Cycler ™
(BIO-RAD). As condigdes de ciclo para tefl foi de acordo com os seguintes
passos: (1) desnaturagdo, a 94°C, por 1 minuto; (2) seguido por 34 ciclos de
desnaturacdo, a 94°C, por 30 segundos; (3) anelamento, a 62°C, por 45
segundos; (4) extensdo, a 72°C, por 1 minuto e (6) extensdo final, a 72°C, por 5
minutos (O’DONNELL et al., 1998). Para tub2, o programa de ciclos foi: (1)
desnaturacdo, a 94°C, por 1 minuto; (2) seguido por 34 ciclos de desnaturagdo, a
94°C, por 30 segundos; (3) anelamento, a 61°C, por 45 segundos, (4) extensao, a
72°C, por 1 minuto e (6) extensdo final, a 72°C, por 5 minutos (O’DONNELL,;
CIGELNIK, 1997).

O produto amplificado pela PCR foi purificado com o kit GenElute PCR
Clean-up Kit (Sigma-Aldrich) e os fragmentos visualizados em transiluminador
apos eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium®).

O sequenciamento dos fragmentos génicos foi realizado em
sequenciador automatico MEGA BACE®, no Laboratério de Gendmica da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), nas direcdes senso e antissenso. No
programa SeqAssem (HEPPERLE, 2004), os eletroferogramas do material
sequenciado foram analisados visualmente ¢ editados. As sequéncias geradas
foram comparadas com o banco de dados GenBank do National Center for
Biotechnological Information (NCBI), utilizando o programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-

bin/BLASTY/). Sequéncias de referéncia correspondentes aos genes tub2 e tefl,
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das espécies do GFC, previamente depositadas no GenBank, foram
acrescentadas as andlises (Tabela 1).

Alinhamentos multiplos das sequéncias nucleotidicas foram gerados
utilizando-se o programa CLUSTALW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994), implementado pelo programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
5 (MEGA 5) (TAMURA et al., 2011) e corrigidos manualmente.

A anélise filogenética bayesiana foi realizada com o programa MrBayes
3.1 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003), utilizando o modelo de substituicdo
nucleotidica K2+E (KIMURA with Equal distribution) para a analise combinada
das sequéncias de tefl e tub2. Foram realizadas duas analises, cada qual
contendo quatro cadeias de Markov avaliadas durante 10.000.000 de geragdes e
amostradas a cada 100 geragdes. Vinte e cinco por cento das 10.000 arvores
geradas foram descartadas (25% of burning) e a arvore de consenso calculada foi

visualizada com o auxilio do programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011).

3.5 Verificacao da patogenicidade dos isolados

Os ensaios para determinar a patogenicidade dos isolados de Fusarium
foram conduzidos no Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural, Incaper,
em Vitoria, ES, de fevereiro a junho/2011. O teste foi realizado em cadmara de
crescimento com mudas de abacaxizeiro, de acordo com Ventura (1994). Devido
ao alto padrao de suscetibilidade, foram utilizadas, em todos os testes, mudas da
cultivar Pérola, sem aplica¢do de fungicida, da Fazenda Experimental do Incaper
em Sooretama, ES.

O isolado NRRL25624 de F. guttiforme foi utilizado como referéncia
dos sintomas incitados pelo patdogeno. Alguns isolados de F. subglutinans, como
isolados ATCC 38933, patogénico ao sorgo e ATCC 201270 e ATCC 201271,

patogénico ao milho, foram utilizados como tratamento adicional ou controle



23

negativo dos sintomas. A testemunha absoluta foi inoculada com agua destilada
autoclavada.

O teste foi realizado com 16 isolados deste estudo (Tabela 3). Na base
das mudas de abacaxi foram feitas perfura¢des. Para a padronizagdo do tamanho
dos ferimentos, foi utilizando uma ferramenta adaptada. Sobre as perfuragoes,
foi aplicada uma suspensio de conidios com concentragio ajustada para 2 x 10°
conidios mL'. As mudas inoculadas foram mantidas em camara de crescimento
tipo BOD, a 25°C, por 20 dias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repetigdes.

No final do periodo de avaliagdo, o didmetro das lesdes no ponto de
inoculagdo foi medido. Os valores de severidade da doenga foram calculados por
meio da escala de notas de Ventura (1994), sendo: (-) auséncia de tecidos
necroticos; (+) lesdes limitadas ao local da inoculag@o, menores que 2 mm; (++)
lesdes abrangendo extensdo de 3 a 9 mm; (+++) lesdes que se estendem de 10

até 15 mm e (++++) lesdes com mais de 15 mm.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao morfologica

A caracterizacdo morfologica foi realizada com 49 isolados, sendo 18 da
CML, 10 da colecdo Incaper e 21 coletados para este estudo deste estudo
(Tabela 2). Os isolados NRRL25295, NRRL 25297, NRRL 25298 ¢ NRRL
25624, da espécie F. guttiforme, foram utilizados como referéncia
(NIRENBERG; O’DONNELL, 1998).

Dentre os isolados que foram obtidos de coletas recentes em MG ¢ ES,
21 apresentaram marcadores morfologicos tipicos de F. guttiforme, como
microconidios obovoides (em formato de gota), geralmente sem septo,
produzidos a partir do micélio aéreo em falsas cabecas, polifialides e auséncia de
clamidésporo (APENDICE). Estes isolados foram depositados na CML como F.
guttiforme.

O diadmetro médio das coldnias de 43 isolados deste estudo e 4 isolados
de referéncia, apos quatro dias de incubagio no escuro, a 20°C, em BDA, variou
de 3,5 a 5,5 cm. Os quatro isolados de referéncia apresentaram taxa de
crescimento maior que 4 cm. Dentre os isolados deste estudo, 39
apresentaram crescimento da coldonia maior que 4 cm e oito foram menores
que 4 cm (Tabela 2).

O padrao de coloragdo da parte superior e inferior das coldnias foi
avaliado nos 49 isolados crescidos em BDA, a 20°C, fotoperiodo 12 horas
luz/12 horas escuro. Todos os isolados analisados apresentaram coloragdo
branca, tanto na superficie superior das colonias quanto do micélio aéreo.

A coloragdo da superficie inferior das colonias variou de branco a
purpura. Uma mistura das cores plrpura e branca foi observada em dois dos

isolados de referéncia (NRRL 25295 ¢ NRRL 25298) e mais quinze isolados. O
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isolado NRRL 25624, juntamente com nove isolados avaliados, apresentou
coloragdo rosa-claro. A coloragdo rosa-escuro foi observada no isolado NRRL
25297 e em mais trés isolados deste estudo; 13 isolados apresentaram coloragao
purpura e 12 apresentaram colorac¢do branca (Tabela 2).

Alguns isolados crescidos nas mesmas condi¢des e meios de cultura,
porém, em épocas diferentes, ndo mantiveram o padrdo de coloragdo. Na
presente avaliagdo, cinco isolados apresentaram coloragcdo rosa-claro e os
isolados CML 2099 e CML 2079, coloragao branca e purpura, respectivamente.
Em outra avaliagdo, realizada trés meses apo6s avaliagdo anteriormente
mencionada, o isolado CML 2079 apresentou coloragdo branca e o isolado CML
2099, coloragdo purpura em uma repeti¢do e branca nas outras duas repeti¢des.
Os outros cinco isolados mantiveram o padrio de coloragao rosa-claro, nos dois
experimentos.

Foi realizada a caracterizagdo micromorfologica em SNA, a 20°C,
fotoperiodo 12 horas, com 38 isolados deste estudo e 4 isolados de referéncia.
Foram mensurados micro, macroconidios e polifialides. A maioria dos isolados
apresentou polifidlides com duas aberturas conidiogénicas, tendo apenas seis
deles apresentado de uma a trés aberturas.

Os isolados NRRL 25295 e NRRL 25298 e mais cinco isolados
caracterizados apresentaram polifidlides medindo de 11 pm a 30 um de
comprimento. O restante dos isolados apresentou polifidlides medindo, no
minimo, 15 um a 40 um. Todos os isolados avaliados apresentaram polifidlides
tanto prostradas quanto eretas, inclusive um isolado de referéncia NRRL 25298
(Tabela 2).

Os microconidios mensurados apresentaram formato obovoide e/ou
oval, sem septo em sua maioria ou ocasionalmente com um septo. O tamanho
dos microconidios, na maioria dos isolados, variou de 7 pm a 20 um de

comprimento (APENDICE). Um isolado apresentou microconidios maiores
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variando de 15 um a 28 pm de comprimento. A largura dos conidios de todos os
isolados avaliados variou de 2 pm a 3 um.

Os esporodoquios de coloragdo laranja foram observados em apenas
cinco isolados e em pequena quantidade, exceto pelos isolados CML 2078 e
CML 2079 (APENDICE). Os macroconidios apresentaram formato quase reto,
com célula apical conica e célula pé, exibiram de 3 a 5 septos e mediram de 30-
60 x 3-4 pm.

Os macroconidios, em sua maioria, foram produzidos no micélio aéreo.
Esses esporos apresentaram laterais retas, sem distingdo de célula pé e célula
apical, medindo 35-55 x 3-4 um de largura, contendo 3 a 4 septos.
Macroconididos maiores, de 35-70 x 3-4 um e 3 a 7 septos, foram observados
em seis isolados. Nao foi relatada a producao de clamidésporos e nao foi

constatada a presenca de morfotipos entre os isolados avaliados neste estudo.



Tabela 2 Andlise morfologica dos isolados associados ao abacaxizeiro

Macromorfologia

Micromorfologia

CML?  Outro cod® Origem ‘Coloracdo  “Txcresc  Micro  Polifidlide  Macro Septos
**1063 NRRL25295 Brasil, ES purpuratbranco 4,5x4,3 7-20x2-3 22-30 40-60 x 3-4 3-6
h%1064 NRRL25297 Brasil, ES rosa escuro 46x43 7-20x2-3 25-35 °40-50 x 3-4 3-6
*1065  NRRL25298 Brasil, ES purpuratbranco 4,3x4,4 7-25x2-3 20-30 35-40 x 3-4 3-6
*1067 NRRL25624 Brasil, ES rosa claro 4,7x4,5 9-22x2-3 25-37 37-42 x 3-4 3-4
902 Presidente Kennedy, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
903 Presidente Kennedy, ES  branco 3,3x3.2 Nd Nd Nd Nd
905 Presidente Kennedy, ES  ptrpura+branco Nd Nd Nd Nd Nd
906 Presidente Kennedy, ES  parpurat+branco 4,2 x 4,5 Nd Nd Nd Nd
907 Fazenda Jaqueira, ES parpuratbranco 4,3 x 4,5 Nd Nd Nd Nd
910 Fazenda Jaqueira, ES rosa escuro 44x42 9-21x2-3 22-35 35-55x3-4 34
911 Fazenda Jaqueira, ES purpuratbranco 4,5x4,4 7-20x2-3  22-33 37-50 x 3-4 3-4
912 Marataizes, ES purpura 43x44 7-20x2-3 25-35 35-40x 34 3-4
913 Marataizes, ES purpuratbranco 4,5 x 4,6 Nd Nd Nd Nd
914 Marataizes, ES rosa escuro 42x4,0 7-25x2-3 22-33 35-40 x 3-4 3-4
915 Marataizes, ES rosa escuro Nd Nd Nd Nd Nd
916 Marataizes, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
918 Marataizes, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
919 Marataizes, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd

LT



Tabela 2, continuagio

Macromorfologia

Micromorfologia

CML*  Outro cod® Origem ‘Coloracdo  “Txcresc  Micro  Polifidlide  Macro Septos
921 Marataizes, ES branco 45x43 7-22x2-3 22-33 35-55x3-4 3-4
923 Jegoriuma, ES branco 42x4,0 7-20x2-3 20-35 35-45x 3-4 3-4
924 Jegoriuma, ES branco Nd Nd Nd Nd Nd
925 Jegoriuma, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
926 Brejo dos Patos, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
930 Santa Rita, PB Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1023 Cana3, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1026 Canai, ES purpura+branco Nd Nd Nd Nd Nd
1027 Canai, ES Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1030 Itaberaba, BA Nd Nd Nd Nd Nd Nd

"1034 E 197 Sdo Paulo purpuratbranco 3,3x3,2 7-23x2-3 20-32 40-70 x 3-4 3-6

1035 E 199 Mato Grosso do Sul parpuratbranco 3,6 x3,5 7-25x2-3 20-32 45-70 x 3-4 3-6

037 E 269 Janauba, MG purpuratbranco 4,2x4,0 7-23x2-3 20-32 40-70 x 3-4 3-6
1041 Itaberaba, BA branco 43x4,0 7-25x2-3 22-35 35-40 x 3-4 3-6
1043 Santa Rita, PB Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1044 Santa Rita, PB Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1045 Santa Rita, PB Nd Nd Nd Nd Nd Nd
1051 Espirito Santo purpuratbranco 3,3x3,5 Nd Nd Nd Nd
1053 Bahia purpuratbranco 4,2 x 4,0 Nd Nd Nd Nd

8¢



Tabela 2, continuagao

Macromorfologia

Micromorfologia

Outro

CML? cod” Origem ‘Coloracdo  “Tx cresc Micro Polifialide Macro Septos
1057 Fruta, MG purpurat+branco 4,3 x 4,1 Nd Nd Nd Nd
2078 Monte Alegre, MG purpura 34x33  7-25x2-3 11-28 £30-45 x 3-4 3-4
2079 Monte Alegre, MG purpura 34x33 10-21x2-3 15-35 £35-60 x 3-4 3-4
2085 Marataizes, ES branco 45x44 7-20x2-3 22-30 £35-40 x 3-4 3-4
1086 Marataizes, ES rosa claro 46x44 7-25x2-3 3-31 36-42x 3-4 3-4
1087 Marataizes, ES rosa claro 43x42 10-20x2-3 25-32 35-40x 3-4 3-4
2089 Marataizes, ES rosa claro 43x4,1 10-23x2-3 20-32 35-60 x 3-4 3-6
2092 Marataizes, ES rosa claro 46x4,5 7-19x2-3 22-32 35-50x 3-4 3-5
2093 Marataizes, ES rosa claro Nd 7-20 x 2-3 Nd Nd Nd
2095 Marataizes, ES branco Nd 9-20 x 2-3 Nd Nd Nd
2097 Marataizes, ES purpura Nd 10-21 x 2-3 Nd Nd Nd
2098 Marataizes, ES rosa claro Nd 7-25 x 2-3 Nd Nd Nd
"2099 Marataizes, ES branco Nd 7-20 x 2-3 Nd Nd Nd
12100 Cach. Itapemirim, ES  branco Nd 7-25 x 2-3 Nd Nd Nd
2101 Cach. Itapemirim, ES  puarpura Nd 10-25x 2-3 Nd Nd Nd
2103 Cach. Itapemirim, ES  purpura Nd 10-22 x 2-3 Nd Nd Nd
2105 Cach. Itapemirim, ES  purpura Nd 10-20 x 2-3 Nd Nd Nd
2106 Sooretama, ES purpura Nd 7-23 x 2-3 Nd Nd Nd
2109 Sooretama, ES parpura Nd 15-28 x 2-3 Nd Nd Nd

6¢



Tabela 2, conclusio

Macromorfologia Micromorfologia
CML?®  Outro cod® Origem ‘Colorac&o “Txcresc  Micro  Polifidlide Macro Septos
2114 Sooretama, ES  purpura Nd 7-22x2-3 Nd Nd Nd
2118 Sooretama, ES  ptrpura Nd 7-23x2-3 Nd Nd Nd
2119 Jaguaré, ES purpura Nd 8-25x2-3 Nd Nd Nd
2130 E433 Ceara branco Nd 9-19x2-3 Nd Nd Nd
2144 E447 Ceara purpurat+branco Nd 7-20x 2-3 Nd Nd Nd
2146 E449 Ceara purpurat+branco Nd 7-22x2-3 Nd Nd Nd
2149 E452 Ceara rosa claro Nd 10-22 x 2-3 Nd Nd Nd
2150 E453 Ceara rosa claro Nd 8-20 x 2-3 23-37 Nd Nd
2153 E456 Ceara purpura Nd 9-21x2-3 22-32 Nd Nd
2154 E457 Ceara branco Nd 7-15x2-3 23-30 Nd Nd
2159 E477 Ceara Nd Nd Nd Nd Nd Nd
2160 E480 Ceara Nd Nd Nd Nd Nd Nd

?Codigo de acesso das colegdes de culturas: CML = Colegdo Micologica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade
Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil; E = Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural - Incaper,
Vitoria, Espirito Santo, Brasil; NRRL = National Centre for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, USA. “Coloragdo das
colonias: culturas crescidas em BDA, a 20°C, com fotoperiodo de 12 horas; IMeédia de trés repeticdes das medi¢des da taxa de
crescimento das colonias em cm. Culturas crescidas em BDA, a 20°C, escuro; fPolifidlides com niimero de aberturas conidiogénicas
variando de 1 a 3; lsolados que produziram esporodéquio em folha de cravo; "Isolados com polifialides eretas e prostadas; *Isolados
de referéncia da colecdo NRRL; **Isolado ex-holotype; Nd — Isolado ndo analisado quanto a essa caracteristica

0¢
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4.2 Anélise filogenética

A principio, nenhum agrupamento entre os isolados deste estudo foi
gerado devido a falta de variabilidade morfoldgica. Para reunir argumentos
suficientes da ocorréncia de diversidade dentro da amostragem realizada, foram
inferidas as relagdes filogenéticas entre os isolados deste estudo e isolados de
referéncia do GFC. As regides génicas utilizadas foram beta tubulina (tub2) e
fator de elongagdo 1a. (tefl).

A amplificagdo dos fragmentos génicos por PCR gerou produtos de 520
pb e 640 pb, para tub e tefl, respectivamente. As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias de outras espécies do GFC disponiveis no
GenBank. As sequéncias com mais de 96% de similaridade foram utilizadas
como referéncia. O isolado NRRL 26374 de F. oxysporum foi utilizado como

outgroup, em todas as analises realizadas neste trabalho.

4.2.1 Anélise do gene da beta tubulina (tub2)

Para a analise filogenética do gene tub2, um total de 61 isolados,
previamente caracterizados morfologicamente, foram sequenciados e 22
sequéncias do GenBank foram utilizadas como referéncia. A analise filogenética
foi realizada pelos métodos de Neighbor-Joining (NJ) e método de maxima
parciménia (MP). O alinhamento das sequéncias com inser¢do de gaps gerou
545 caracteres para a comparacdo das espécies. A exclusdo dos caracteres ndo
informativos resultou em um total de 34 caracteres informativos. A procura
heuristica no conjunto de dados gerou 1.126 arvores parcimoniosamente
informativas; neste trabalho foi mostrada a arvore consenso gerada pelo método

de MP (Figura 1).
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Os isolados avaliados deste estudo formam distribuidos em clado A,
clado B e grupo 1 (Figura 1). O clado A, composto de 21 isolados deste estudo
com baixo suporte de boostrap, ndo agrupou a nenhuma sequéncia de referéncia

utilizada neste trabalho.

No clado B, as sequéncias de referéncia de F. ananatum se
diferenciaram em duas linhagens irmas. Uma dessas linhagens contém trés
sequéncias de F. ananatum formando um clado distinto com 63% de bootstrap e
a outra linhagem foi composta apenas do isolado NRRL 22945. Na base do
clado de F. ananatum, foi observada uma politomia, em posi¢do parafilética,
contendo um isolado de referéncia de F. guttiforme, mais 13 isolados deste
estudo, que serdo chamados de isolados “para-ananatum”. Pela analise do gene
tub2, considerando todo o clado B, os isolados de referéncia de F. ananatum e

os isolados para-ananatum pertencem a mesma espécie (Figura 1).

O clado C ¢ composto por oito espécies de referéncia do GFC. Na base
deste clado foram observados 22 isolados deste estudo, uma linhagem
filogenética contendo trés isolados deste estudo e mais dois isolados de

referéncia de F. guttiforme em politomia.
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Figura 1 Arvore consenso inferida do alinhamento das sequéncias de beta
tubulina enraizada com o isolado NRRL26374 de F. oxysporum. Os
valores de bootstrap maiores que 60% obtidos da arvore de MP estéo
indicados acima dos ramos Os valores de bootstrap maiores que 60%
obtidos da arvore de NJ estdo indicados abaixo dos ramos
*Representa os isolados que contém sequéncias com o gene tefl
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4.2.2 Anélise do gene do fator de elongacao (tefl)

Na andlise filogenética do gene tefl, um total de 30 isolados foi
utilizado. Na analise realizada pelos métodos de NJ e MP, um total de 28
sequéncias de referéncia do GFC foi incluido (Tabela 3).

O alinhamento do gene tefl com inser¢do de gaps gerou 428 caracteres
para a comparacao das espécies. A exclusdo dos caracteres ndo informativos
resultou em um total de 22 caracteres informativos. A procura heuristica no
conjunto de dados gerou 162 arvores parcimoniosamente informativas; neste
trabalho foi mostrada a arvore consenso gerada pela analise de MP (Figura 2).

Foi observada a formagao de dois clados distintos, clado A e clado B. A
maioria dos isolados deste estudo se agrupou no clado A com isolados de
referéncia de F. guttiforme (62% de suporte de bootstrap). No clado A, foram
identificadas duas linhagens filogenéticas e o restante dos isolados formou uma
politomia. A linhagem 1 contém o isolado CML 1034 mais um isolado de
referéncia de F. guttiforme e a linhagem 2 foi composta por cinco isolados deste
estudo. No clado A, além dos isolados de referéncia de F. guttiforme,
agruparam-se dois isolados de referéncia da espécie F. begoniae.

O clado B, com alto suporte de bootstrap (90%), foi composto de todas
as sequéncia de referéncia de F. ananatum, sem isolados deste estudo. Pela
analise do gene tefl, F. ananatum ¢ um grupo monofilético distinto de F.

guttiforme e todos os isolados deste estudo pertencem a espécie F. guttiforme.
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Figura 2 Arvore consenso inferida do alinhamento das sequéncias do fator de

elongacdo la, enraizada com o isolado NRRL 26374 de F. oxysporum.
Os valores de bootstrap maiores que 60% obtidos da arvore de MP
estdo representados acima dos ramos. Os valores de bootstrap maiores
que 60% obtidos da arvore de NJ estdo representados abaixo dos
ramos. As sequéncias em negrito representam isolados “para-
ananatum” da arvore individual de tub2 (Figura 1). As sequéncias
sublinhadas correspondem aos isolados do clado A da arvore
individual de tub2 (Figura 1) « Corresponde aos isolados do grupo 1 da
arvore individual de tub2 (Figura 1)
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4.2.3 Analise combinada dos genes tub2 e tefl

Considerando o principio da concordancia genealogica de genes para
reconhecimento de espécies filogenéticas (Genealogical concordance
phylogenetic species recognition, ou GCPSR (Taylor et al., 2000), os
alinhamentos dos dois genes (tub2 e tefl) foram combinados, gerando arvores
pelos métodos de NJ, MP e por inferéncia bayesiana. Para a construcdo das
arvores foram utilizados 27 isolados deste estudo e 18 de referéncia de outras
espécies do GFC do GenBank.

O alinhamento combinado do conjunto de dados com inser¢do de gaps
gerou 952 caracteres para a comparagdo das espécies. A exclusdo dos caracteres
ndo informativos resultou em um total de 38 caracteres informativos. A procura
heuristica no conjunto de dados gerou 513 Aarvores parcimoniosamente
informativas; neste trabalho foram mostradas as arvores consenso geradas por

MP (Figura 3) e inferéncia bayesiana (Figura 4).

A topologia das arvores combinadas foi bastante similar a topologia da
arvore individual do gene tub2. Foi observada a formagdo de dois clados nas
arvores geradas por MP e inferéncia bayesiana: o clado A, contendo quatro
isolados de referéncia de F. ananatum e mais nove isolados para-ananatum. Os
isolados de F. ananatum formaram um grupo monofilético e os isolados para-
ananatum uma politomia na base clado em posi¢do parafilética (Figura 3 e 4).
Este agrupamento foi inferido também na analise individual do gene tub2, com
alto suporte de bootstrap (Clado B, Figura 1).

Na base do clado A foram observados nove isolados deste estudo
(Grupo A, Figura 3 e 4). Dentre estes isolados, trés formaram uma linhagem

filogenética, a linhagem 1 e o restante dos isolados formaram uma politomia. Na
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arvore individual do gene tub2, os isolados do grupo A correspondem ao clado

A (Figura 1).
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F. oxysporum NRRL 26374
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Figura 3 Arvore consenso inferida do alinhamento combinado das sequéncias de
beta tubulina e fator de elongagdo 1a, enraizada com o isolado NRRL
26374 de F. oxysporum. Os valores de bootstrap maiores que 60%
obtidos da arvore de MP estio representados acima dos ramos. Os
valores de bootstrap maiores que 60% obtidos da arvore de NJ estdo
representados abaixo dos ramos. As sequéncias em negrito representam
isolados “para-ananatum” da arvore individual de tub2 (Figura 1). As
sequéncia sublinhadas correspondem aos isolados do clado A da arvore
individual de tub2 (Figural)sRepresenta os isolados do grupo 1 da

arvore individual de tub2 (Figura 1)
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Na base do n6é ancestral dos agrupamentos mencionados anteriormente
(clado a, grupo A) foram observados oito isolados deste estudo, mais uma
linhagem filogenética (2), dois isolados de referéncia de F. guttiforme e um
isolado de referéncia de F. begoniae, formando uma politomia (Grupo B, Figura
4e5).

Pela analise combinada dos genes, todos os isolados de referéncia de F.
ananatum formaram um grupo monofilético. Os isolados para-ananatum

formaram um grupo parafilético a este clado.
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Figura 4 Arvore construida por inferéncia bayesiana do alinhamento combinado
das sequéncias de beta tubulina e fator de elonga¢do 1a, enraizada com
o isolado NRRL 26374 de F. oxysporum. Ramifica¢cdes com mais de
60% de probabilidade posterior bayesiana estdo representados acima
dos ramos. As sequéncias em negrito representam isolados “para-
ananatum” da arvore individual de tub2 (Figura 1). As sequéncias
sublinhadas representam os isolados do clado A da arvore individual de
tub2 (Figura 1) Indicam isolados do clado A da &rvore individual de tub2

(Figura 1)
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4.3 Verificacéo da patogenicidade dos isolados

Foram avaliados 16 isolados deste estudo quanto a patogenicidade.
Todas as mudas utilizadas no teste permaneceram em camara de crescimento
tipo BOD, a 25°C, por 20 dias. O isolado NRRL 25624, referéncia dos sintomas
induzidos por F. guttiforme, quando inoculado em mudas, incitou sintomas
tipicos da doenca e o tamanho médio das lesdes nas trés repeticdes foi de 8,3
mm. Os isolados de outras espécies, utilizados como tratamento adicional,
quando aplicados em suspensdo sobre os ferimentos, produziram micélio ralo e
ndo foram capazes de provocar necrose dos tecidos (APENDICE). A testemunha
permaneceu assintomatica (Tabela 4).

Os isolados deste estudo induziram lesdes necrdticas em todas as
inoculag¢des, semelhantes as lesOes observadas nas mudas inoculadas com o
isolado de referéncia. O tamanho das lesdes variou desde lesdes limitadas ao
ponto de inoculagio até necrose com mais de 15 mm de extensio (APENDICE).

Para completar os postulados de Koch, foi realizado reisolamento dos
fungos a partir das lesdes necroticas. Os isolados recuperados apresentaram
culturas tipicas dos isolados inoculados e a identidade dos fungos foi confirmada

por meio da morfologia.



Tabela 3 Teste de patogenicidade dos isolados associados ao abacaxizeiro

CML? Outro cod® Espécie Hospedeiro ’Média das lesdes ‘Nota
IATCC 38933 F. subglutinans Sorghum bicolor - B
IATCC 201270 F. subglutinans Zea mays - B
IATCC 201271 F. subglutinans Zea mays - -
°NRRL 25624 F. guttiforme A. comosus 83 et

2159 E477 F. guttiforme A. comosus 17,7 -+
2160 E480 F. guttiforme A. comosus 19,3 +H++
901 F. guttiforme A. comosus 18,7 ++++
903 F. guttiforme A. comosus 18,3 -+t
905 F. guttiforme A. comosus 20,3 et
906 F. guttiforme A. comosus 83 +++
910 F. guttiforme A. comosus 9,7 ++++
912 F. guttiforme A. comosus 10,7 4+
914 F. guttiforme A. comosus 27 ++++
923 F. guttiforme A. comosus 1,3 -

1034 F. guttiforme A. comosus 5,7 +++
1035 F. guttiforme A. comosus 1,3 +

1041 F. guttiforme A. comosus 14,7 et
1051 F. guttiforme A. comosus 233 +H++
2099 F. guttiforme A. comosus 19,7 et

*Abreviagdes das colegdes de culturas: CML = Cole¢do Micoldgica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal
de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil; E = Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural - Incaper, Vitéria,
Espirito Santo, Brasil; NRRL = National Centre for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, USA; ATCC = American Type-
Culture Collection; ®Valor médio do tamanho das lesdes das trés repeticoes em milimetros (mm); “Nota de severidade de acordo com
Ventura, 1994; ‘Controle negativo sintomas ndo incitados por F. guttiforme; “Controle positivo dos sintomas incitados por F.
guttiforme em abacaxizeiro

184
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5 DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi inferir as rela¢des filogenéticas de
isolados de Fusarium associados ao abacaxizeiro e espécies do complexo G.
fujikuroi (GFC). Estudos anteriores, realizados com o patossistema Fusarium
guttiforme-abacaxizeiro, utilizando marcadores morfologicos e filogenia,
basearam-se em um numero restrito de isolados adquiridos de frutos no Brasil,
Havai, Inglaterra e Africa do Sul (O’DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG,
1998; JACOBS et al., 2010). Este ¢ um dos primeiros estudos a abranger uma
maior quantidade de isolados de Fusarium obtidos de plantas e frutos de abacaxi
de regides produtoras do Brasil.

Geralmente, espécies delimitadas pelo conceito morfologico de espécie,
como Fusarium, sio compostas por mais de uma espécie ou linhagem
filogenética. A distingdo morfologica e filogenética entre isolados de Fusarium
do abacaxi ndo foi observada e, sendo assim, toda a populagdo foi reconhecida
como unica espécie, F. guttiforme (O’DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG,
1998; JACOBS et al., 2010).

Em estudo relacionado foram observadas pelo menos nove espécies
filogenéticas distintas associadas & malformagdo distribuidas pelo GFC. No
clado Americano, estdo presentes cinco dessas espécies (LIMA et al., 2009;
COLINA et al., 2010), duas no clado Africano e duas no clado Asiatico
(COLINA et al., 2010).

Sendo assim, acredita-se que dentro da espécie F. guttiforme também
existam diferentes espécies filogenéticas que possam ser identificadas utilizando

ferramentas moleculares.
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5.1 Morfologia

Pelo reconhecimento de espécies através da morfologia, os isolados
avaliados neste estudo apresentam caracteristicas tipicas de espécies do GFC,
tipo F. guttiforme.

Foi observada, no presente trabalho, variagdo na colora¢do das colonias,
de branco a purpura. A coloragdo dos isolados CML 2079 e CML 2099
diferenciou-se entre repeticdes e avaliacdes em diferentes tempos. Sendo assim,
coloragdo ndo foi um marcador consistente para caracterizagdo macromofologica
desses isolados.

As polifialides da espécie F. guttiforme podem ser tanto eretas quanto
prostradas (O’DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG, 1998). Essa
caracteristica foi observada nos isolados deste estudo e no isolado NRRL 25297,
referéncia da espécie F. guttiforme. Entretanto, em trabalho relacionado, as
caracteristicas morfologicas da espécie de F. guttiforme foram reavaliadas e as
polifialides produzidas por esta espécie foram sempre prostradas. Os autores
também descreveram a espécie de F. ananatum e relataram que as polifialides
eram apenas eretas (JACOBS et al, 2010). Sendo assim, a posi¢do de
polifidlide, de acordo com esses autores, ndo foi informativa para distingdo dos
isolados avaliados no presente estudo.

Na descri¢do da espécie F. ananatum, a producdo de macroconidios a
partir de esporoddéquio nunca foi observada. Porém, uma caracteristica tipica de
F. guttiforme é rara produgido de esporoddquio. Sendo assim, pela avaliacdo
deste marcador morfoldgico, ndo foi possivel identificar F. ananatum dentre os
isolados deste estudo.

Em espécies do género Fusarium ndo existem caracteres morfologicos
suficientes para distingdo da maioria das espécies. Neste estudo, os isolados de

Fusarium associados ao abacaxizeiro foram identificados como F. guttiforme.
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Devido a falta de variagdo na morfologia dos isolados avaliados, ndo foi possivel
realizar a distingdo de morfotipos. O’Donnell et al. (2008), ao avaliarem
marcadores morfologicos de espécies de Fusarium associadas ao milho, néo
conseguiram distinguir F. aethiopicum de trés outras espécies do complexo F.
graminearum (F. graminearum, F. vorosii e F. asiaticum). Essas espécies foram

separadas apenas por filogenia de multilocus.

5.2 Filogenia

Como, neste estudo, a analise morfologica ndo deu indicios de
diversidade entre os isolados analisados, foi realizada a analise filogenética
utilizando as regides génicas tub2 e tefl. Essas regides foram selecionadas por
apresentarem alta capacidade de distingdo de espécies filogenéticas dentro do
GFC. Ambos os genes s3o adequados para sistematica em nivel de espécie
dentro deste complexo (O’DONNELL et al., 2000a; O’DONNELL;
CINGELINK, 1997).

Neste estudo, a analise do gene tub2 dividiu o conjunto de dados em
diferentes grupos filogenéticos, porém, o gene tefl ndo apresentou essa mesma
capacidade distingao.

Dentre as sequéncias de referéncia de tub2 disponiveis no GenBank, um
total de trés sequéncias de F. ananatum e trés sequéncias de F. guttiforme ndo
puderam ser utilizadas neste trabalho, devido a diferencas no comprimento da
regido amplificada pelos primers utilizados por Jacobs et al. (2010). No presente
estudo, os primers amplificaram os exons do gene de 1 a 4 ¢ geraram fragmentos
em torno de 540 pb. Os primers utilizados Jacobs et al. (2010) abrangeram os
exons de 1 a 5 e geraram fragmentos de, aproximadamente, 1.330 pb. As
sequéncias dos isolados de F. ananatum e F. guttiforme foram reduzidas a 220

pb e 348 pb, respectivamente, correspondendo aos exons 4 ¢ 5. Sendo assim, o
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encurtamento dessas sequéncias impossibilitou seu alinhamento com sequéncias
deste estudo. De um total de sete sequéncias de F. ananatum disponiveis, quatro

foram utilizadas neste estudo.

5.2.1 Analise do gene tub2

A andlise de MP do gene tub2 dividiu parte do conjunto de dados em
trés clados. O clado A, com baixo valor de suporte de bootstrap, ¢ composto por
21 isolados deste estudo (Figura 1). Como nenhuma sequéncia de referéncia
agrupou-se ao conjunto de dados, a espécie que representa este agrupamento nao
foi definida. Sendo assim, o clado A, possivelmente, representa uma nova
linhagem filogenética dentro do GFC. Porém, como os valores de suporte
bootstrap ndo foram confidveis, outras andlises devem ser realizadas para testar
essa hipodtese.

Em estudo relacionado, Lima et al. (2009) relataram uma nova espécie
filogenética, nomeada de Fusarium sp., associada & malformacdo da mangueira
no Brasil, utilizando AFLP e sequéncias parciais dos genes tefl e tub2.
Fusarium sp. formou um clado tinico em todas as analises realizadas por esses
autores e na arvore combinada dos genes, ¢ o clado F. sterilihyphosum formou
uma espécie irma a esta linhagem encontrada. Dessa forma, a técnica de AFLP e
o sequenciamento de mais regides génicas poderiam ser realizados com os
isolados clado A deste estudo, para averiguar a hipdtese de nova espécie
filogenética.

As sequéncias de referéncia de F. ananatum agruparam-se no clado B,
formando duas linhagens irmas. Uma linhagem é composta apenas pelo isolado
NRRL 22945, antes classificado como F. guttiforme (NIRENBERG;
O’DONNELL, 1998) e recentemente renomeado para F. ananatum (JACOBS et

al., 2010). A outra linhagem foi composta por um grupo monofilético contendo
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trés sequéncias de referéncia de F. ananatum e 13 isolados para-ananatum,
parafiléticos na base deste clado em uma politomia (Figura 1). Os isolados do
clado F. ananatum compartilham caracteres apomorficos com seu respectivo
ancestral, o que define a condi¢do de monofilia. Este clado permanece ligado ao
grupo para-ananatum por compartilhar caracteres plesiomorficos.

Cingelink e O’Donnell (1997) analisaram espécies do GFC, antiga
seccdo Liseola (NELSON; TOUSSON; MARASAS, 1983), que excluem as
espécies produtoras de clamidosporos. Algumas espécies, como F. dlaminii
Marasas, Nelson & Toussoun, F. napiforme Marasas, Nelson & Rabie e F.
nygamai Burgess & Trimboli, apresentam caracteristicas morfoldgicas tipicas do
GFC, porém, sdo produtoras de clamidosporos, sendo, portanto, chamadas “tipo-
liseola”. Na analise filogenética de espécies do GFC utilizando os genes tub2,
ITS (Internal Transcribed Spacer) e menor subunidade mitocondrial, as espécies
tipo-liseola formaram um grupo parafilético. Sendo assim, a produgdo de
clamiddsporos ¢ um carater plesiomoérfico compartilhado pelo ancestral comum
de espécies do GFC (Secgdo Liseola) e espécies tipo-liseola produtoras de

clamiddsporo.

5.2.2 Andlise do gene tefl

Pela andlise do gene tefl, evidenciou-se divisdo de F. guttiforme ¢ F.
ananatum em dois clados irmdos: o clado A, com isolados de referéncia de F.
guttiforme, F. begoniae e 31 isolados deste estudo € o clado B, com 9 isolados
de referéncia de F. ananatum (Figura 2). Resultados semelhantes foram
observados por Jacobs, et al. (2010) que, a partir da analise filogenética de
multilocus, utilizando os mesmo genes avaliados neste trabalho e sequéncias do
gene histona Hj, relataram essas espécies como grupos irmaos, um grupo

contendo isolados de F. ananatum da Africa do Sul e outro grupo, isolados de F.
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guttiforme do Brasil. Porém, a espécie de F. begoniae ndo se agrupou com
nenhuma dessas espécies, como ocorreu no presente estudo.

Como a maioria dos isolados deste estudo formou uma politomia na
arvore do gene tefl, as relacdes filogenéticas entre estes isolados permaneceram

indefinidas.

5.2.3 Andlise combinada dos gene tub2 e tefl

Para aumentar a confiabilidade da analise filogenética foi construida a
arvore combinada dos genes. O gene tub2 teve mais influéncia sobre a topologia
da arvore que o gene tefl (Figura 3 e 4).

Foi observada a formagdo de dois grupos irmaos com 99% de suporte de
bootstrap pela analise de MP e por inferéncia bayesiana: o primeiro grupo, clado
B, composto por cinco espécies do GFC e o segundo grupo, composto pelo
clado A e politomias.

Na arvore gerada pelo método de MP (Figura 3), o clado com 61%
bootstrap agrupou somente os isolados associados ao abacaxizeiro, enquanto na
arvore construida por inferéncia bayesiana (Figura 4), no clado constituido pelos
isolados do abacaxi, agrupou-se também um isolado de referéncia de F.
begoniae.

Dentro do grupo de isolados do abacaxi, foi observada uma politomia na
base do clado A (Grupo A, Figura 3 e 4). O clado A, juntamente com os isolados
do grupo A, formou um clado maior, com alto suporte estatistico (99% bootstrap
e 100% probabilidade posterior bayesiana), a partir do que foi observada outra
politomia. Sendo assim, ndo houve resolucdo para inferir relagdes entre os
isolados que permaneceram em politomia.

O clado A de F. ananatum e o grupo de isolados para-ananatum foram

também observados na arvore individual de tub2 (Clado B, Figura 1). A espécie
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de F. ananatum formou um grupo monofilético e o grupo para-ananatum
permanece ligado a este clado por compartilhar caracteres plesiomorficos com a
espécie ancestral (Figura 3 e 4).

Como o clado F. ananatum, os isolados para-ananatum e um isolado de
referéncia F. guttiforme (origem brasileira) surgiram a partir do mesmo né
ancestral. Provavelmente, a espécie ancestral ao clado A ¢ de origem sul-
americana. Essa hipotese ¢ baseada no fato de que o centro de origem das
plantas cultivadas é considerado o local de maior diversidade genética, tanto da
cultura quanto dos patégenos associados. Dessa forma, o centro de diversidade é
o local que apresenta maior risco de surgimento de novos patogenos (BANKE;
PESCHON; MCDONALD, 2004).

Banke, Peschon e Mcdonald (2004) verificaram alta variabilidade
genética Mycosphaerella graminicola no centro de origem do trigo. Foram
analisadas sequéncias de beta tubulina, actina, Sts2 e o padrao de RFLP de
isolados de M. graminicola coletados no Oriente Médio ¢ na Europa,
considerados “mundo velho”, € América do Norte, América do Sul e Australia,
“mundo novo”. Os isolados coletados no mundo velho, centro de origem do
trigo, apresentaram maior numero de haplétipos que os isolados do mundo novo.
Sendo assim, os autores comprovaram que o centro de origem do trigo € o local
de maior diversidade genética de M. graminicola.

Possivelmente, paises da América do Sul exportaram frutos de abacaxi
infectados com variantes de F. guttiforme para a Africa do Sul. Devido ao
isolamento geografico, variantes de F. guttiforme podem sofrer alteragdes
genéticas em resultado da pressdo de selecdo do agroecossistema ou aos proprios
processos evolutivos das espécies que levaram a emergéncia de F. ananatum.

Segundo O’Donnell et al. (2000b), o transito global de material vegetal
contribuiu para a distingdo de linhagens filogenéticas dentro do clado F.

graminearum por especiagdo alopatrica. Em monocultivos de cereais, o processo
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de hibridizacdo pode levar ao surgimento de novos genotipos e, com isso, a
emergéncia de novos patogenos. Esses autores evidenciaram a ocorréncia de sete
linhagens bigeograficamente estruturadas dentro do clado F. graminerarum,
indicando um longo processo evolutivo de isolamento reprodutivo.

Todos os isolados para-ananatum analisados neste estudo foram obtidos
a partir de coletas realizadas no Espirito Santo. Sendo assim, provavelmente, os
isolados deste grupo estdo presentes apenas neste estado ou a amostragem
realizada ndo foi representativa, pois a maioria dos isolados deste estudo foram
coletados no estado do Espirito Santo.

Os resultados deste estudo permitem inferir que, possivelmente, dentre o
conjunto de dados avaliado, existam pelo menos trés linhagens
filogeneticamente distintas de Fusarium associadas a fusariose do abacaxizeiro

no Brasil, porém, ndo houve resolucdo suficiente para suportar essa afirmacao.

5.3 Patogenicidade

Nos testes de patogenicidade, os isolados deste estudo induziram
sintomas de necrose em mudas da cultivar Pérola, igualmente aos sintomas
reproduzidos pelos isolados de referéncia (Tabela 3). Metade dos isolados
avaliados apresentou severidade alta, incitando necrose de tamanho superior a
15 mm de comprimento em mudas, vinte dias ap6s a inoculagao.

Alta viruléncia de isolados de F. guttiforme inoculados em folhas
destacadas da cultivar Pérola foi observada por Aquiji et al. (2010), ao avaliarem
respostas de defesa da cultivar Vitdria, resistente a fusariose. Foi observado, na
cultivar Pérola, um denso crescimento micelial nos locais injuriados. Por meio
de analises de microscopia eletronica foi evidenciada a degradagdo do mesofilo
e, consequentemente, necrose dos tecidos suscetiveis. Os mesmos resultados nao

foram relatados na cultivar Vitéria, na qual as hifas fungicas ficaram restritas ao
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ferimento provocado para inoculagdo da suspensdo de esporos e as células
vegetais iniciaram o processo de cicatrizagdo e regeneracdo. Portanto, os
isolados de F. guttiforme sdo capazes de causar lesGes necréticas na cultivar
Pérola, suscetivel, utilizada no teste de patogenicidade realizado neste estudo.
Na andlise filogenética dos genes tub2 ¢ tefl, todos os isolados
patogénicos ao abacaxi agruparam-se com isolados de referéncia de espécies

patogénicas a cultura.
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

Para a investigagdo da hipotese de existéncia de pelo menos trés
linhagens filogenéticas distintas de Fusarium associadas ao abacaxizeiro no
Brasil é necessaria a avaliagdo de pelo menos mais duas regides génicas.

As regides génicas mais informativas para inferéncia das relagdes
filogenéticas de espécies do GFC s3o beta tubulina, fator de elongacdo
calmodulina e histona H; (JACOBS et al., 2010; STEENKAMP et al., 2000;
O’DONNELL et al., 2000a). Como as duas primeiras ja foram analisadas neste
estudo, calmodulina e histona H; poderiam ser utilizadas para melhorar a
resolugdo para a defini¢do de grupos filogenéticos dentro dos isolados avaliados

neste estudo.
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7 CONCLUSOES

Pela analise morfologica, os isolados deste estudo foram identificados
como F. guttiforme e ndo foi possivel distinguir variantes fenotipicos.

Todos os isolados identificados como F. guttiforme agruparam-se com
isolados Fusarium do abacaxi obtidos do GenBank e foram patogénicos a
abacaxizeiro.

O gene tub2 teve maior capacidade de distingdo de grupos filogenéticos
que o gene tefl.

F. guttiforme ¢ uma espécie filogenética distinta de F. ananatum.

Foi observada variabilidade genética dentro da amostragem de isolados
avaliada, porém, ndo houve resolucdo para inferir as relagdes filogenéticas entre

esses isolados.
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APENDICE

APENDICE Caracteres morfoldgicos e teste de patogenicidade

Figura 5 Caracteres morfologicos: (A) micélio aéreo em falsas cabecas; (B)
esporodoquio laranja; (C) microconidios; (D) polifidlide ereta; (E)
polifidlide prostrada; (F) mono e polifidlides prostradas; Teste de
patogenicidade: (G) testemunha; (H) tratamento adicional, isolado
ATCC 201271, lesdo <2mm; (I) isolado CML2099, lesdo >15mm



