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RESUMO GERAL

O cultivo da pitaia pode ser uma fonte de diversificacdo da atividade agricola. Os
frutos sdo promissores, pois agregam rusticidade de cultivo e beleza, aliado a uma
composicado rica em compostos funcionais, trazendo beneficios a quem as consome.
Fungos podem afetar os frutos e a parte vegetativa de pitaia comprometendo a
producédo e reduzindo o valor comercial. Visando contribuir com informacdes sobre
doencas fangicas que acometem a cultura, este trabalho objetivou: i. identificar os
fungos associados a sintomas tanto em frutos quanto em cladédios por meio de
avaliacdo dos marcadores morfolégicos e analise de filogenia molecular; ii. avaliar a
patogenicidade dos fungos em frutos e cladodios; iii. documentar a sintomatologia
que os diversos fungos causam, para dar suporte na diagnose em campo e na
clinica fitopatologica. Um total de 24 isolados foi obtido do sul de Minas Gerais,
Santa Catarina e Distrito Federal, os quais foram identificados por marcadores
morfolégicos como pertencentes aos géneros Bipolaris (n=4), Alternaria (n=6),
Colletotrichum (n=4) e Fusarium (n=10). Isolados representativos de cada género
foram identificados por filogenia molecular em nivel de espécie e submetidos aos
testes de patogenicidade em frutos e cladddios pelo método de injecdo de
suspensao de conidios. Todos os isolados testados foram patogénicos, com
diferencas nos sintomas entre as espécies inoculadas. Frutos e cladodios
apresentaram podriddo negra quando inoculados com Bipolaris cactivora, manchas
enegrecidas longitudinais em frutos e podriddo seca em cladddios (Alternaria
alternata), podriddo aquosa com esporulacdo alaranjada em frutos e colonizagéo
interna do tecido em cladddios (Colletrotrichum siamense), podriddo aquosa de
coloracdo marrom em cladédios e em frutos, causado por Fusarium proliferatum e F.
sterilihyphosum. Fusarium oxysporum ndo causou lesdo quando inoculado em
cladodios, mas em frutos causou lesdo seca arredondada. Para completar os
postulados de Koch, os patégenos foram reisolados. Os resultados gerados
contribuem para a correta identificacdo dos patégenos e subsidiam um manejo
eficaz das doencas, visando garantir a sustentabilidade da cultura e sua viabilidade
econdmica.

Palavras chave: Hylocereus undatus, Podriddo de frutos e cladddios, Bipolaris sp.,
Alternaria sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp.



GENERAL ABSTRACT

The cultivation of pitaya can be an interesting source of income and diversification of
the agricultural activity. It is considered a promising activity, as it is relatively simple
to grow, produces beautiful fruits, which are rich in functional compounds, bringing
benefits to those who consume it. Fungi can affect the fruits and the vegetative part
of pitaya, compromising production and reducing the commercial value. Aiming to
contribute with information about fungal diseases that affect the crop, the objetives of
this study were (i.) to identify the fungi associated with the disease symptoms in both
fruits and cladodes, through the evaluation of morphological markers and analysis of
molecular phylogeny; (ii.) to evaluate the pathogenicity of fungi in fruits and cladodes;
(iii.) to describe and illustrate the symptoms which the various fungi cause, and to
support the diagnosis in the field and in the phytopathological clinic. A total of 24
isolates were obtained from southern Minas Gerais, Santa Catarina and the Federal
District, which were identified by morphological markers as belonging to the genera
Bipolaris (n = 4), Alternaria (n = 6), Colletotrichum (n = 4) and Fusarium (n = 10).
Representative isolates of each genus were identified by molecular phylogeny at the
species level and used in pathogenicity tests on fruits and cladodes by injection of a
conidial suspension. All isolates tested induced disease symptoms, with differences
according to the inoculated species. Fruits and cladodes showed black rot when
inoculated with Bipolaris cactivora, longitudinal black spots on fruits and dry rot on
cladodes (Alternaria alternata), aqueous rot with orange sporulation on fruits and
internal tissue colonization in cladodes (Colletrotrichum siamense), and watery brown
rot in cladodes and fruits (Fusarium proliferatum and F. sterilihyphosum). Fusarium
oxysporum did not cause disease when inoculated in cladodes, but in fruits it induced
symptoms of dry rot. To complete Koch's postulates, pathogens were re-isolated.
The results generated contribute to the correct identification of pathogens and
support an effective management of diseases, aiming to guarantee the sustainability
of the culture and its economic viability.

Keywords: Hylocereus undatus, Podriddo de frutos e cladédios, Bipolaris sp.,
Alternaria sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A pitaia € cultivada em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo,.
Entretanto, desde que seu cultivo comercial comegou a se expandir, a ocorréncia de
pragas e patdgenos em cladddios e frutos vem sendo observada causando graves
problemas nos cultivos comerciais. Estimativas indicavam que as perdas
econdbmicas em decorréncia do ataque de fitopatdbgenos poderiam chegar a até 44%
(VALENCIA-BOTIN et al., 2004). Atualmente pouco se sabe na literatura sobre as
reais perdas.

No ano de 2015, no mercado brasileiro, o fruto da pitaia de polpa branca
custava em média R$50,00 por kg, enquanto o fruto de pitaia de polpa roxa custava
até R$ 100 o kg. No entanto, esse preco foi caindo gradualmente a cada ano e em
2020 o preco médio na época da safra passou a R$15,00 no varejo, tanto da pitaia
branca quanto vermelha. Esse fato se deve ao aumento dos cultivos brasileiros.

O preco abaixou muito devido a popularizacdo do cultivo, mas ainda é
vantajoso ao produtor. No entanto devido a essa competitividade e ao fato do
consumidor ser bastante exigente em relacdo a sua apresentacao, é cada vez mais
exigido do produtor, um fruto de excelente qualidade, impecavel, sem manchas ou
qgualquer outro sintoma de ataque de patdégenos ou pragas.

Além dos frutos, patdgenos e pragas também tém acometido as plantas.
Produtores rurais das mais diversas regides do Brasil, com destaque para o estado
de Minas Gerais, regido Sul de Minas, tém relatado a ocorréncia de podriddo aquosa
nos cladodios, com lesbes progredindo para a deteriorizacdo total da planta. Les6es
nos frutos também tém comprometido a producdo. Estas sdo irregulares, com
coloragéo inicialmente amarela e halo marrom, expandindo e, desencadeando em
uma podriddo negra, com aspecto cotonoso. Podridées no cladédio podem
comprometer a producado, além disso, lesdes no fruto comprometem a qualidade
final do produto, prejudicando sua comercializagdo e consumo.

Em um estudo realizado pelo Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Lavras, houve a demanda por parte dos produtores para uma
investigacdo de quais patdgenos vem ocorrendo em frutos e cladddios de pitaia,
uma vez que os fitopatdgenos vém prejudicando a produtividade. Com base nessa

demanda, professores e estudantes dos Departamentos de Agricultura e de
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Fitopatologia da UFLA se uniram em uma parceria na identificacdo dos possiveis
fitopatdogenos. Dessa forma, esse trabalho se propds a estudar a etiologia das
principais doencas fungicas que ocorrem na parte vegetativa e nos frutos de pitaia
para assim contribuir com os produtores deste segmento e minimizar prejuizos na

producgéo e comercializagao.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Aspectos botanicos da pitaia

A pitaia, também conhecida como fruta do dragdo, € uma planta rustica,
pertencente a familia Cactaceae, agrupada em quatro géneros: Stenocereus,
Cereus, Selenicereus e Hylocereus (LE BELLEC et al., 2006). Tem como centro de
origem a América Central e do Sul. O género Selenicereus (pitaia amarela) tem sua
origem provavelmente na Colombia ou Equador, e o género Hylocereus (pitaia
vermelha) é oriundo da Costa Rica e El Salvador, México e Guatemala.

Sao encontradas diferentes espécies de pitaia, sendo algumas comerciais e
outras nativas. De acordo com a espécie, seus frutos podem apresentar
caracteristicas fisicas e quimicas diversificadas quanto ao formato, presenca de
espinhos, cor da casca e da polpa, teor de sélidos solUveis e pH na polpa, reflexo da
alta diversidade genética desta frutifera (LIMA et al., 2013). Apresenta alto potencial
de produtividade, conquista de mercado e econbmico devido a sua rusticidade
(ORTIZ-HERNANDEZ et al., 1999).

As espécies mais cultivadas no Brasil sdo: Hylocereus undatus, apresenta
fruto com superficie rosa e polpa branca; Hylocereus polyrhizus, fruto com superficie
rosa e polpa vermelha e Selenicereus megalanthus, superficie amarela e polpa
branca (FERNANDES et al., 2010).

2.2 Importancia econémica

Os frutos de pitaia apresentam fungdes nutracéuticas e grande variedade de
usos. Podem ser consumidos in natura, industrializados, como sorvete, geleia,
sucos. As empresas de cosméticos vém investindo em produtos a base do fruto. A
planta também possui propriedades medicinais, ricas em antioxidantes, e ha relatos
que seu consumo reduz o colesterol, a pressao sanguinea, diabetes e sao ricas em
fésforo e céalcio (GUNASENA et al., 2007).

A pitaia possui uma fonte riquissima de compostos bioativos, sendo
considerada uma “superfruta” devido aos inumeros beneficios que o seu consumo
traz para a saude (PIO et al., 2020).

E também uma fonte de prebidticos (WICHIENCHOT et al., 2010) e
antioxidantes (TENORE et al.,, 2012), dos quais o ultimo fez o dragédo frutas

conhecidas por seus beneficios medicinais (LE BELLEC et al., 2006).



17

A facilidade de adaptacdo das espécies as diversas condi¢cbes climaticas e
sua rusticidade, servem de alternativa para regides em que o solo ndo é propicio a
outras culturas, como solos arenosos e pedregosos (ANDRADE et al., 2008), sendo

alternativa para gerar renda para os produtores dessas areas (MARQUES, 2010).

2.3  Cultivo da pitaia

A maioria das mudas de pitaia, hoje utilizadas, sédo produzidas por meio de
propagacao vegetativa e obtidas pela técnica de estaquia (P1O et al., 2020).

A semeadura de sementes e a multiplicacdo in vitro também séo possiveis
(LE BELLEC et al.,, 2006). Contudo, na agricultura, a multiplicagcdo por estacas
permite uma reproducédo confidvel da variedade.

O sucesso do pomar de pitaia depende de algumas técnicas de manejo que
influenciam decisivamente em uma producédo satisfatéria com frutos de bom calibre
e qualidade organoléptica desejada, como a poda, a irrigacdo, o controle de plantas

espontaneas e a polinizacao (P10 et al., 2020)

2.4 Doencas fungicas associadas a pitaia

A pitaia é cultivada em todo o mundo, em regides tropicais e subtropicais.
Entretanto, desde que seu cultivo comercial comegou a expandir, alguns sintomas
de ataque de pragas e patdégenos em caules e frutos foram observados e séo
grandes os problemas que assolam a cultura.

Na literatura relata-se que os problemas mais importantes em pitaia sao
doencas fangicas como antracnose causada por Colletotrichum gloesporioides
(PALMATEER, PLOETZ 2007; MASYAHIT et al., 2009); murcha (Fusarium
oxysporum) (SALAZAR-GONZALEZ et al., 2016); mancha preta (Alternaria sp.);
cancro da haste (Neoscytalidium dimidiatum) (CHUANG et al.,, 2012). Sao
mencionados ainda, os patdgenos Botryosphaeria dothidea e Fusicoccum sp.
(VALENCIA-BOTIN et al., 2003; VALENCIA-BOTIN et al., 2004); Bipolaris cactivora
(MASYAHIT et al., 2009; TARNOWSKI et al., 2010) e Curvularia lunata (MASRATUL
HAWA et al., 2009).

Em pitaia de polpa branca, Castro et al. (2018) verificaram que o fungos do
género Alternaria spp. causa deterioracdo da epiderme e na polpa podem ou nao
ocorrer sintomas visiveis. O mesmo patégeno causa lesbes arredondadas

avermelhadas a alaranjadas com centros vermelho escuro e sem halo, coalesceram
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e formaram grandes é&reas doentes em 60% dos cladédios de pitaia, com uma
estimativa de perdas de 10 a 20% na Flérida (PATEL et al., 2017).

Na Malésia foi identificado em pitaia vermelha o agente causal Bipolaris
cactivora causando podriddo na base do fruto (VALENCIA-BOTIN et al., 2013). Esse
mesmo patdgeno foi constatado no Vietna como patégeno responsavel por causar
doenca em pitaia de polpa branca. Os sintomas incluiram manchas aquosas de cor
oliva a preto, que coalescem, causando uma podriddo mole em estagio avancado
(HE et al., 2012).

Sintomas de podridao por Bipolaris cactivora também foram identificados em
frutos e cladodios de pitaia de polpa branca em lIsrael. Os frutos apresentaram
manchas amarelas irregulares com centros castanhos, expandindo e,
eventualmente, coalescendo, principalmente na parte superior (BEN-ZE'EV et al.,
2011).

A espécie Fusarium proliferatum foi identificada como sendo o agente causal
da doenca denominada podriddo do caule em pitaia vermelha na Malasia. O sintoma
inicia-se como uma lesdo marrom molhada com formacdo de esporos laranja e
micélio branco sobre a superficie da mesma (MASRATUL HAWA et al., 2013). Esse
sintoma também é causado por Fusarium fujikuroi (MASRATUL HAWA et al., 2017).
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RESUMO

O cultivo da pitaia pode ser uma fonte de diversificagcdo da atividade agricola. Os
frutos sdo promissores, pois agregam rusticidade de cultivo e beleza, aliado a uma
composicao rica em compostos funcionais, trazendo beneficios a quem as consome.
Fungos podem afetar os frutos e a parte vegetativa de pitaia comprometendo a
producéo e reduzindo o valor comercial. Visando contribuir com informacdes sobre
doencas fangicas que acometem a cultura, este trabalho objetivou: i. identificar os
fungos associados a sintomas tanto em frutos quanto em cladédios por meio de
avaliacdo dos marcadores morfolégicos e analise de filogenia molecular; ii. avaliar a
patogenicidade dos fungos em frutos e cladodios; iii. documentar a sintomatologia
que os diversos fungos causam, para dar suporte na diagnose em campo e na
clinica fitopatolégica. Um total de 24 isolados foi obtido do sul de Minas Gerais,
Santa Catarina e Distrito Federal, os quais foram identificados por marcadores
morfolégicos como pertencentes aos géneros Bipolaris (n=4), Alternaria (n=6),
Colletotrichum (n=4) e Fusarium (n=10). Isolados representativos de cada género
foram identificados por filogenia molecular em nivel de espécie e submetidos aos
testes de patogenicidade em frutos e cladodios pelo método de injecdo de
suspensdo de conidios. Todos os isolados testados foram patogénicos, com
diferencas nos sintomas entre as espécies inoculadas. Frutos e cladodios
apresentaram podriddao negra quando inoculados com Bipolaris cactivora, manchas
enegrecidas longitudinais em frutos e podriddo seca em cladddios (Alternaria
alternata), podriddo aquosa com esporulacédo alaranjada em frutos e colonizagao
interna do tecido em cladddios (Colletrotrichum siamense), podriddo aquosa de
coloracdo marrom em cladédios e em frutos, causado por Fusarium proliferatum e F.
sterilihyphosum. Fusarium oxysporum ndo causou lesdo quando inoculado em
cladédios, mas em frutos causou lesdo seca arredondada. Para completar os
postulados de Koch, os patégenos foram reisolados. Os resultados gerados
contribuem para a correta identificacdo dos patégenos e subsidiam um manejo
eficaz das doencas, visando garantir a sustentabilidade da cultura e sua viabilidade
econdmica.

Palavras chave: Hylocereus undatus, Podriddo de frutos e cladddios, Bipolaris sp.,
Alternaria sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp.
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ABSTRACT

The cultivation of pitaya can be an interesting source of income and diversification of
the agricultural activity. It is considered a promising activity, as it is relatively simple
to grow, produces beautiful fruits, which are rich in functional compounds, bringing
benefits to those who consume it. Fungi can affect the fruits and the vegetative part
of pitaya, compromising production and reducing the commercial value. Aiming to
contribute with information about fungal diseases that affect the crop, the objetives of
this study were (i.) to identify the fungi associated with the disease symptoms in both
fruits and cladodes, through the evaluation of morphological markers and analysis of
molecular phylogeny; (ii.) to evaluate the pathogenicity of fungi in fruits and cladodes;
(iii.) to describe and illustrate the symptoms which the various fungi cause, and to
support the diagnosis in the field and in the phytopathological clinic. A total of 24
isolates were obtained from southern Minas Gerais, Santa Catarina and the Federal
District, which were identified by morphological markers as belonging to the genera
Bipolaris (n = 4), Alternaria (n = 6), Colletotrichum (n = 4) and Fusarium (n = 10).
Representative isolates of each genus were identified by molecular phylogeny at the
species level and used in pathogenicity tests on fruits and cladodes by injection of a
conidial suspension. All isolates tested induced disease symptoms, with differences
according to the inoculated species. Fruits and cladodes showed black rot when
inoculated with Bipolaris cactivora, longitudinal black spots on fruits and dry rot on
cladodes (Alternaria alternata), aqueous rot with orange sporulation on fruits and
internal tissue colonization in cladodes (Colletrotrichum siamense), and watery brown
rot in cladodes and fruits (Fusarium proliferatum and F. sterilihyphosum). Fusarium
oxysporum did not cause disease when inoculated in cladodes, but in fruits it induced
symptoms of dry rot. To complete Koch's postulates, pathogens were re-isolated.
The results generated contribute to the correct identification of pathogens and
support an effective management of diseases, aiming to guarantee the sustainability
of the culture and its economic viability.

Keywords: Hylocereus undatus, Podriddo de frutos e cladddios, Bipolaris sp.,
Alternaria sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp.
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1 INTRODUCAO

Hylocereus undatus (Haw.), € uma cactacea frutifera, nativa da América do
Sul e Central, também conhecida como pitaia ou fruta dragao, (Arul et al. 2017). O
cultivo é consolidado nos paises asiéticos, ja no Brasil seu cultivo € recente, no
entanto, em franca expansdo. Seus frutos sdo exoticos, com cor e aparéncia
atraentes, sabor agradavel, nutracéuticos, com iniUmeros beneficos para a saude,
além do alto valor econémico (Fan et al. 2016). Esses fatores tém contribuido para
despertar o aumento do interesse dos produtores e consumidores. Com 0 aumento
nas areas plantadas, a incidéncia de doengas também aumentou, sendo seu cultivo
suscetivel ao ataque de varios patdgenos (Ortiz-Hernandez e Carrillo-Salazar 2012;
Castro et al. 2017). Dentre as principais doencas que acometem o cladddio
destacam-se o cancro, a podriddo e a antracnose (Masratul Hawa et al. 2013a). As
frutas também podem ser colonizadas durante os estagios de producdo e poés-
colheita, resultando em podriddes, manchas negras, necrose e consequente
deterioracédo, inviabilizando seu consumo e resultando no descarte (Ortiz-Hernandez
e Carrillo-Salazar 2012).

Produtores rurais das mais diversas regides do Brasil, com destaque para a
regido subtropical do Sul de Minas Gerais, relataram a ocorréncia de podridao
aguosa nos cladodios, com lesdes evoluindo para a degradacdo completa da planta.
Lesbes no exocarpo dos frutos também tém comprometido a producdo. No
exocarpo, as lesdes séo irregulares, com coloracdo inicialmente amarela e halo
marrom, expandindo e, eventualmente, coalescendo, desencadeando em uma
podriddo negra, com aspecto cotonoso. Podriddes no cladédio podem comprometer
a producao, além disso, les6es no fruto comprometem a qualidade final do produto,
prejudicando sua comercializagdo e consumo.

A fim de esclarecer sobre as doencas fungicas associadas a cultura da pitaia
no Brasil, objetivou-se com esse estudo: i. identificar os fungos associados ao
sintoma de podrid&o tanto nos frutos quanto em cladodios por meio de avaliagéo dos
marcadores morfologicos e andlise de filogenia molecular; ii. avaliar a
patogenicidade dos fungos em frutos e cladodios; iii. gerar informacOes sobre a

sintomatologia para diagnose visual em campo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e isolamento

Frutos e claddédios sintomaticos e assintomaticos de Hylocereus undatus
(pitaia vermelha de polpa branca) foram coletados em regides produtoras do Brasil,
como Minas Gerais, Santa Catarina e Distrito Federal. O material vegetal coletado foi
armazenado em saco de papel e os fungos foram obtidos por meio de isolamento
direto e indireto. Os isolados foram submetidos ao cultivo monospérico e
depositados na Colecdo Micologica de Lavras (CML), Laboratério 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).



Tabela 1. Isolados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus).

Cédigo CML® Espécie Origem Geografica  Substrato Barcode®

NFA19 Bipolaris cactivora Trés Pontas, MG Fruto

NFA42 Bipolaris cactivora Ribeirdo Vermelho, Cladédio
MG

NM61 Colletotrichum siamense Ribeirdo Vermelho, Fruto GAPDH
MG

NM67 Colletotrichum Ingai, MG Cladddio
gloesporioides

NFA26 4062 Alternaria alternata Lavras, MG Fruto GAPDH

NM34 Alternaria alternata Boa Esperanca, MG Cladédio  GAPDH

NM68 Alternaria alternata Ingai, MG Cladddio

27



28

Tabela 1. Isolados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus), continuacao

Cédigo CML Espécie Origem Geografica Substrato °Barcode
NFA41 Fusarium proliferatum Ribeirdo Vermelho, Claddédio
MG
NM39 Fusarium proliferatum Boa Esperanca, MG Cladadio
NFA5B 4059 Fusarium verticillioides Lavras, MG Fruto
NFA13 4060 Fusarium verticillioides Lavras, MG Fruto
NFA20 4061 Fusarium verticillioides Trés Pontas, MG Fruto
NFA28 4063 Fusarium verticillioides Lavras, MG Fruto
NM47 Fusarium sterilihyphosum Boa Esperanca, MG Cladédio  TEF
NM45 Fosc* Brasilia, DF Cladddio
NM38 Fusarium oxysporum f. sp.  Boa Esperan¢a, MG Cladédio  TEF
passiflorae

INFA: Cdbdigo pessoal colecao Neilton Fiuza Aradijo. “NM: Cddigo pessoal colecdo Nevenka Moura.
SCML: Colecdo Micolégica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil. “FOSC: complexo de espécies Fusarium oxysporum. ®Barcode
= ITS: internal transcribed spacer. GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. TEF:
translation elongation factor 1-alpha.

2.2 Extracdo de DNA, PCR e anélises filogenéticas

Os fungos foram cultivados em meio malte liquido 2% incubado em agitador a
100 rpm por trés dias a temperatura ambiente que variou de 25 °C a 28 °C. Os
micélios foram filtrados, macerados em nitrogénio liquido e a extracdo de DNA foi
realizada utilizando o protocolo CTAB modificado de Murray e Thompson (1980). As
concentracoes e integridade do DNA foram estimadas em aparelho NanoDrop 2000
e verificadas visualmente em gel de agarose 1,2%, pela intensidade da banda.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o kit GoTaq® Colorless Master

Mix (Promega, Madison, WI, EUA). Os genes barcode e os primers utilizados para



29

sua amplificacdo para cada género estdo descritos na Tabela 2. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado com GelRed
(Biotium®), com posterior visualizagdo em fotodocumentador. Os fragmentos
amplificados foram purificados utilizando o kit de purificacdo de DNA em colunas
(Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brasil). Os fragmentos génicos foram
sequenciados nas dire¢cdes senso e antisenso, pela empresa Macrogen, USA. Os
eletroferogramas gerados foram analisados visualmente por meio do programa
SegAssem (Hepperle 2004). As sequéncias editadas foram comparadas com a base
de dados GenBank do National Center for Biotechnological Information — NCBI
utilizando a ferramenta BLASTn (http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/).
Alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos, incluindo sequéncias
de isolados de referéncia (Tabelas 1S; 2S; 3S; 4S), foram gerados utilizando a
ferramenta CLUSTALW implementada no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013) e
estes foram corrigidos manualmente. Analises filogenéticas foram realizadas pelo
método de Maxima Parciménia (MP) no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013) e 0
suporte dos clados foi inferido a partir de 1.000 repeticdes. O método de inferéncia
Bayesiana foi realizado no programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al. 2012) utilizando
0s modelos de substituicdo nucleotidica estimados no programa MEGA 6 (Tabela 2).
Os algoritmos Markov Chain Monte Carlo de quatro cadeias foram executados 1 X
10° geracdes e foram amostradas a cada 1000 geracdes. Vinte e cinco por cento
das arvores iniciais geradas foram descartadas para obtencdo da arvore consenso.
As arvores filogenéticas foram visualizada no FigTree 1.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e editadas no software Corel Draw X7.
Sequéncia de Alternaria alternata (CBS 916.96) foi utilizada como outgroup para a
andlise filogenética de Bipolaris, Cicatricea salina (CBS 302.84) para a andlise
filogenética de Bipolaris, Colletotrichum lindemuthianum (CBS 144.31) para filogenia
de Colletotrichum e Fusarium commune (NRRL 53153) para a analise filogenética de

Fusarium.
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Tabela 2. Sumario com as informacbes dos loci, primers e dados das andlises
filogenéticas utilizados para os géneros em estudo.

T h Modelo de Caracteres
amanho L . .
Género Barcode® Primer Referéncia substituicdo  informativos
de para
(pb) ] o
nucleotideos parciménia
ITS4
Bipolaris ITS White et al. 1990 569 GTR+I+G 64
ITS5
GPD1
Alternaria GAPDH Berbee et al. 1999 575 GTR+G 126
GPD2
GPD1
Colletotrichum  GAPDH Berbee et al. 1999 276 GTR+G 186
GPD2
EF-1
Fusarium TEF O’Donnell et al. 1998 476 SYM+G 103
EF-2

'Barcode = ITS: internal transcribed spacer. GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
TEF: translation elongation factor 1-alpha.

2.3 Caracterizacdo morfologica

A avaliacdo das caracteristicas macro e micromorfolégicas dos isolados para
as espécies foi feita de acordo com literatura especifica: Manamgod et al. (2014,
Bipolaris spp.), Woudenberg et al. (2015, Alternaria spp.), Cai et al. (2009,
Colletotrichum spp.) e Leslie e Summerell (2006, Fusarium spp.).

O crescimento micelial e as caracteristicas micromorfolégicas dos isolados de
Bipolaris e Colletotrichum foram avaliados em coldnias crescidas em meio de cultura
BDA (batata dextrose agar) a 25 °C ap0Os sete dias de incubacdo no escuro.
Isolados de Alternaria foram avaliados em SNA (synthetic nutrient-poor agar) com
papel de filtro com sete dias de crescimento a 22 °C e fotoperiodo de 8h. O
crescimento micelial e coloragdo das colénias dos isolados de Fusarium foram
avaliados em BDA, respectivamente, apos quatro dias a 25°C no escuro e 14 dias a
20 °C com fotoperiodo de 12h. A analise micromorfologica foi realizada em colbnias
crescidas em SNA com papel de filtro, incubadas por 14 dias a 20 °C com

fotoperiodo de 12h sob luz branca fluorescente + luz negra e 12h no escuro.
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2.4 Teste de patogenicidade em frutos

Oito isolados foram selecionados para a conducdo dos testes de
patogenicidade, representando seis espécies supostamente patogénicas: Bipolaris
cactivora (n=2), Alternaria alternata (n=2), Colletotrichum siamense (n=1), Fusarium
proliferatum (n=1), Fusarium sterilihyphosum (n=1) e Fusarium oxysporum (n=1).
Para a producdo de in6culo, os isolados foram transferidos para meio malte 2% e
incubados a 25 °C por sete dias. Foram preparadas suspensdes de esporos
calibradas para a concentracéo de 1x10° conidios mL™. A inoculacéo foi realizada
pelo método de injecdo da suspensédo de conidios em frutos de pitaia maduros com
30 a 45 dias ap6s a antese (He et al. 2012). A suspenséao de 0,2 mL foi injetada
utilizando uma seringa e agulha em dois pontos equidistantes no fruto. Utilizaram-se
duas testemunhas, testemunha pura (claddédio + agud destilada autoclavada) e
testemunha absoluta (somente o fruto).

Os frutos foram mantidos sobre a bancada do laboratério em temperatura
ambiente (x 25°C). As avaliacdes foram realizadas diariamente por um periodo de
10 a 14 dias para observacéao e avaliacdo dos sintomas. Ap6s 10 dias foi mensurado
o tamanho das lesGes, medindo-se comprimento e largura. Ao final do experimento
fragmentos das lesbes presentes nos frutos foram plaqueados para reisolamento do
patbgeno completando o postulado de Koch. O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes e foi realizado em
marco de 2019 e 2020.

2.5 Teste de patogenicidade em cladédios

Os isolados selecionados e as condicbes de preparo foram o0s mesmos
utilizados no teste de patogenicidade em frutos. Mudas de pitaia foram produzidas
por meio de estacas (cladddios) enraizadas de aproximadamente 25 centimetros.

Todas as mudas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperaturas
diurnas de aproximadamente 28-30 °C e noturnas de 10-20 °C. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes. As
avaliagbes dos sintomas nos cladodios foram realizadas diariamente por trés
semanas, fazendo-se observacdo da evolugcéo dos sintomas. Apés este periodo foi
realizado o reisolamento dos patdgenos para completar os postulados de Koch. O

experimento foi realizado em setembro de 2019 e abril de 2020.
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3 RESULTADOS

3.1 Isolados obtidos

Obteve-se uma colecédo de 24 isolados de frutos e cladodios sintométicos e
assintomaticos de pitaia em regides produtoras do Brasil. De acordo com a
avaliacdo de marcadores morfolégicos, pertencem aos géneros Bipolaris (n=4),
Alternaria (n=6), Colletotrichum (n=4) e aos complexos de espécies Fusarium
fujikuroi (n=8) e Fusarium oxysporum (n=2) (Tabela 1). Foram obtidos 25 isolados
pertencentes a outros grupos de fungos, mas estes ndo apareceram de forma
solitaria, e sim, sempre associados aos fitopatdgenos relatados nesse trabalho
(Tabela 3).

Tabela 3. Fungos associados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus)

Cédigo cMmL?® Espécie Origem Geogréafica Substrato
NAF6* Cladosporium sp.  Lavras, MG Fruto
NFA32 Cladosporium sp. Lavras, MG Fruto
NFAl Clonostachys rosea Lavras, MG Fruto
NFA2 Clonostachys rosea Lavras, MG Fruto
NFA33 Chaetomium sp. Lavras, MG Fruto
NFA29 Nigrospora sp. Lavras, MG Fruto
NFA31 Nigrospora sp. Lavras, MG Fruto
NFA40 Curvularia sp. Ribeirdo Vermelho, MG Cladédio
NM63? Eurotium sp. ltutinga, MG Cladédio

NM45 Fcsc? Boa Esperanca, MG Claddédio




Tabela 3. Fungos associados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus), continuagéo.

Cabdigo cMmL?® Espécie Origem Geografica Substrato

NFA21 FIESC Trés Pontas, MG Fruto

NM53 FIESC ljaci, MG Fruto

NM41 FIESC Boa Esperanca, MG Cladédio

NM43 FIESC Boa Esperanca, MG Cladédio

NM52 FLSC ljaci, Mg Fruto

NM42 FLSC Boa Esperanca, MG Cladédio

S&o Thomé das Letras,

7
NFA39 FSSC MG

Cladddio
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"NFA: Codigo pessoal colecdo Neilton Fiuza Aradjo. “NM: Cédigo pessoal colecdo Nevenka Moura.
ScML: Colecdo Micolégica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil. “FCSC: complexo de espécies Fusarium chlamydosporum.
°FIESC: complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti. °FLSC: complexo de espécies

Fusarium lateritium. ‘FSSC: complexo de espécies Fusarium solani.
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3.2 Andlise filogenética

As analises filogenéticas permitiram a identificacdo de seis espécies dentre o0s
isolados selecionados (Tabela 1). A filogenia com sequéncias de ITS de isolados de
Bipolaris evidenciou que os fungos desse género obtidos de frutos de pitaia com
podriddo pertencem a espécie Bipolaris cactivora, pois suas sequéncias agruparam
com sequéncia do material de referéncia com 98% de bootstrap e 100% de
probabilidade posterior (Figura 1).

Entre os isolados de Alternaria a filogenia baseada em sequéncias do gene
GAPDH permitiu identificar como Alternaria alternata trés isolados, obtidos de
cladodio e fruto de pitaia sintométicos, e como Alternaria gossypina um isolado
obtido de fruto de pitaia sintomatico (Figura 2). Os isolados de Alternaria alternata
agruparam com o isolado tipo (CBS 911.96) com 95% de bootstrap e 98%
probabilidade posterior, enquanto o isolado de Alternaria gossypina agrupou com o
isolado de referéncia com 93% de bootstrap. Ambas as espécies pertencem a secao
Alternaria do Clado A.

O isolado de Colletotrichum, obtido de fruto de pitaia, foi identificado como
Colletotrichum siamense com base na filogenia de sequéncias de DNA do gene
GAPDH. A sequéncia desse isolado agrupou com o isolado holétipo (ICMP 18578)
com 82% de bootstrap e 98% probabilidade posterior (Figura 3).

A andlise filogenética de espécies de Fusarium baseada em sequéncias do
gene TEF permitiu a identificacdo de trés espécies. O isolado CML 4058, obtido de
fruto de pitaia com podriddo, agrupou com o material de referéncia de Fusarium
proliferatum com 98% de suporte e 99% de probabilidade posterior. O isolado NM47,
obtido de cladddio de pitaia, agrupou com o isolado de referéncia de Fusarium
sterilihyphosum com 99% de bootstrap e 100% de probabilidade superior, enquanto
o isolado NM38 agrupou com o isolado de referéncia de Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae com 93% de bootstrap e 98% de probabilidade posterior (Figura 4).
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CBS 327.64" Avena sativa USA B. victoriae
43[MFLUCGC 100715" Oryza sativa Thailand B. oryzae
BRIP 14845 Coffea arabica Kenya B. coffeana
CBS 241.92" Hevea sp. Nigeria B. hevea
ICMP 6227 Oplismenus imbeciliis New Zealand B. zacchari
CES 480.74" Tribulus terrestis South Africa B. sorokiniana
CBS 136.29" Zea mays Japan B. maydis
CBES 690.96" Unknown Guba B. bicolor
S0/ BRIP 16571" Salvinia auriculata Brazil B. salviniag
BRIP 11512" Zea mays Australia B. zpae
L BRIP 14840° Gossypium sp. kenya B. gossypina
| CBS 127235 Human clinical samples USA B. micropus
DB13GENDS Hylocereus undatus Italy
= Strain 739 Hylocersus undafus USA
NM 59 Hylocereus undatus Brazil
=7 CML 4000 Hylocersus undatus Bﬂ_:II B. cactivora
Izolate 1.6 Hylocereus undatus Thailand
Strain 738 Hylocereus undatus USA
Strain 737 Hylocersus undatus USA
CBS 916.96" Arachis hypogaea India  Alternata alternata
|

Figural. Arvore filogenética de méaxima parcimonia das espécies de Bipolaris, utilizando
sequéncias de ITS. Sequéncia de Alternaria alternata foi utilizada como outgroup. O
comprimento dos ramos € indicado por escala na base da arvore. Os valores de
probabilidade posterior 20.90 e os valores de bootstrap =20.70 de 1000 repeticdes sao
indicados em percentagem acima ou abaixo dos internédios. Cl = 0.792, Rl = 0.883 na
andlise de méxima parcimbnia. Abreviagbes: CML - Colecdo Micologica de Lavras,
Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, Holanda; BRIP -
Queensland Plant Pathology Herbarium, Brisbane, Queensland, Austrdlia; ICMP -
International Collection of Microorganisms from Plants, Auckland, Nov Zelandia;
MFLUCC - Mae Fah Luang University Culture Collection, Chiang Rai, Tailandia; T —
isolado tipo.

CML 4062 Hylocereus undatus Brazil
== CBS 121348 Platycodon grandifiorus China
NM34 Hylocersus undatus Brazil
CBS 113024 Minneola tangelo South Africa A. alternata
CBS 639.97 Helianthus annuus Greece
— CBS 916.96" Arachis hypogaea India
CML 4001 Hylocereus undafus Brazil Sect. Altemaria
CBS 107.36 Soi Indonesia
NM49 Hylocereus undatus Brazil A. gossypina
CBS 104.32" Gossypium sp. Zimbabwe
Pit Alt 1 Hylocereus undafus USA A tomato
sss|CBS 114.35 Sofanum lycopersicum Unknown
CBS 118696" Lycopsersicum esculentum USA A. mimicula Sect. Brassicicola
CBS 121339 Eryngium sp. Unknown A, enngi Sect. Panax
CBS 48281 Aralia racemosa USA A. panax )
&7k CBS 101229 Cucumis sativus New Zealand A. obovoidea Sect. Ulodadioides
1HICBS 483 .81 Cucumis sativus New Zealand A. cucurbitag
CBS 119411" Euphorbia pulcherrima USA A. pseudorostrata
%HEGBS 103.32" Citruilus vuigaris Cyprus A citrullicola Sect. Porri
ssiss| CBS 1161147 Luffa acutangula USA A. cucumenna
l—GBBEW.BBTTn‘ﬁmmaasﬂ‘mUK A. infectoria
prer CBS 196.86" Pastinaca sativa Switzerland A conjuncta Sect. Infectorae
w5 CBS 542.947 Triticum aestivum USA A. oregonensis
CBS 302.84" Cancer pagurus Skagerrak Cicatricea salina
—_
10
Figura 2.  Arvore filogenética de méaxima parcimonia das espécies de Alternaria, usando

sequéncias de glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Sequéncia de
Cicatricea salina foi utilizada como outgroup. O comprimento dos ramos € indicado por
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escala na base da arvore. Os valores de probabilidade posterior 20.90 e de bootstrap
270 de 1000 repeticdes sdo indicados acima ou abaixo dos internédios. Cl = 0.744, Rl =
0.833 na analise de maxima parciménia. Abreviacdes: CML - Colecao Micoldgica de
Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht , Holanda. T —
isolado tipo.

Figura 3.

RVT Hylocereus undatus Brazil
DFAN1 Hylocemsus undatus India

=228 |CMM 3814 Mangifera indica Brazil C. slamense

s ||CMP 18578™ Coffea amabica Thailand
CMM 4083" Mangifera indica Brazil C. dianesei
Ll ICMP 17821 Citrus sinensis ltaly C. glososporioides
ICMP 17 885 Annona diversifolia Mexico . theobromicola
L ami— GBS 128818™ Passifiora edulis Colombia C. colombignse
—|_—CEIE 123755 Crinum asiaticum Japan C. boninense
== CBS 128501™ Passifiora edulis Brazil C. brasilien se
—| [CBE 132134" Vanda sp. China C. karstii

1wl MHE1 7040 Hylocers us undatus Brazl
C23 Hylocereus polyrhizus Malaysia

=L Cas 151.35° Phagrao.hs unatus USA o
CBS 144.31 Phaseolus vulgans Gemnany C. lindemuthianum

Arvore filogenética de méaxima parcimdnia das espécies de Colletotrichum, utilizando
sequéncias de GAPDH. Sequéncia de Colletotrichum lindemuthianum foi utilizada como
outgroup. O comprimento dos ramos é indicado por escala na base da arvore. Os
valores de probabilidade posterior 20.90 e os valores de bootstrap =0.70 de 1000
repeticdes séo indicados em percentagem acima ou abaixo dos internddios. Cl = 0.782,
Rl = 0.858 na andlise de maxima parciménia. AbreviagBes: CML - Cole¢éo Micoldgica de
Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht , Holanda; ICMP -
International Collection of Microorganisms from Plants, Auckland, Nova Zelandia; CMM -
Culture Collection of Phythopathogenic Fung “Prof. Maria Menezes”, Recife, Brasil; T —
isolado tipo; HT — hold6tipo; ET- epitipo.
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MRRL 22844 Cattleya sp. Germany F. profiferatum
34029 Hylocereus polyrhizus Malaysia
s7iss| 54722 Hylocereus polyrhizus Malaysia
K9191 Hylocereus polyrhizus Malaysia
NRRL 13566 Oryza sativa Taiwan F. fujikuroi
<=L 39167 Hylocereus polyrhizus Malaysia
MRRL 25226 Mangifera indica India F. mangiferae
MRRL 13%9% Sacchamm officinarum India F. sacchari
NRRL 13308 Unknown India F. acutatum
BBAG5058 Cajanus cajan India F. udum
NRRL 13617" Somghum bicolor Australia F. phyliophilum
MRRL 25486 Coffea robusta Uganda F. xylanoides
MRREL 22045 Sorghum bicolor South Africa F. thapsinum
WRRL 13488" Somghum bicolor Australia F. nygamai
s FGSC 7603 Zea mays USA F. vericillioides
wil MRRL 25058" Musa sp. Honduras F. musae
— CBS 118516" Ananas comosus South Africa F. ananatum
MRRL 22016 fea mays LUSA F. subglutinans
L WRRL25331" Pinus radiata USA F. circinatum
= — NM4T Hylocereus undatus Brazil
CML 283 Mangifera indica Brazil F. sterilihyphosum
M e MRRL 25623 Mangifera indica South Afiica
CML 345 Mangifera indica Brazil
_’;GML 262" Mangifera indica Brazil F. tupiense
CML 389 Mangifera indica Brazil
oo DF 2 Hylocereus polyrhizus Malaysia F. oxysporum
NOO1DF Hylocemnsus polyrhizus Malaysia
I MRRL 32873 Gossypium sp. USA f. p. vasinfectum
1| _NRRL 26445 Phaseolus vulgaris USA f. sp. phaseoli
MREL 26374 Homo sapiens USA F. oxysporum
aggr| |(NM3B Hi ereus undatus Brazil
ZEINRRL 22648 Possilor oduts braci f. sp. passifiorae
NRRL 38296 Beta vuigaris USA
7 NRRL 53153 Uriknown Korea REOIH
IT|
Figura 4. Arvore filogenética de maxima parcimdnia das espécies de Fusarium, utilizando

sequéncias de TEF. Sequéncias de isolados de Fusarium commune foram utilizados
como outgroup. O comprimento dos ramos é indicado por escala na base da &rvore. Os
valores de probabilidade posterior =0.90 e os valores de bootstrap =0.70 de 1000
repeticdes séo indicados em percentagem acima ou abaixo dos internddios. Cl = 0.771,
Rl = 0.898 na andlise de maxima parciménia. AbreviagBes: CML - Cole¢éo Micoldgica de
Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Holanda; NRRL, Northern
Regional Research Laboratory, Peoria, IL, EUA; BBA: Julius Kihn Institute, Institute for
Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin and Braunschweig, Alemanha; T —

isolado tipo; ET- epitipo.

3.3 Caracterizacdo morfologica

Os isolados de Bipolaris cactivora apresentam conidiéforos castanho claro a

castanho escuro. Conidios com hilo basal retos, elipsoidais, fusiformes ou

obclavados, 2 a 4 peseudoseptos, medindo de 9,0 — 15 x 3,25 — 3,9 ym. Em BDA,

as colbnias apresentaram coloracao verde oliva, diamentro médio de 6,0 mm.
Alternaria alternata apresentou formacdo de conidios em cadeia, com

coloragdo marrom claro a escuro. Os conidios apresentaram comprimento de 11,0 —
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20,0 x 1,3 — 1,95 ym, com 2 a 6 septos transversais e 0 a 1 septo longitudinal. As
colénias apresentaram coloracao cinza esverdeado, diametro médio de 5,5mm.

Colletotrichum siamense apresentou espodoquio alaranjado, conidios
hialinos, cilindricos e alongados, com comprimento e largura médios de 4,1 — 6,1 x
1,37 — 2,08 pm, respectivamente. As colonias mostraram micélios aéreos
abundantes, cinza a marrom, apresentando diametro de 4,5 mm.

Fusarium proliferatum produziu microconidios clavados ou obvoides em
cadeias curtas, a partir de polifidlides; seus macroconidios foram falcados, quase
retos, com 3 a 5 septos, medindo de 6,0 — 11,0 x 3,9 — 7,15 ym; o tamanho do
didmetro da coldnia foi de 3,2 mm. Fusarium sterilihyphosum caracterizou-se pela
producdo de hifas espiraladas, presenca de falsas cabecas no micélio aéreo,
microconidios obvoides com comprimento e largura médios de 6,2 — 8,2 x 4,03 —
5,33 um, respectivamente, e macroconidios longos e delgados, com 3 a 5 septos,
com tamanho médio de 12,46 — 15,0 x 1,0 — 1,5 um de largura, o didmetro da
colénia foi de 2,5 mm. Fusarium oxysporum apresentou como principal marcador
monofidlides curtas, esporodéquio alaranjado, clamidosporos solitarios e em pares,
apresentou microconidios asseptado ou com 1 septo, de forma fusiforme a
reniforme, com tamanho variando entre 3,0 — 6,0 x 1,0 — 2,0 um, os macroconidios
produzidos possuem formato falcado com presenca de 3-5 septos, com tamanho

variando 11,0 -15,5 x 1,5 - 5 um. O crescimento micelial das colbnias foi de 3,1 mm.

3.4 Teste de patogenicidade em frutos

Todos os fungos inoculados foram patogénicos. Os sintomas foram iniciados
quatro dias apo6s a inoculacao (dai), os quais evoluiram com a progressao dos dias,
ficando mais intensos a partir de seis dias ap06s a inoculagéo (Figura 5,6).

Nos frutos inoculados com Bipolaris cactivora inicialmente surgiram lesées
enegrecidas irregulares, no ponto de inoculacdo, expandindo-se e eventualmente
coalescendo, nos locais inoculados. Apés seis a dez dias de inoculacédo, o fungo
cresceu e cobriu as lesdes, apresentando uma podriddo negra. O patdgeno
apresentou como sinais micélio preto de conidioforos e conidios, sendo possivel
observar a esporulagéo a olho nu. As médias das lesdes foram de 7,0 cm de largura
e 8,6 cm de comprimento.

Os frutos inoculados com Alternaria alternata apresentaram como sintomas

lesbes amarronzadas, desuniformes, com manchas longitudinais enegrecidas,
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Apresentando sinais de esporulacdo cinza erverdeada aos 10 dai. Suas medicdes
de largura e comprimento das lesdes variaram entre 2,3 e 2,2 cm, respectivamente.

Colletotrichum siamense quando inoculado aos frutos, apresentou nos
primeiros dias uma leve depressdo aquosa. Com seis dias, foi possivel observar
uma lesdo maior evoluindo para podriddo mole. O patdégeno apresentou como sinal
esporulacéo do patégeno, sintoma tipico de antracnose, podendo ser vista a olho nu.
As médias das lesdes foram de 2,03 cm de largura e 2,8 cm de comprimento.

Fusarium proliferatum apresentou sintomas iniciais quatro dias apos a
inoculacdo. As lesbes foram de formato circular, com coloracdo amarela
amarronzada, progredindo para marrom escuro e consequente podriddo aquosa.
Tendo como largura e comprimento médio de lesdo variando de 2,05 x 2,55 cm
respectivamente, com dez dai.

Fusarium sterilihyphosum foi sintomético a partir de quatro dias apds a
inculacdo apresentando uma leve leséo seca. Aos seis dias essa lesdo aumentou
tornado-se uma podriddo aquosa. Ao final dos 10 dias de avaliagéo, foi possivel
notar micélio espiralado presente no fruto. As médias das lesdes foram 2,3 x 1,9 cm.

Frutos inoculados com o fungo Fusarium oxysporum apresentaram
inicialmente uma leve depressdo aquosa quatro dias apods a inoculagéo. As lesdes
foram em formato circular, dura, com colaracdo amarela amarronzada. Aos 10 dias
apos a inoculacao foi oberservada podriddo seca e presenca de esporoddquio na
lesdo. As médias de largura e comprimento das lesdes foram de 2,05 x 3,05 cm,
respectivamente.

As testemunhas ndo apresentaram sintomas. No reisolamento, além das
espécies inoculadas, foi observada a presenca de isolados do género Colletotrichum

em todos os tratamentos.
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Figura 5. Sintomas em frutos de pitaia observados no teste de patogenicidade. A-C Frutos inoculados
com o isolado CML 4000 de B. cativora; A- 4 dias apos a inoculacéo, B- 6 dias apds a
inoculagcdo, C- 10 dias ap0s a inoculagdo. D-F Frutos inoculados com NM59 de B.
cactivora; D- 4 dias ap6s a inoculacao, E- 6 dias apds a inoculagdo, F-10 dias apés a
inoculacdo. G-I Frutos inoculados com o isolado CML 4062 de A. alternata. G- 4 dias
apos a inoculacao, H- 6 dias apds a inoculacéo, |- 10 dias ap6s a inoculacéo. J-L Frutos
inoculados com o isolado NM34 de A. alternata; J- 4 dias apos a inoculacdo, K- 6 dias
apos a inoculacdo, L-10 dias apdés a inoculacdo. M-O Testemunha; M- 4 dias de
inoculacao, N- 6 dias ap6s a inoculagdo, O-10 dias ap6és a inoculacgao.
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Figura 6. Sintomas em frutos de pitaia observados no teste de patogenicidade. A-C Frutos inoculados
com o isolado RV7 de C. siamense; A- 4 dias apés a inoculacdo, B- 6 dias apos a
inoculagao, C- 10 dias ap0s a inoculagdo. D-F R Frutos inoculados com o isolado CML
4058 de F. proliferatum; D- 4 dias ap@s a inoculagéo, E- 6 dias apos a inoculacdo, F-10
dias ap0s a inoculagdo. G-I Frutos inoculados com o isolado NM38 de F. oxysporum. G-
4 dias apés a inoculagdo, H- 6 dias apos a inoculacéo, |- 10 dias apds a inoculacdo. J-L
Frutos inoculados com o isolado NM47 de F. steriihyphosum; J- 4 dias apds a
inoculacdo, K- 6 dias ap6s a inoculagdo, L-10 dias ap6s a inoculacdo. M-O Testemunha;
M- 4 dias de inoculacdo, N- 6 dias apds a inoculacdo, O-10 dias ap6s a inoculacao.
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3.5 Teste de patogenicidade em cladodios

Com excesao do fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, todos os
fungos inoculados foram patogénicos. Os sintomas foram iniciados 4 dai, 0s quais
evoluiram com a progressao dos dias, ficando mais intensos a partir de seis dias
apos a inoculacgéo (Figura 7, 8).

Os primeiros sintomas dos isolados de Bipolaris cactivora foram pequenas
pontuacgdes de coloracdo marrom e halo avermelhado, progredindo para lesbes com
pontuacbes negras, medindo 3,5 cm de comprimento e 2,0 cm de largura, com
esporulacéo visivel 15 dias ap0s a inoculagéo.

Os isolados de Alternaria alternata apresentaram sintomas iniciais com lesdes
de coloragcdo marrom, com regiao central mais escura e halo avermelhado, algumas
ja com exsudacdo. Com a progressdo da doenca as lesGes tornaram-se negras,
apresentando como sianis a esporulacdo e micélio aéreo do patdgeno, medindo 2,5
cm de comprimento e 1,5 cm de largura.

Cladddios inoculados com Colletotrichum siamense apresentaram uma
elevacdo do tecido, com coloracdo amarelada. Aos 15 dias apos a inoculacgéo, foi
feito o corte do cladddio e observou-se uma podridao interna, de coloracdo marrom-
avermelhada.

Cladddios inoculados com F. proliferatum e F. sterilihyphosum apresentaram
0S mesmos sintomas, podriddo mole com lesbes circulares de coloracdo marrom.
Apenas ao apresentar os sinais foi possivel distinguir de qual espécie se tratava. F.
proliferatum com presenca de esporodoquios laranja e F. sterilihyphosum expressou
micélio branco na superficie, com medi¢cbes médias de 4,0 e 2,5 cm de comprimento
e largura, respectivamente.

As testemunhas ndo apresentaram sintomas. O postulado de Koch foi

cumprido para todos os isolados.
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Figura 7. Sintomas em cladddios de pitaia observados no teste de patogenicidade. A-C Claddédios
inoculados com o isolado CML 4000 de B. cativora; A- Dia da inoculacdo, B- 6 dias apos
a inoculacéo, C- 15 dias apés a inoculacéo. D-F Cladddios inoculados com NM59 de B.
cactivora; D- Dia a inoculacdo, E- 6 dias ap6és a inoculagéo, F-15 dias ap6s a inoculacéo.
G-I Cladddios inoculados com o isolado CML 4062 de A. alternata. G- Dia da inoculacgéo,
H- 6 dias apds a inoculagéo, I- 15 dias apos a inoculagdo. J-L Cladddios inoculados com
o isolado NM34 de A. alternata; J- Dia da inoculagdo, K- 6 dias apés a inoculagéo, L-15
dias apo6s a inoculacdo. M-O Testemunha; M- Dia da inoculacdo, N- 6 dias apés a
inoculacdo, O-10 dias apés a inoculagéo.
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Figura 8. Sintomas em cladddios de pitaia observados no teste de patogenicidade. A-D Claddédios
inoculados com o isolado RV7 de C. siamense; A- Dia da inoculacdo, B- 6 dias apés a
inoculagdo, C- 15 dias apos a inoculagdo, D- Corte transversal. E-G Cladddios
inoculados com NM47 de F. sterilihyphosum; E- Dia da inoculagéo, F- 6 dias apos a
inoculacdo, G-15 dias ap6s a inoculacdo. H-J Cladédios inoculados com o isolado CML
4058 de F. proliferatum. H- Dia da inoculacéo, |- 6 dias apds a inoculacdo, J- 15 dias
apos a inoculacdo. K-M Testemunha; K- Dia da inoculacédo, L- 6 dias apés a inoculagéo,
M-15 dias ap0s a inoculacéo.
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4 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo completo com informagBes sobre sintomatologia,
patogenicidade e identificacdo dos principais patégenos que causam doencas nos
cladodios e frutos de pitaia no Brasil. Ha pelo menos seis espécies em quatro
géneros associados a podridado de frutos e cladddios no pais. As espécies relatadas
aqui sdo comumente encontradas associadas com pitaia em diversos paises.

Com o aumento da demanda por frutos de pitaia, devido aos seus beneficios
para a saude e a lucratividade ao produtor, tornou-se viavel a busca por um
conhecimento mais aprofundado a respeito dos fitopatégenos que causam doencas
a cultura visto que, conhecendo o patégeno e o sintoma que ele causa facilita o
entendimento pelo produtor e auxilia o fitopatologista a criar estratégias de manejo.
Como frutas séo exportadas e importadas, o monitoramento de doencas € vital para
garantir a biosseguranga da planta. A incidéncia de fitopatdogenos, atualmente, tem
aumentando em todo o mundo, e nos ultimos cinco anos tém sido esse o principal
motivo por tal acontecimento (Balendres et al. 2019).

A podridao dos frutos em pitaia causada por Bipolaris cactivora ja foi relatada
nos Estados Unidos, Israel, Tailandia, Jap&o e Vietna (Tarnowski et al. 2010; Ben-
Ze'ev et al. 2011; Ouern et al. 2016; Taba et al. 2007; He et al. 2012). O patégeno
Alternaria alternata, agente causal da mancha negra, afeta varias plantas da familia
Cactaceae. Antracnose causada por Colletotrichum siamense ja foi reportada em
paises como india, Tailandia e China (Abirami et al. 2019; Meetum et al. 2015; Zhao
et al. 2018). Na Malasia foi relatado Fusarium proliferatum (Marastul Hawa et al.
2013) em cladddio. Fusarium oxysporum foi identificado como agente causal da
podriddo basal dos frutos na Colémbia, Argentina, Coreia e Malasia (Salazar-
Gonzalez et al. 2016; Wright et al. 2007; Choi et al. 2007; Mohd Hafifi et al. 2019).

A primeira fonte de inéculo dos patdgenos fangicos que causam doencgas na
pos-colheita dos frutos em pitaia sdo as flores (Oeurn et al. 2015). Bipolaris cactivora
€ um sério patdgeno na pos-colheita da pitaia, pois provoca degradagédoo do fruto de
4 a 7 dai, dificultado seu consumo e provocando perdas econbmicas significativas
(Oeurn et al. 2016). Em estudo feito por Oeurn et al. (2016) relatou-se a capacidade

de B. cactivora causar apodrecimento em frutos de pitaia na pés colheita, uma vez
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que esse patdogeno pode residir em diferentes partes das plantas antes do
desenvolvimento dos frutos, como nos cladédios e flores.

Em frutas de pitaia contaminadas por Alternaria alternata ocorre deterioracao
na epiderme e polpa, podendo ter sintomas visiveis ou ndo (Patel et al. 2017). A
auséncia do sintoma visivel faz com que os consumidores consumam a polpa
infectada, gerando grande preocupac¢do para a saude humana, pois o patdgeno
pode produzir micotoxinas, como fumonisinas (FAO 2017).

Espécies de Colletotrichum sdo patégenos hemibiotréficos, colonizando o
tecido de dentro para fora e quando encontram condi¢cdes favoraveis, colonizam o
exterior do tecido (Munch et al. 2015).

Duas espécies pertencentes ao complexo Fusarium fujikuroi foram relatadas
nesse trabalho. O patégeno F. proliferatum foi identificado na Malasia como sendo o
agente causal da doenca denominada podriddo do caule em pitaia vermelha
(Hylocereus polyrhizus) (Masratul Hawa et al. 2013), sendo nesse estudo o primeiro
relato como patégeno de pitaia vermelha de polpa branca. Durante os dias de
avaliacdo, os sintomas de podriddo foram bem caracteristicos e também
apresentaram esporulacdo do patégeno sobre a epiderme dos frutos e cladédios.
Fusarium sterilihyphosum, agente causal da ma formacdo da mangueira no Brasil
(Lima et al. 2009), nesse trabalho foi patogénico em frutos de pitaia, apresentando
podriddo. Este € o primeiro relato desse patdégeno associado a pitaia no mundo.

A podriddo basal do fruto em pitaia amarela (Selenocereus megalanthus) é
causada por Fusarium oxysporum, observando-se podriddo marrom macia ou seca
na base do fruto (Salazar-Gonzalez et al. 2016). Em nosso estudo, o patégeno foi
caracterizado causando podriddo do fruto de pitaia vermelha de polpa branca (H.
undatus), com 0s mesmos sintomas, sendo também o primeiro relato no Brasil.

Todas as espécies estudadas foram patogénicas a frutos e ou cladédios de
pitaia. Entre os frutos foi possivel observar a diferenca entre os sintomas, visto que
cada patégeno reproduziu um sintoma distinto do outro nos frutos. A principal
diferenca entre os sintomas em frutos € que com o passar dos dias, pode-se notar a
esporulacdo de cada patdgeno e progresso da doenca, com suas estruturas, nos
frutos. Este é o primeiro relato de F. sterilihyphosum como patégeno em frutos de

pitaia no mundo.
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A diferenciacdo dos sintomas causados em cladodios pelas diferentes
espécies é mais dificil, uma vez que no inicio os sintomas séo parecidos, mas com a
evolucédo as diferencas comecam a aparecer, principalmente com a presenca de
sinais do patégeno.

Cladodios com sintoma de podriddo por B. cactivora e A. alternata
apresentam inicialmente uma lesdo marrom com halo avermelhado, com o passar
dos dias, essa lesdao pode ficar aguosa e enegrecida, diferenciando-se pela
presenca de esporos de cada patdégeno.

Cladddios inoculados com C. siamense apresentaram uma elevacdo na
epiderme, com leséo clorética (amarelada), ao fazer um corte no tecido, pode-se
observar que o patégeno estava colonizando o tecido intra epiderme, com coloragao
laranja-avermelhada. No teste realizado por Abirami et al. 2019, os sintomas tipicos
da antracnose foram observados em plantas inoculadas 15 dai. Os patogenos F.
proliferatum e F. sterilihyphosum, quando inoculados, causaram o mesmo sintoma,
podendo ser diferenciado sé por caracterizacdo morfologica e confirmado através de
analise de filogenia molecular. Os sintomas da podriddo do cladodio e frutos
observados nos testes de patogenicidade foram semelhantes aos encontrados por
Masratul Hawa et al. 2013 para F. proliferatum.

Encontramos em nosso trabalho diversas espécies de fungos associadas aos
principais fitopatégenos da pitaia no Brasil, que ocorreram com menor frequéncia e
ndo foram isolados de forma solitaria, e sim de forma associada. Existem diversas
espécies relatadas com frequéncia no mundo em associa¢éo a podriddo de frutos e
cladodios de pitaia, como Fusarium solani na Indonésia (Rita et al. 2016), Fusarium
semitectum na Malasia (Masratul Hawa et al. 2010), Nigrospora sphaerica na China
(Liu el al. 2016), entre outros. No presente trabalho, essas espécies foram
encotradas somente de forma associada.

Na literatura, ha relatos de outros patdégenos que causam doencas em pitaia,
porém esses nao foram encontrados nas condicbes brasileiras, como o fungo
Botryosphaeria dothidea, agente causal da podriddo de cladodio no Meéxico
(Valencia-Botin et al. 2003), Neoscytalidium dimidiatum, causando cancro do caule
na Malasia (Masratul Hawa et al. 2013) e Colletotrichum truncatum como patégeno
da antracnose em frutos na China (Guo et al. 2014). No Brasil recentemente foi
relatado, Colletotrichum karstii como patdégeno de pitaia no estado do Rio Grande do
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Sul baseado em apenas um isolado obtido de fruto/cladédio com sintoma de
antracnose(Nascimento et al. 2019).

E importante relatar que a introducdo e o cultivo comercial de Hylocereus
undatus no Brasil é recente. Sabe-se que a espécie € susceptivel ao ataque de
varios patdégenos economicamente importantes (Ortiz-Hernandez e Carrillo-Salazar
2012; Castro et al. 2017), porém, até o momento, ndo havia informacfes concretas
sobre a diversidade de espécies de fungos associadas ao cultivo dessa pitaia no
Brasil.

Os resultados gerados contribuem para a correta identificacdo dos patégenos
e subsidiam um manejo eficaz das doencas, visando garantir a sustentabilidade da

cultura e sua viabilidade econbmica.

5 CONCLUSAO

As espécies Bipolaris cactivora, Alternaria alternata, Colletotrichum siamense,
Fusarium proliferatum, Fusarium sterilihyphosum, Fusarium oxysporum foram
patogénicas a frutos e cladddios (com excecdo, Fusarium oxysporum) de pitaia.
Relatamos pela primeira vez F. sterilihyphosum como patdégeno de frutos e cladddios
de pitaia no mundo. Este é o primeiro relato de F. oxysporum f.sp. passiflorae e F.
proliferatum como agente causal da podriddo dos frutos de pitaya vermelha com
polpa branca. Um estudo epidemiolégico deve ser realizado para definir medidas
preventivas e de controle eficazes para a interrupcdo da propagacdo do patégeno
nos pomares. Protocolo de certificacdo de mudas pode ser criado afim de subsidiar
a obtencéo de plantas com potencial produtivo maior, além de contribuir para evitar

a disseminacéao de patdgenos por meio de material de propagacao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1S. Isolados de Bipolaris de referéncia e os utilizados no estudo

Isolado no." Espécie Hospedeiro Pais GenBank acesso  Referéncia
no. ITS
DB13GENO09 B. cactivora Hylocereus undatus Italy KF041822 Garibaldi et al. (2014)
Strain 737 B. cactivora Hylocereus undatus USA HM598679 Tarnowski et al. (2010)
Strain 738 B. cactivora Hylocereus undatus USA HM598678 Tarnowski et al. (2010)
Strain 739 B. cactivora Hylocereus undatus USA HM598677 Tarnowski et al. (2010)
Isolate 1.6 B. cactivora Hylocereus undatus Thailand KT287110 Oeurn et al. (2016)
CBS 127235 B. micropus Human clinical samples USA HE792934 da Cunha et al. (2012)
Strain L1 B. spicifera Saccharum officinarum China JN695634 Lin et al. (2012)
CBS 327.64 B. victoriae Avena sativa USA KJ909778 Manamgoda et al. (2014)
ICMP 6227 B. sacchari Oplismenus imbecillis New Zealand KJ922386 Manamgoda et al. (2014)
MFLUCC 100715 B. oryzae Oryza sativa Thailand JX256416 Manamgoda et al. (2012)
BRIP 14845 B. coffeana Coffea arabica Kenya KJ415525 Tan et al. (2016)
CBS 136.29 B. maydis Zea mays Japan KJ909769 Manamgoda et al. (2014)
CBS 690.96 B. bicolor Unknown Cuba KJ909762 Manamgoda et al. (2014)
CBS 241.92 B. heveae Hevea sp. Nigeria KJ909763 Manamgoda et al. (2014)
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Tabela 1S. continua

Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank acesso  Referéncia
no. ITS
CBS 480.74 B. sorokiniana Tribulus terrestres South Africa KJ909771 Manamgoda et al. (2014)
BRIP 11512 B. zeae Zea mays Australia KJ415538 Tan et al. (2016)
BRIP 14840 B. gossypina Gossypium sp. Kenya KJ415528 Tan et al. (2016)
BRIP 16571 B. salviniae Salvinia auriculata Brazil KJ415535 Tan et al. (2016)
CBS 916.96 A. alternata Arachis hypogaea India AF071346 Tan et al. (2016)

Abreviagfes: CML - Colecado Micoldgica de Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, Holanda; BRIP - Queensland
Plant Pathology Herbarium, Brisbane, Queensland, Australia; ICMP - International Collection of Microorganisms from Plants, Auckland, Nov
Zelandia; MFLUCC - Mae Fah Luang University Culture Collection, Chiang Rai, Tailandia; DB13GENOQ9 - Center of Competence Agroinnova,
University of Torino, Itdlia; T — isolado tipo.



Tabela 2S. Isolados de Alternaria de referéncia e os utilizados no estudo.
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Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank acesso no. Referéncia
GAPDH

CBS 916.96" A. alternata Arachis hypogaea India 2?77 Woudenberg et al. (2015)
CBS 121348 A. alternata Platycodon grandiflorus China KP124219 Woudenberg et al. (2015)
CBS 113024 A. alternata Minneola tangelo South Africa KP124198 Woudenberg et al. (2015)
CBS 639.97 A. alternata Helianthus annuus Greece KP124182 Woudenberg et al. (2015)
CBS 107.36 A. gossypina Sall Indonesia JQ646310 Woudenberg et al. (2015)
CBS 104.32' A. gossypina Gossypium sp. Zimbabwe JQ646312 Woudenberg et al. (2015)
Pit Alt 1 A. tomato Hylocereus undatus USA KY073861 Patel e Zhang (2017)
CBS 114.35 A. tomato Solanum lycopersicum Unknown KP124295 Woudenberg et al. (2015)
CBS 118696" A. mimicula Lycopersicum esculentum USA AY562415 Woudenberg et al. (2013)
CBS 121339 A. eryngii Eryngium sp. Unknown AY562416 Woudenberg et al. (2013)
CBS 482.81 A. panax Aralia racemosa USA KC584128 Woudenberg et al. (2013)
CBS 101229 A. obovoidea Cucumis sativus New Zealand FJ266498 Woudenberg et al. (2013)
CBS 483.81 A. cucurbitae Cucumis sativus New Zealand AY562418 Woudenberg et al. (2013)
CBS 1194117 A. pseudorostrata Euphorbia pulcherrima USA AY562406 Woudenberg et al. (2013)
CBS 103.32' A. citrullicola Citrullus vulgaris Cyprus KJ717994 Woudenberg et al. (2014)
CBS 116114" A. cucumerina Luffa acutangula USA KJ718000 Woudenberg et al. (2014)




Tabela 2S. continua

Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank acesso  Referéncia
no. GAPDH
CBS 210.86" A. infectoria Triticum aestivum UK AY278793 Woudenberg et al. (2013)
CBS 196.86" A. conjuncta Pastinaca sativa Switzerland AY562401 Woudenberg et al. (2013)
CBS 542.94" A. oregonensis Triticum aestivum USA FJ266491 Woudenberg et al. (2013)
CBS 302.84 Cicatricea salina Cancer pagurus North Sea, JN383467 Woudenberg et al. (2013)
Skagerrak

Abreviacdes: CML - Colecao Micolégica de Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht , Holanda. T — isolado tipo.



Tabela 3S. Isolados de Colletotrichum de referéncia e os utilizados no estudo.
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Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank Referéncia

acesso no.

GAPDH
DFAN1 C. siamense Hylocereus undatus India MG561764 Abirami et al. (2019)
CMM 3814 C. siamense Mangifera indica Brazil KC702955 Vieira et al. (2013)
ICMP 18578"" C. siamense Coffea arabica Thailand JX009924 Weir et al. (2012)
CMM 4083' C. dianesei Mangifera indica Brazil KC517194 Lima et al. (2013)
ICMP 17821F" C. gloeosporioides Citrus sinensis Italy JX010056 Weir et al. (2012)
ICMP 17895 C. theobromicola Annona diversifolia Mexico JX010057 Weir et al. (2012)
CBS 129818 C. colombiense Passiflora edulis Colombia JQO005261 Damm et al. (2012)
CBS 123755" C. boninense Crinum asiaticum Japan JQ005240 Damm et al. (2012)
CBS 1285017 C. brasiliense Passiflora edulis Brazil JQ005322 Damm et al. (2012)
CBS 132134"" C. karstii Vanda sp. China HM585391 Yang et al. (2011)
MH817040 C. karstii Hylocereus undatus Brazil MH817040 Nascimento et al. (2019)
c23 C. truncatum Hylocereus polyrhizus Malaysia KF031458 Vijaya et al. (2014)
CBS 151.35%" C. truncatum Phaseolus lunatus USA GU228254 Damm et al. (2012)
CBS 144.31 C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris Germany JX546712 Liu et al. (2013)

Abreviacdes: CML - Colecao Micologica de Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht , Holanda; ICMP - International Collection of
Microorganisms from Plants, Auckland, Nova Zelandia; CMM - Culture Collection of Phythopathogenic Fung “Prof. Maria Menezes”, Recife, Brasil; T — isolado
tipo; HT — hol6tipo; ET- epitipo.



Tabela 4S. Isolados de Fusarium de referéncia e os utilizados no estudo.
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Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank Referéncia

acesso no. TEF
NRRL 22944 F. proliferatum Cattleya sp. Germany AF160280 O'Donnell (1999)
S4029 F. proliferatum Hylocereus polyrhizus Malaysia JX868949 Masratul Hawa et al. (2013)
S4722 F. proliferatum Hylocereus polyrhizus Malaysia JX868962 Masratul Hawa et al. (2013)
K9191 F. fujikuroi Hylocereus polyrhizus Malaysia KJ655981 Masratul Hawa et al. (2017)
NRRL 13566 F. fujikuroi Oryza sativa Taiwan AF160279 O'Donnell (1999)
S9167 F. fujikuroi Hylocereus polyrhizus Malaysia KJ655998 Masratul Hawa et al. (2017)
NRRL 25226 F. mangiferae Mangifera indica India AF160281 O'Donnell (1999)
NRRL 13999 F. sacchari Saccharum officinarum India AF160278 O'Donnell (1999)
NRRL 13308 F. acutatum Unknown India AF160276 O'Donnell (1999)
BBA 65058°" F. udum Cajanus cajan India KY498862 Pfenning et al. (2018)
NRRL 13617" F. phyllophilum Sorghum bicolor Australia KF466421 Proctor et al. (2013)
NRRL 25486" F. xylarioides Coffea robusta Uganda AY707136 Geiser et al. (2015)
NRRL 22045 F. thapsinum Sorghum bicolor South Africa AF160270 O'Donnell (1999)
NRRL 13488" F. nygamai Sorghum bicolor Australia AF160273 O'Donnell (1999)
FGSC 7603 F. verticillioides Zea mays USA FN552078 Van Hove et al. (2011)
NRRL 25059" F. musae Musa sp. Honduras FN552086 Van Hove et al. (2011)




Tabela 4S. continua
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Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank Referéncia

acesso no. TEF
CBS 118516" F. ananatum Ananas comosus South Africa  LT996091 Sandoval-Dennis
NRRL 22016 F. subglutinans Zea mays USA AF160289 O'Donnell (1999)
NRRL 253317 F. circinatum Pinus radiata USA AF160295 O'Donnell (1999)
CML 283 F. sterilihyphosum Mangifera indica Brazil DQ452858 Lima et al. (2012)
NRRL 25623 F. sterilihyphosum Mangifera indica South Africa AF160300 O'Donnell (1999)
CML 345 F. tupiense Mangifera indica Brazil DQ452861 Lima et al. (2012)
CML 262" F. tupiense Mangifera indica Brazil DQ452859 Lima et al. (2012)
CML 389 F. tupiense Mangifera indica Brazil DQ452860 Lima et al. (2012)
NOO1DF F. oxysporum Hylocereus polyrhizus Malaysia MH638321 Mohd Hafifi et al. (2019)
DF2 F. oxysporum Hylocereus polyrhizus Malaysia MK190688 Mohd Hafifi et al. (2019)
NRRL 32873 F. oxysporum f. sp. vasinfectum Gossypium sp. USA FJ985310 O'Donnell et al. (2009)
NRRL 26445 F. oxysporum f. sp. phaseoli Phaseolus vulgaris USA DQ837686 O'Donnell et al. (2009)
NRRL 26374 F. oxysporum Homo sapiens USA AF008483 O'Donnell et al. (1998)
NRRL 22549 F. oxysporum f. sp. passiflorae Passiflora edulis Brazil AF008505 O'Donnell et al. (1998)
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Tabela 4S. continua

Isolado no. Espécie Hospedeiro Pais GenBank Referéncia
acesso no. TEF

NRRL 38296 F. commune Beta vulgaris USA FJ985372 O'Donnell et al. (2009)

NRRL 53153 F. commune Unknown Korea FJ985440 O'Donnell et al. (2009)

Abreviacdes: CML - Colecao Micolégica de Lavras, Brasil; CBS - Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Holanda; NRRL, Northern Regional Research
Laboratory, Peoria, IL, EUA; BBA: Julius Kiihn Institute, Institute for Epidemiology and Pathogen Diagnostics, Berlin and Braunschweig, Alemanha; T —
isolado tipo; ET- epitipo.
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