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RESUMO

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundil nadaracuja
amarelo Passiflora edulid. flavicarpa). Entretanto, doencas como a podridao
do colo, provocam reducdo significativa a proddtide e constante migracao
da cultura para regides supostamente livres dogeatd Neste trabalho foi
investigado se 0 agente causal da podriddo do maitence a uma espécie
bioldgica e filogenética distinta dentro do complebe espécigsusarium solani
— FSSC. Foi obtida uma cole¢éo de 98 isolados de diferentes estados (BA,
CE, MG, SP, RJ, GO, PA, MA e PI). Isolados monoispdrforam submetidos a
analises de filogenia molecular de duas regiexg@nEF- 1o e RPB2 teste
de patogenicidade, teste de compatibilidade sexwalaliacdo dos marcadores
morfolégicos. Para verificar a existéncia de baaregprodutiva entre isolados,
isolados demating typesopostos foram cruzados para inducdo da fase sexuad
A analise filogenética de Maxima Parcimdnia de 8egias combinadas das
regibesTEF- 1o e RBP2 os isolados avaliados agruparam em nove linhagens
distintas dentro do clado 3 do do FSSC. O testpatiggenicidade revelou que
os isolados de sete dessas linhagens causam demngaaracujazeiro. Duas
destas linhagens sao formadas por isolados autasféhomotalicos), FSSC 21,
conhecida comd-. striatum e uma nova linhagem, ainda ndo descrita na
literatura, preliminarmente denominada de FSSCA4Qoutras cinco linhagens
que causaram sintomas da podriddo do coldPassifloraforam FSSC 3 + 4
("F. falciforme"), FSSC 5, FSSC 20, FSSC25 e FSSC 41, outra muvagem
ainda ndo relatada na literatura. Isoladosni#ing typesopostos de cinco
linhagens heterotdlicas foram cruzados com osdeslala mesma linhagem,
isolados de outras linhagens, e representantes ngaig populations
conhecidos dentro do FSSC. Isolados das linhagBB8E€R + 4, FSSC 34 e da
nova linhagem heterotalico FSSC 41 formaram péogédérteis quando
cruzados entre si, mas ndo com isolados de outtekens e representantes de
outrasmating populationsapoiando o seu reconhecimento como trés espécies
bioldgicas distintas. Caracteres morfolégicos eifiges nao foram identificados
para diferenciar as linhagens associadas ao maraitg. Em concluséo, sete
linhagens distintas dentro Clade 3 do FSSC podsacguodriddo do colo do
maracujazeiro, incluido duas novas linhagens, F8B€ FSSC 41. Duas outras
linhagens, ocorrem em associacdo a0 maracujaze&s, sua patogenicidade
nao foi estudada. Estes resultados contribuird@ pan diagndstico mais
confiavel do agente etiologico da podriddo do cdio.os programas de
melhoramento que visam resisténcia genética tambéterdo se beneficiar
desse conhecimento sobre a verdadeira diversidadatdgeno.

Palavras-chave Fusarium solani species complePassiflora edulis f.
flavicarpa Filogenia moleculaMating population



ABSTRACT

Brazil is one of the most important producers dfoye passion fruit
(Passiflora edulisf. flavicarpa). However, diseases such as collar rot cause
significant reduction in productivity, and resuitéonstant migration of the crop
to regions supposedly free of the pathogen. Westigeted whether the causal
agent of collar rot belongs to a distinct phylogenend biological species
within the Fusarium solanispecies complex - FSSC. Ninety eight isolates with
morphological characteristics &. solani were obtained from diseased plants
with symptoms of collar rot collected in the ninffatent states (BA, CE, MG,
SP, RJ, GO, PA, MA, and PI). Monospore isolates ewsubjected to
phylogenetic analyses of partidlEF-1lz and RPB2 sequences, crossing
experiments, pathogenicity tests, and evaluationmofphological markers.
Maximum Parsimony analysis of combindiEF-1o and RPB2 sequences
grouped the isolates into nine distinct lineagethiwi Clade 3 of the FSSC.
Pathogenicity tests revealed that isolates fromesenf these lineages caused
disease. Two of these lineages are formed by sdifef (homothallic) isolates,
FSSC 21, known ab. striatum and a new lineage, not yet reported in the
literature, preliminarily numbered FSSC 40. Theeotfive lineages with isolates
that caused collar rot dPassifloraare FSSC 3+4 F. falciforme’), FSSC 20,
and FSSC 41, another new lineage not yet repontedei literature. Isolates of
opposite mating types from five heterothallic ligea were crossed with isolates
of the same lineage, isolates of other lineaged, representatives of known
mating populations within the FSSC. Strains of FSS€ 4, FSSC 34 and the
new heterothallic lineage FSSC 41 formed fertilétpecia only when crossed
with members of the same lineage, supporting tlegiognition as three distinct
biological species. Specific morphological charexctsould not be assigned to
the different phylogenetic lineages identified §saciation with passion fruit. In
conclusion, seven distinct lineages within Cladaf $he FSSC can cause collar
rot of passion fruit, including two new lineage§3€ 40 and FSSC 41. Other
two lineages occur in association wilhssiflorg but did not pathogenicity have
been studied. These findings will contribute to arenreliable diagnosis of the
etiological agent of collar rot. Breeding progralmsking for genetic resistance
will also benefit from this knowledge about theetiversity of the pathogen.

Key words: Fusarium solani species compldXassiflora edulisf. flavicarpa.
Molecular phylogenyMating population
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1 INTRODUCAO

O Brasil € 0 maior produtor e consumidor mundiah@eacuja amarelo
(Passiflorae edulid. flavicarpg com producdo de 838.244 t em uma area de
57.277 ha (IBGE, 2013). Essa producéo se conceatragido Nordeste, sendo
0 Estado da Bahia o maior produtor, seguido do & dzspirito Santo, Minas
Gerais e Sergipe (IBGE, 2013). Entretanto, um datoréds da baixa
produtividade é a ocorréncia de doencas, dentee &lpodriddo do colo e da
raiz.

A podridao do colo e da raiz é observada geralmamtelantas adultas.

O processo de doenca inicia-se com o amarelecineeprda de turgescéncia
dos brotos, seguida de murcha e seca da plantdtadss da podriddo do colo e

do sistema radicular (Fischet al., 2005). O controle da doencga € preventivo,
nao havendo até o momento métodos curativos efsequando a mesma é
constatada no pomar (Viaeaal.,2003).

O agente etiolégico da podriddo do colo e da raizoBhecido na
literatura comd-usarium solanbu Nectria haematococc&m estudo recente o
agente etiolégico da podriddo do colo foi descdtamo uma novaorma
specialis F. solanif. sp. passiflorae,baseado em patogenicidade e em analise
filogenética das regifd3S-5.8S rDNAe TEF-1u de oito isolados (Buenet al.,
2014).

Fusarium solanise destaca como patdégeno de inumeras culturas e
apresenta mais de 20 nomesfdenae specialesonhecidas, ou seja, formas
especificas com patogenicidade a determinada plalglamasformae speciales
foram descritas como espécies bioldgicasnmating populationda mais de 30
anos entretanto sem receber nomes formais (Matuo & Snyd®¥3). Analises
de filogenia molecular evidenciaram g&e solani engloba varias espécies
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filogenéticas distintas (O’Donnell, 2000; O’Donnetlal., 2008). Dessa forma,
atualmente, refere-se na literatura a esse grupenges comd-usarium solani
species complexFSSC.

Espécies deste complexo apresentam comportamegmiodutivo com
populacdes homotalicas e heterotalicas. Quando |lagi®s apresentam a
reproducdo sexuada, observada no campo ou indemidaboratério por meio
de cruzamentos, permite a distincdo de espéciesaplicacdo do conceito de
espécie biolégica (Matuo & Snyder, 1973; Cowtral., 2007).

Em Passiflora populacdes homotdlicas & solani foram apontadas
como patogénicas (Ploetz, 1991; Nirenberg & Briéémbiebetanz, 1996; Pegg
et al.,2002), mas nenhuma mencgéo é feita a popula¢fesotédicas. Portanto,
testamos a hip6tese de que outras formas ou p@eslgpdem ocorrer e serem
patogénicas.

O conhecimento gerado permitird uma identificacopdtégeno com
seguranga e confiabilidade, e estabelecer medidagrgivas e fitossanitarias.
Além disso, o eventual desenvolvimento de técnicasleculares de
identificacdo também depende dessa caracterizeedoressaltar que em todos
os solos ocorrem formas saprébiasFdesolani. Mais da metade dos isolados
obtidos de plantas de pimenta-do-reino com sintdenfusariose ndo pertenciam
ao agente etioldgico da doenca (Vaz, 2013) evidedoi claramente que a
identificacdo por marcadores morfologicos € inseifite.

Diante do exposto, este trabalho se prop8e a rdspdis seguintes
questdes: (i) Quantas linhagens do FSSC estaoiadas@Passiflora edulid.
flavicarpae sdo patogénicas (ii) o agente causal da podddamlo pertence a
uma espécie bioldgica e filogenética distinta dewlio complexo de espécies
Fusarium solaniFSSC? (iii) ocorrem populag6es homotdlicas ourbttkcas,
capazes de induzir doengca no maracujazeiro? Odtadss gerados neste
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trabalho permitirdo realizar diagnose e 0 monitaatm do patégeno de forma
consistente e confiavel, além de viabilizar esgiat de identificacdo de fontes
de resisténcia para o melhoramento genéticoPassiflora edulis,visando
tornar a producéo brasileira cada vez mais conyzetit
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2 ESTADO DA ARTE

Dentre as frutiferas de expressdo econémica nadl,Bramaracujazeiro
tem se destacado nos ultimos anos no agronegdgmnedesempenhado uma
importante funcdo social nas regides onde é exgdgrgarantindo um nivel de
emprego tanto no campo quanto na industria. O IBéasi maior produtor e
consumidor mundial de maracuja amaré&agsiflorae edulig. flavicarpa com
producdo de 838.244 t em uma area de 57.277 h&&(IBGL3). Essa producao
se concentra na regido Nordeste do pais, senddanldEda Bahia 0 maior
produtor da fruta com 355.020 t em uma area coltd@29.695 ha, seguido de
Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais e Sergipe (IRXBE3).

Apesar do crescimento dos cultivos observado ntismag anos a
ocorréncia de doencas, dentre elas a podriddo Woecala raiz, que mata
precocemente as plantas (Viagtaal., 2003; Fischeet al.,2010) é responsavel
pela baixa produtividade e tem se apresentando comentrave a difusdo dessa
cultura.

A doenca denominada podriddo do colo e da raiz gerghda
geralmente em plantas adultas, mas plantas noweTpsucumbir ao ataque
dos patdgenos em areas com histérico da doenca aordicGes favoraveis de
elevada temperatura e umidade (Pattal., 1998). Esta doenca esté dispersa
por todos os Estados brasileiros que produzemta, feendo responsavel, pela
reducdo da longevidade dos pomares e, em muitoss,ca®r constantes
migracdes da cultura (Porgeal., 1998; Fischeet al.,2005).

O processo de doenca inicia-se com o0 amarelecimenperda de
turgescéncia dos brotos, seguida de murcha dosipmst acompanhada de
alteracdo na coloragdo da folha para um verdegalidcorrendo,

posteriormente, murcha drastica, desfolha e mate pflantas, em virtude do
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completo anelamento necrético do colo da plantanfdbmente, a necrose
estende-se acima do nivel do solo de 2 a 10 cnenpladprogredir ao longo das
raizes. Sdo também descritos intumescimento e dacd® da casca, na regido
do colo afetado, exibindo uma coloragéo arroxeasabordas das lesdes e, sob
condicBes de elevada umidade, pode-se observdégiesi do patégeno, que
representam a fase perfeita do fungo (Fisetiex., 2005; Fischeet al., 2010;
Dariva, 2011). O processo infeccioso é favorecido ferimentos. Varios
autores s6 foram capazes de reproduzir 0s sintdaamenca na presenca de
ferimentos (Emechebe & Mukiibi, 197&edefioet al., 1990; Fischeret al.
2005). O controle da doenca é preventivo, ndo hthvaté 0 momento métodos
curativos eficientes, quando a mesma é constatadpomar (Vianaet al.,
2003).

O agente etiolégico da podriddo do colo é conhexaltiteratura como
Fusarium solaniou Nectria haematococ¢au aindaHaematonectria ipomoeae
(Nirenberg & Brielmaier-Liebetanz, 1996) com basean ecaracteres
morfoldgicos. Recentemente o mesmo agente etialdgicdescrito como uma
novaforma specialisF. solanif. sp. passiflorae,baseado em patogenicidade e
em andlise filogenética das regid@s$-5.8S rDNAe TEF-1o de oito isolados
(Buenoet al., 2014). Essa variacdo de nomes atribuidos ao Idogempo ao
mesmo agente etioldgico reforca a necessidade dodesferramentas mais
acuradas, que sejam capazes de distinguir entrdgo@es proximas.

Conhecimentos gerados nas Ultimas décadas, por deeifilogenia
molecular e conceitos biolégicos, permitiram uméiniigiio mais acurada no
sistema de identificacdo das espécies que antatdeneram descritas apenas
comoF. solani(Matuo & Snyder, 1973; O’Donnell, 2000). Analissfilogenia
molecular baseada nas regides génidaB-1a, 28S rDNAe ITS evidenciaram

gue isolados com caracteristicas gerai§.dgolaniformam um complexo, que



14

engloba cerca de 50 espécies filogenéticas distintggrupadas em trés clados
principais, algumas delas definidas também coméaisp bioldgicas omating
populations(MP) (O’'Donnell, 2000; O’Donnelét al.,2008; Zhanget al., 2006;
Nalim et al.,2011). Dessa forma, atualmente, refere-se natliter a esse grupo
de organismos comnfeusarium solani species complekSSC.

O Clado 1 é representado por isolados da Nova delan Clado 2 é
formado por patdgenos associados a soja e ao feij@enientes da América do
Sul e da Asia e o Clado 3, o mais diverso, é cotoposr patégenos de varias
plantas cultivadas como maracuja, pimenta do rd@if#o, soja, solanaceas e
patdégenos oportunistas de humanos (O’Donnell, 200Dpnnellet al.,2008).

Quando populagbes apresentam a reproducdo sexwsajm, ela
observada no campo ou induzida em laboratério peio de cruzamentos,
permite a distincdo de espécies pela aplicagdmdeeito da espécie bioldgica
(Matuo & Snyder 1973; Coveet al.,2007). Quando possivel, o uso do conceito
da espécie bioldgica € uma ferramenta valiosantity@m consideracéo que a
distincdo de espécies por meio de marcadores ragifols ndo € possivel em
muitos casos. No FSSC ja foram descritas oito éspdxoldgicas ounating
populations que eventualmente sdo reconhecidas espécieerfétigas (Matuo
& Snyder 1973; Covertt al.,2007). A mais recenteusarium tucumanigeum
dos agentes etioldgicos da Sindrome da Morte Sdhitdoja (SDS) (Covedt
al., 2007).

No FSSC as espécies biologicas podem ser heteest&@i homotalicas.
A terminologia utilizada para descrever um sistelaaruzamento entre fungos
€ denominada dmating type Existe um locdMAT com dois idiomorfoMAT-1
e MAT-2, que sdo sequéncias nado relacionadas, presenieesmda posicao do
cromossomo (Leslie & Summerell, 2006; Turgeon & ¥o®000). Em espécies

heterotdlicas ou autoestéreis, a reproducdo oeotre dois isolados dmating
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types opostos, enquanto que em espécies homotdlicas,oigs idlomorfos
coexistem no mesmo genoma, completando o cicladdeavpartir de um Unico
esporo, por isso sao consideradas autoférteisi€l&ssummerell, 2006)

Em Passiflora espécies homotéalicas do FSSC foram apontadas como
patogénicas (Ploetz 1991; Nirenberg & Brielmaiezddtanz 1996; Pegg al.,
2002). E mais recentemente no Brasil 0 mesmo agdittidgico foi descrita
como uma novéorma specialisF. solanif. sp.passiflorag(Buenoet al.,2014).
Contudo, o estudo ndo esclarece quais populacéemtélicas ou heterotalicas,
foram utilizadas no estudo. Estudos complementpoeem esclarecer se a
populacdo, que causa a doenca no Brasil é comppsmas por linhagens
homotélicas ou se ambas as formas podem ocorrereenspatogénicas. No
patossistema da fusariose da pimenta do reino, gx@mplo, a analise
filogenética evidenciou dez linhagens distintastretanto o patégeno era
representado por uma espécie heterotdlica do F$8@, alta fertilidade
feminina observada em campo (\&zl.,2012).

O conhecimento gerado permitira identificar o pat@com seguranca
e confiabilidade, e estabelecer medidas de pregergél fitossanitérias.
Procedimentos duradouros de melhoramento genéticoo eeventual
desenvolvimento de técnicas moleculares de ideatfio também dependem
dessa caracterizacdo. Vale ressaltar que em toglasolos ocorrem formas
saprébias dd-. solani. Mais da metade dos isolados obtidos de plantas da
pimenta-do-reino com sintoma de fusariose nao p&em ao agente etioldgico
da doenca (Vaz, 2013) evidenciando claramente quideatificacdo por
marcadores morfolégicos é insuficiente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados

Foram utilizados neste estudo isoladosFdsarium solaniobtidos de
plantas de maracujazeiro com sintomas de podriddaalb das principais
regides produtoras do Brasil nos Estados da BAMIE, SP, RJ, GO, PA, MA
e Pl. (Tabela 1, Apéndice A). As raizes, radiceldsagmentos do coleto das
plantas foram lavadas em 4gua. Em seguida foraimnfesmdas com alcool
96% e hipoclorito de sbédio 1% e os fragmentos dexapadamente 2 mm
foram plaqueados em meMalt extract agar 2% - MAZQTuite, 1969), em
namero de 15 fragmentos por planta.

Os isolados que apresentaram caracteristicas mgidas de-. solani
foram submetidos a cultivo monospdricos e presewagin agua destilada
esterilizada e armazenados a 10 °C, no escurmpreservados em suspensao
de esporos em 15% glicerol a -80 °C, e depositadoSolecdo Micolégica de
Lavras (CML), Laboratério de Sistematica e EcolatgaFungos, Departamento

de Fitopatologia, Universidade Federal de LavrdsL@).

3.2 Extragcdo de DNA

Os isolados foram cultivados em meio malte 2% tiqu{Leslie &
Summerell, 2006), incubados em um agitador a 100, npor trés dias, a
temperatura ambiente (25 °C a 28 °C). O micéliofiftado, macerado em
nitrogénio liquido e a extracdo de DNA foi realizactravés do kit
Wizard®Genomic DNA purification (Promega do Brasil), deo@ com as

especificacbes do fabricante. As concentracBes HN& Boram estimadas
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utilizando-se o aparelho NanoDrop 2000 e, visuatmeam gel de agarose
1,2%, por comparac¢ao da intensidade de banda comaroador de tamanho de

fragmentos de 1 Kb (Invitrogen).

3.3 Anadlise filogenética

Foram selecionados 55 isolados, dos diferentesd&starodutores de
maracuja amarelo do Brasil, para o sequenciamenfeagmento do gene fator
de elongacdo-lo (TEF-1x) (O’'Donnell et al., 1998). Foi realizada a analise
preliminar e com base nos agrupamentos geradosvoaeade TEF-1u, na
origem geogréafica e no tipo deating typeforam selecionados 42 isolados para
0 sequenciamento do fragmento do gene da seguridasnhunidade da RNA
polimerase RPB2 (O’Donnell et al., 2008). Na analise filogenética combinada
foram selecionados 40 isolados com base nas segsédas duas regifes
génicas,TEF-1x eRPB2

3.3.1 Amplificacdo por PCR

Para a amplificacdo de fragmentos do gene fatoeldegacdo - d
(TEF-lo)  foram  utilizados os primers Ef1  (forward, 5-
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3) e Ef-2 (everse 5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3) (O'Donnell et al, 1998). Na
amplificacdo do fragmento da segunda maior subdeidka RNA polimerase
(RPB2, utilizaram-se 0s  primers 5F2 forward; 5-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3) e 7cR réverse 5-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3) (O’Donneltt al.,2008).
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As reacdes de PCR foram realizadas no termocicldtioiCycler™
(BIO-RAD). As condicdes para a amplificacdo TeF-1a foram: 94 °C, por 1
minuto; 34 ciclos: 94 °C, por 30 segundos; 62 %¢,45 segundos; 72 °C, por 1
minuto e 72 °C, por 5 minutos (O’'Donnefl al., 1998). Par&RPB2foram: 94
°C, por 90 segundos; 40 ciclos: 94 °C, por 30 ségsins5 °C, por 90 segundos;
68 °C, por 2 minutos e 68 °C, por 5 minutos (O’Delhret al., 2008). Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforesegeinde agarose 1,2%
corado com GelRed (Biotiut), com posterior visualizacdo realizada em
fotodocumentador MiniBis Pro (Uniscience). Os fregitos amplificados foram
purificados utilizando-se o kit GenElute PCR ClegnKit (Sigma-Aldrich)

para, posterior sequenciamento.

3.3.2 Analise de sequéncias de nucleotideos

Os eletroferogramas gerados foram analisados migudé com o por
meio do programa SegAssem (Hepperle, 2004) e agseiqs editadas foram
comparadas com a base de dados GenBank, do Nat©eater for
Biotechnological Information — NCBI, por meio do ograma BLAST
(http://nttp://mww.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST/e com a base de dados
FUSARIUM-ID v. 1.0, especifica para o généusarium(Geiseret al.,2004).

Nas andlises filogenéticas sequéncias de referémiga FSSC
correspondentes adEF-1o e RPB2 previamente depositadas no GenBank,
foram acrescentadas as analises (Tabela 2, ApénBjceAs andlises
filogenéticas foram realizadas de forma individlaF-1o, (581 pb)RPB2(621
pb) e combinadas das duas regifes génicas (1.30Alpthamentos mltiplos
das sequéncias de nucleotideos foram geradosantlizse a ferramenta
CLUSTALW ((Thompsoret al., 1994), implementado pelo programa MEGA 5
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e foram corrigidos manualmente. A analise filogeaétfoi realizada pelo
método de Maxima ParcimoniaMéximum Parsimony MP) por meio do
programa MEGA 5 (Tamurat al., 2011). Sequéncias deusarium illudens
(NRRL 22090) eFusarium plagianthiNRRL 22632)foram utilizadas como
outgroup com base nos resultados obtidos por O’Doretedl. (2008).

3.4 Teste de homotalismo

Para evitar resultados falsos positivos nos cruntzaeos isolados em
estudo foram submetidos ao teste de homotalisnest® foi realizado por meio
de dois protocolos. No primeiro protocolo, isoladm®nospéricoss foram
cultivados em placas de Petri de poliestireno (88 xnm), contendo o meio de
culturaCenoura agar CA (Tuite, 1969) e incubados a 25 °C no escurcspte
dias. Apods o periodo de incubacgédo, 2 mL de soldgddween 80 a 2,5% (v/v)
foi adicionada a coldnia e espalhados com uma dé&aDrigalsky, para
promover estresse nos isolados e homogeneizar éimids culturas foram
incubadas a 22-23 °C sob luz constante por 30 (@iesertet al., 2007). O
segundo protocolo consistiu em transferir os ismagara tubos e placas
contendo o mei&ynthetic nutrient poor agar SNA (Nirenberg, 1981) e tubos
contendo meio completo - MC (Leslie & Summerell,08)) incubados a
temperatura ambiente e a 20 °C com fotoperiodo2daotas de luz branca
fluorescente combinada com luz negra e 12 horassooro,, respectivamente,
por 30 dias. Os testes foram repetidos duas vemes, a confirmacdo dos
resultados (Leslie & Summerell, 2006). Os isolado® ndo apresentavam
homotalismo foram submetidos a determinagdmdtng typee ao cruzamento

para inducdo da fase sexual.



20

3.4 Determinagédo demating typepor PCR e inducéo da fase sexual

A determinacdo denating typefoi realizada a partir da extracdo do
DNA fangico de isolados monospéricos utilizandaitokizard® Genomic DNA
purification (Promega do Brasil), de acordo coneggecificacdes do fabricante.

A amplificacdo do idiomorfdMAT-1 foi realizada utilizando oprimers
FsolMatlF (CGCCCTCTKAAYGSCTTCATG) eFsolMatlR (GGAGTAGAC
CTTAGCAATYAGGGC), e as condi¢cbes de PCR de acomta Matos (2014),
gerando um fragmento de 200 pb, e do idiomdtfeT-2 utilizando osprimers
fusHMGfor (CGACCTCCCAAYGCTACAT), e fusHMGrev
(TGGGCGGTACTGGTARTCRGG), e condicdes de PCR de dicorom
Kerényiet al. (2004), gerando um fragmento de 260 pb. O prodat®CR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1pa%a, a visualizacdo dos
resultados. O comprimento dos fragmentos amplifisddi comparado com um
marcador DNA ladder 1 Kb.

Apés a determinacdo domating typedos isolados, foram realizados
cruzamentos entre os isolados Be solani encontrados enP. edulis f.
flavicarpa e entre estes e isolados representantesnddmg populations
descritas por Matuo & Snyder (1973) descritos naeleal, Apéndice A. Foram
incluidos nesse ensaio os isolados CML 88@&\T-2, CML 1830 MAT-1),
CML 1833 MAT-1), representantes da espécie bioldgica, que indtansas de
PVR emGlycine maxno Brasil (Guimardes, 2011) e os isolados CML 2187
(MAT-1) e CML 2186 MAT-2), representantes da espécie biolégica que causa
fusariose enfiper nigrum(Vazet al.,2012) na Tabela 1, Apéndice A.
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Isolados demating typeopostos foram testados tanto como parental
feminino e parental masculino. O isolado testadma@arental feminino foi
transferido para placa de Petri de 60 mm de di@ametntendo meio CA,
incubado por sete dias no escuro a 25 °C. O isolastado como parental
masculino foi transferido para tubos com meio M@ubado por uma semana
com fotoperiodo de 12 horas de luz branca fluordsceombinada com luz
negra e 12 horas no escuro, a uma temperatura &8e. 28p6s esse periodo, 2
mL de solucdo Tween 80 a 2,5% (v/v) foram adici@sados tubos, o micélio
aéreo foi friccionado com uma pipeta de Pasteumdado uma suspensao de
esporos concentrada. A suspensao de esporos faifariala para a placa
contendo um isolado dmating typeoposto, e espalhada com uma alga de
Drigalski de modo a homogeneizar os micélios presama superficie da placa.

Os cruzamentos foram incubados a 25 °C com fotogercom luz
branca fluorescente constante, por um periodo éeseaits semanas (Leslie &
Summerell, 2006). As avaliagbes foram realizadamasalmente e o0s
cruzamentos foram considerados férteis quando o#éges produzidos
exsudam ascaésporos. Os cruzamentos foram repétidogezes, para confirmar
0s resultados.

A viabilidade dos ascosporos foi avaliada por nd@ogerminacdo em
Agar 4gua- AA (Kelmanet al, 1967). Com estilete de ponta fina, cirros de
ascosporos foram coletados e espalhados sobreedisigpdo agar com uma
alca de Drigalski e algumas gotas de agua esEodteriormente, a placa de
Petri contendo os ascésporos foi incubada no esc@B0°C por 24 horas. Ap6s
este periodo de incubacgdo, foi realizada a avaliagd germinacdo dos
ascosporos em microscépio de luz sob aumento gez3 (Limeet al.,2012).

3.5. Teste de patogenicidade
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Com base nos resultados obtidos na analise filoiganéforam
selecionados 18 isolados para avaliar sua capa&cidadcausar doencas em
mudas de maracujazeiro. Os isolados foram cultwvaao placas de Petri de 6
cm, contendo meio MA 2%, e mantidos por dez di@b&C no escuro. Na
sequencia, mudas com 60 dias poOs- germinacdo dedade de Maracuja
Amarelo Redondo (ISLA), crescidas em vasos contendo 3 litros de solo na
proporcdo 2:1:1 (solo: substrato comercial: argrafado com Basanid
receberam um ferimento com um furador no coletaia 210 solo. No ferimento
foi depositado um disco de micélio com aproximadamé& mm de diametro. O
disco foi fixado com fita adesiva que foi removidaco dias apés a inoculagéo.
A testemunha recebeu apenas um disco contendo WM#&i@% sem o fungo
(Fischeret al.,2005). As plantas inoculadas foram mantidas a&C28 3 em casa
de vegetacéo.

As avaliacdes foram realizadas diariamente at®atias, para observar
murcha, amarelecimento ou morte das plantas. Aal filo experimento os
caules foram seccionados para avaliacdo de coliffozeascular, medicdo do
tamanho de lesdo. O postulado de Koch foi compbetpdr meio do
reisolamento dos isolados inoculados. Os estagiadodnca foram avaliados e
caracterizados de acordo com uma escala modifiganteosta por Buenet al.
(2014) com notas que variaram de 0 a 5 (TabelaF8)am considerados
patogénicos os isolados que causaram sintomas gwraha, reducdo do porte
ou morte das plantas, e ainda aqueles que obtivecdas> 1. Os tratamentos
(isolados) foram arranjados em delineamento interde casualizado (DIC)
com cinco repeticdes. O teste de patogenicidadeefdizado duas vezes, para
confirmacgéo dos resultados.
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Tabela 3 Escala de notas para identificacdo eagp&ai da patogenicidade de
isolados de maracujazeim@gssiflora edulid. flavicarpa)

Notas Descrigao

Auséncia de lesdo

Pontuag@es no local de inoculagdo ou pequenaslésdao <1 cm)
Lesdes intermediarias (lesédo 1-2cm)

Lesbes (2,1-3cm)

Lesbes (leséo >3cm)

a A W N B O

Desfolha, murcha ou plantas mortas

Adaptado de Buenet al (2014).

3.6 Avaliacdo de marcadores da fase assexuada eusala

Os isolados foram repicados em méatata dextrose agar BDA
(Riker & Riker, 1936) e SNA. Em BDA, foi avaliadataxa de crescimento,
pigmentacgédo da col6nia e formacao do micélio agp&s incubacdo no escuro a
25 °C. A medicdo dos didmetros das coldnias fdizada aos quatro dias. Em
SNA, ap6s 10-14 dias de incubacao a 20 °C comédoitogo de 12 horas sob luz
branca fluorescente combinada com luz negra e 1@shoo escuro, foram
observadas as caracteristicas micromorfolégicaspa presenca ou ndo e cor
de esporodéquios; fregiéncia, tamanho, formatoigemr de microconidios e
macroconidios; tipos de fidlides, presenca ou madamiddsporos, presenca ou
nado de microconidios em falsas cabecas (&bki.,2003).

As estruturas da fase sexuada foram caracterizestdizando medicdo
do diametro do peritécio, comprimento e largura @esos e de ascésporos e

verificacdo do numero de septos.
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Foram realizadas 30 medi¢cOes de cada estruturaasia dexuada e
assexuada, para a posterior comparacao com as esfrécies biologicas e
solani ja descritas na literatura (Gerlach & Nirenbet§82; Rossmaret al.,
1999; Aokiet al.,2003; Aokiet al.,2005; Leslie & Summerell, 2006; Covett
al., 2007; Nalimet al.,2011)
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencéo de isolados

Foi obtida uma colecdo de 98 isolados Flesolani associados ao
maracujazeiro dos Estados produtores BA, MG, GQ,RBEPA e MA. Destes,
trinta e quatro isolados foram cedidos pela Unidade Estadual de Montes
Claros Montes. Oito isolados da colecdo Micol6dizaxio Barreto Figueiredo
do Instituto Bioldgico de S&o Paulo. Além destesar incluidos no estudo
outros isolados como NRRL 22147 (CML 1346 / BBA B4B e o0s
representantes dasating populationsle FSSC (Tabela 1, Apéndice A).

4.2 Andlise filogenética

Foram geradas arvores filogenéticas para as regéeicas, fator de
elongacdo Ir (TEF-1 o) e a segunda maior subunidade da RNA polimerase
(RPB2 individualmente e para os dados concatenadodwesregides génicas.
Primeiro foi realizada a andlise de Maxima Parciamétom 55 sequéncias
parciais do gene TEFalde F. solanique continha 581 caracteres, sendo 366
conservados, 205 variaveis e destes 146 informsvgura 1, Apéndice C). Ja
a arvore filogenética de Maxima Parcimbnia paraegido génicaRPB2 foi
composta por 42 sequencias de isolados de marabojag continha 621
caracteres sendo 454 conservados, 167 variaveisstesd123 informativos
(Figura 2, Apéndice D).

Na analise combinada das duas regioes génicas fotiimadas 113
sequéncias, com 1.201 caracteres (Figura 3). Aisanatombinada foi

congruente com as analises individuais. A topolaggaada mostrou que o0s
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isolados associados ao maracujazeiro estdo distoibuem nove linhagens
filogenéticas distintas, FSSC 2, FSSC 3+4, FSSESRC 20, FSSC 21, FSSC
25, FSSC 34 e duas novas linhagens, agrupadasado 8l do complexo de
espéciesFusarium solani. Duas linhagens foram compostas por isolados
homotalicos. Das linhagens homotalicas, a linhageB8SC 21 agrupou
juntamente com o isolado de referéncia NRRL 22CML( 1346 / BBA 64379)
de Haematonectria ipomoeade Passiflora edulis(Nirenberg & Brielmaier-
Liebetanz, 1996), com suporte de 99% bleotstrap A outra linhagem
homotalica composta por dois isolados oriundos deaaujazeiro, se distingue
de todas as demais linhagens conhecidas, formamdgrupo irmdo com a
FSSC 41 com 99% déootstrap Esta linhagem recebeu, portanto, a
denominacgéo de FSSC 40.

As demais linhagens encontradas foram compostas ismados
heterotalicos. Os isolados CML 3289 e CML 3290 pgram com FSSC F(
keratoplasticurp Onze isolados agruparam com FSSC F+44lciformg com
87% debootstrap.Os isolados CML 214, CML 613, CML 2043, CML 3286,
CML 3287, CML 3288 agruparam com a linhagem FSSEof suporte de
99%. Os isolados CML 2182, CML 3273 e CML 3272 agram com a
linhagem FSSC 2@s isolados CML 3257 e CML 3258 agruparam juntdeen
com o isolado de referéncia NRRL 46703 e o isolati. 2196 deP. nigrum
na linhagem FSSC 34 com 92% bleotstrap Os isolados CML 3252, CML
3253 e CML2723 nao agruparam com nenhuma das Bfgams ja descritas
linhagens ja descritas, recebendo, portanto, andi@agéo de linhagem FSSC
41 com 70% déootstrap



CML 2176 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2177 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2291 Fusarium sp. Piper nigrum
CML 3291 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3294 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3302 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2173 Fusarium sp. Passiflora edulis 1. flavicarpa
CML 860 Fusarium sp. Glycine max
s1— CML 2184 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
INRRL 22781 £ falorme 3+4 ESSC 3+ 4*
CML 2174 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
- CML 1833 Fusarium sp. Glycine max
I— CML 3300 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
L NRRL 32542 F. falciforme 3+4
CML 1830 Fusarium sp. Glycine max
7] { CML 3293 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3297 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
NRRL 32751 Fusarium sp. 36
s NRRL 28036 F. keratoplasticum 2
CML 3289 Fusarium sp. Passiflora edulis . flavicarpa
CML 2193 Fusarium sp. Piper nigrum
FRC S-2477 F. keratoplasticum 2 FSSC 2
FRC S-2407 F. keratoplasticum 2
NRRL 43433 F. keratoplasticum 2
q91CML 3272 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2182 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3273 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
93 CML 2463 Fusarium sp. Piper arboreum
NRRL 22608 Fusarium sp. 20
= NRRL 28001 Fusarium sp. 20

FSsC 20"




oo~ CML 3256 Fusarium sp. Passifiora edulis f. flavicarpa
L CML 3254 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa

NRRL 32755 Fusarium sp.

28

FSSC 40



L— NRRL 22163 F. solanif. sp. xanthoxyli MP-IV 22
= NRRL 22400 F. solani f. sp. batatas MP-I 23

100/ NRRL 22402 F. solanif. sp. batatas MP-Il 23

NRRL 22586 F. solani f. sp. robiniae MP-VII 13
NRRL 32705 Fusarium sp. 14

NRRL 22157 F. solani f. sp. mori MP-III 17

96

NRRL 22278 F. sofanif. sp. pisi MP-YII 11
4|7— NRRL 28009 Fusarium sp. 15

NRRL 32437 Fusarium sp. 28

74|LNRRL 37625 Fusarium sp. 27

NRRL 28541 Fusarium sp. 26

NRRL 32309 Fusarium sp. 12

NRRL 43502 Fusarium sp. 7

oo CML 3296 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa

CML 3298 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa ~ FSSC 25
NRRL 31169 Fusarium sp. 25

NRRL 46707 Fusarium sp. 35

FRC S-2432 Fusarium sp. 39
NRRL 43489 Fusarium sp. 6
NRRL 28008 Fusarium sp. 29
o7/NRRL 22141 F. petroliphilum 1

NRRL 28546 F. pefroliphilum 1

NRRL 22389 Fusarium sp. 24

NRRL 31158 Fusarium sp. 18
NRRL 25137 Fusarium sp. 37

NRRL 52781 Fusarium sp. 38

78!

- NRRL 43467 Fusarium sp. 8

NRRL 22178 Fusarium sp. 32
—‘ —— NRRL 22098 F. sofani f. sp. cucurbitae MP-1 10

29
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‘¢ NRRL 22570 F. piperis 31
Clida s ol |CML 2186 F. piperis Piper nigrum
9oL CML 2187 F. piperis Piper nigrum
NRRL 22579 Fusarium sp. 30
= % NRRL 20438 F. ambrosium 19
p—— 29 NRRL 22354 Fusarium sp. 33

NRRL 32434 F. lichenicola 16
NRRL 22825 F. virguliforme
NRRL 31096 F. tucumaniae
NRRL 31949 F. crassistipitatum
%| L NRRL 31104 F. cuneirostrum
74|NRRL 22276 F. phaseoli
NRRL 22743 F. brasiliense
NRRL 22090 F. illudens
100 NRRL 22632 F. plagianthi

Clade 2 |
100

Clade 1

Figura 3 Arvore filogenética de maxima parcimoras éspécies do complekasarium
solani usando sequéncias combinadas d&E-1a e RPB2 F. plagianthie F.
illudens utilizados como outgroupSombreados indicam as linhagens
filogenéticas em que os isolados de maracuj azegparam. * Indica
linhagens patogénicasPassiflora edulid. flavicarpa Os valores dbootstrap
1.000 repeticdes, sdo indicados em porcentagem aa@mabaixo dos
internddios, méxima parcimonia (MP) Abreviagdes:-Mé MP-VII - mating
populations f. sp. - formae specialis Cole¢do Micoldgica Mério Barreto
Figueiredo; CML - Cole¢do Micolégica de Lavras; NRRNorthern Regional
Research Laboratory; FRC - Fusarium Research Center
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4.3 Teste de homotalismo

Dos 98 isolados obtidos dRassiflora,17 foram homotalicos (Tabela 1,
Apéndice A), sendo que 14 agruparam com o isoladef@réncia NRRL 22147
/ CML 1346 Haematonectria ipomoegee foram patogénicos. Um desses
isolados foi proveniente de peritécio formado eanfe no campo (CML 3274).
Trés isolados que agruparam juntos formando uma holagem (FSSC 40), e
também foram patogénicos. Em ambos os protocollisadbs, no meio CA a
no meio SNA de oito a 10 dias apdés a incubacaoreeoa formacdo de

peritécios, que exsudaram ascdsporos de oito &a46 d

4.4 Determinacdo demating typee inducdo da fase sexuada

Dos 81 isolados heterotalicos, 53 tiveram semsting types
determinados por PCR. Destes, 31 isolados perteaoediomorfoMAT-1e 22
isolados ao idiomorfdlAT-2 (Tabela 1, Apéndice A, Figura 4). Em relacé@o a
propor¢cdo demating typedas regides com coletas onde houve maiore coletas,
verificou-se que dos 27 isolados obtidos em Minaga e Bahia a proporcao
de MAT-1 e MAT-2para a linhagem FSSC 3+4 foi de 63:37, respectintene
Analisando cada Estado individualmente nota-seeguévliinas a proporcao foi
de 66:34, enquanto que na Bahia foi de 60:40.
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Figura 4 Amplificacdo dos idiomorf®AT-1 e MAT-2 de isolados d&usarium solani
de maracujazeiro. Linha 1: ladder; Linha 2 a 1dlados heterotalicoIAT-1
CML 3305, CML 2184, CML 3308, CML 2174, CML 3294 ML 3295 e
CML 3288; MAT-2 CML 3291, CML 3286, CML 3252, CML 3302, CML
214, CML 2176 e CML 3303; Linha 15: isolado homiai@| IBFS 07.

A partir dos mating typesdeterminados e dos agrupamentos das
linhagens baseados nas sequenciadkle-lo foram realizados cruzamentos
apenas entre isolados de uma mesma linhagem. D08 tfuzamentos
realizados entre isolados deating typesopostos, foi obtido um total de 28
cruzamentos férteis (Tabela 5) das linhagens FSSIC BSSC 34 e FSSC 41.
As linhagens FSSC 3 + 4, FSSC 34 e FSSC 41 formaexitécios férteis
guando cruzados entre si, mas ndo com isolados ulgsolinhagens e
representantes de outrasating populationsdescritas por Matuo e Snyder
(1973), bem como com os isolados CML 21BIAT-1) e CML 2186 MAT-2
que causa fusariose e nigrumno Brasil, apoiando o seu reconhecimento

como trés espécies bioldgicas distintas do FSSC.
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Tabela 4 Combinacéao de isolados de cruzamentasstért

QMAT-l"" (5I|\/|AT_2b QMAT—Zc (jIMAT_ld

FSSC 3+4
CML 3260 X CML 860 CML 860 X  CML 2042
CML 3260 X CML 3261 CML 860 X  CML2184
CML 3260 X CML 3262 CML860 X  CML 3260
CML 3260 X CML 3263 CML 860 X  CML2178
CML 3260 X CML 3268 CML860 X  CML 3265
CML 3260 X CML 3269 CML 860 X CML 3267
CML 3260 X CML 3291 CML860 X  CML3270
CML 3260 X CML 3306 CML 860 X CML2173
CML 3260 X CML 3293 CML 860 X CML3271
CML 860 X CML 3305
CML 860 X  CML 3294
FSSC 41
CML 2723 X CML 3252 CML 3252 X CML2723
CML 3253 X CML 3252 CML 3252 X  CML 3253
FSSC 34
CML 3258 X CML 2196 CML 3257 X  CML 3258
CML 3258 X CML 3257 CML 2196 X CML3258

4 MAT-1 os isolados do mating typAT-1férteis como parental feminino.
3" MAT-2 os isolados dmating typeMAT- 2férteis como parental masculino.
°2 MAT-2 os isolados dmating typeVIAT- 2férteis como parental feminino.
«FMAT-1 os isolados dmating typeMAT- 1férteis como parental masculino.

4.5 Patogenicidade

De acordo com os resultados da andlise filogengtiaaminar da regido
TEF-1a foram selecionados 18 isolados de sete linhagistiatds (FSSC 3+4,
FSSC 5, FSSC 20, FSSC 21, FSSC 25, FSSC 40 e F3%@rd realizar o teste
de patogenicidade. Todos esses isolados forandtsspelo método de disco de
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micélio com ferimento no colo da planta, sob as maes condicBes de
temperatura, luminosidade e irrigacdo. Foram cenaabs patogénicos os
isolados que causaram sintomas como murcha, redl@dorte ou morte das
plantas, e ainda aqueles que obtiveram notas Das sete linhagens testadas
todas foram patogénicas ao maracujazeiro. Duaaderts, FSSC 2 e FSSC 34
nao tiveram isolados submetidos ao teste de pdtigade neste estudo.

As plantas inoculadas com a linhagem homotalica CGFS&L,
representada pelos isolados CML 3274, IBSFE, CM#613CML 2183 e 0
isolado deP. nigrumCML 2203 apresentaram sintomas visiveis cinco ajs
a inoculacdo no primeiro e no segundo experimekgoplantas apresentavam
lesbes no colo de coloracdo marrom avermelhadaxsatee deprimida, e
anelamento acompanhada de murcha da parte aéraalmiaou na morte de
plantas de 40%, 20%, 60%, 60%, e 20% respectivaanemb primeiro
experimento. As plantas inoculadas com esses m®lAdmotalicos que nédo
morreram apresentavam calo compensatério formadtocad de inoculagéo
como forma de evitar tombamento. Quando seccioraslgtantas apresentaram
degradacao do tecido vascular e lesdes marronsieNexdas que se estenderam
até a raiz principal chegando a 8,4 cm (Figurads).mesmos sintomas foram
induzidos pela outra linhagem homotalica, FSSCdfreasentada pelos isolados
CML 3256 e CML 3254, com 60% de plantas mortas,bm no primeiro
experimento. As plantas inoculadas que ndo morreagnesentaram porte
reduzido e amarelecimento, e calo compensatéricelEmao a testemunha.

As linhagens heterotdlicas ao contrario das hoicagl nao
apresentaram lesdes externas tao visiveis. Osrmstmiciaram a partir dos 20
dias apo6s a inoculacdo. Apresentavam coloracdo al@ marrom escura,
contudo sem presenca de anelamento. Os isolados VB e CML 3272
representantes da linhagem FSSC 20 causaram munainatanto, as plantas
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foram capazes de recuperar a turgidez. As linhag&®C 3+4 (CML3291,

CML 3260) e FSSC 41 (CML 2723), causaram morte ldatas 20% e 20%,

respectivamente, no primeiro experimento. No segurkperimento a

quantidade de plantas mortas para o isolado CMB 2¥2nentou para 40%. Os
isolados das linhagens FSSC 5 e FSSC 25 foram &atag, entretanto ndo
apresentou sintomas externos, apenas manchamestwados. Os isolados
patogénicos reeisolados das plantas apresentadaimasutipicas dos isolados
inoculados, completando os postulados de Koch. Neah das plantas
testemunhas apresentou sintomas (Tabela 5).
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Figura 5 Teste de patogenicidade: (A) TestemurB)(isolado CML 3291, (B, C) degradacédo
do tecido do colo e consequente anelamento, (Drhsanento marrom avermelhado do
tecido seccionado; (E-H) isolado CML 1346, (E, F,dggradacéo do tecido do colo e
consequente anelamento, (H) manchamento marrormaliexdo do tecido seccionado;
(I-M) isolado CML 3274 (I, J) degradacédo do tecmnn consequente anelamento, (L,
M) manchamento marrom avermelhado do tecido do setwionado, (M) leséo se
estende até a raiz principal; ((N-Q) isolado CMI&2(N, O) degradacao do tecido com
consequente anelamento, (P) murcha permanente adapé porte reduzido, (Q)
manchamento marrom avermelhado do tecido seccionado
Tabela Ssolados utilizados no teste de patogenicidade

1° experimento
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Cadigo FSSC Origem geografica Substrato Notas Patogénico
Testemunha - - - 0,00 Nao
CML 1830° FSSC 3+4 Cristalina, GO Glycine Max 3,00 Sim
CML 3292 FSSC 3+4  Caraibas, BA P. edulisf. flavicarpa 3,80 Sim
CML 3260 FSSC 3+4 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 3,60 Sim
CML 2142 FSSC5 Carmo da Cachoeira, MG P. edulisf. flavicarpa 2,00 Sim
CML 613 FSSC 5 Rio de Janeiro, RJ P. edulisf. flavicarpa 2,80 Sim
CML 3286 FSSC 5 Séo Fransciso da Gléria, P. edulisf. flavicarpa 2,00 Sim
CML 3288 FSSC5 Cristalina, GO P. edulisf. flavicarpa 2,60 Sim
CML 3296 FSSC 25 Distrito de Uberlandia, MG P. edulisf. flavicarpa 1,00 Sim
CML 1346 FSSC 21 Berlim, DE P. edulis 4,60 Sim
CML 2183 FSSC 21 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 4,60 Sim
CML 2203° FSSC21 ltubera, MG P. nigrum 4,20 Sim
CML 3274 FSSC 21 Sé&o Fransciso da Gloéria, P. edulisf. flavicarpa 4,40 Sim
IBFSE® FSSC 21 Borborema, SP P. edulisf. flavicarpa 4,20 Sim
CML 3273 FSSC 20 Ibiapaba, CE P. edulisf. flavicarpa 2,80 Sim
CML 3272 FSSC20 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 3,00 Sim
CML 3256 FSSC 40 Belém, PA P. edulisf. flavicarpa 4,60 Sim
CML 3254 FSSC40 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 4,60 Sim
CML 2723 FSSC 41 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 4,00 Sim
2° experimento
Cadigo FSSC Origem geografica Substrato Notas Patogénico
Testemunha - = = 0,00 Nao
CML 1830° FSSC3+4  Cristalina, GO Glycine Max 2,60 Sim
CML 3291 FSSC 3+4 Caraibas, BA P. edulisf. flavicarpa 3,20 Sim
CML 3260 FSSC 3+4  Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 3,40 Sim
CML 2142 FSSC 5 Carmo da Cachoeira, MG P. edulisf. flavicarpa 2,80 Sim
CML 613 FSSC5 Rio de Janeiro, RJ P. edulisf. flavicarpa 1,40 Sim
CML 3286 FSSC5 Sé&o Fransciso da Gloria, P. edulisf. flavicarpa 3,40 Sim
CML 3288 FSSC 5 Cristalina, GO P. edulisf. flavicarpa 2,60 Sim
CML 3296 FSSC 25  Distrito de Uberlandia, MG P. edulisf. flavicarpa 1,20 Sim
CML 1346 FSSC 21 Berlim, DE P. edulis 4,40 Sim
CML 2183 FSSC21  Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 4,60 Sim
CML 2203 FSSC21 ltubera, MG P. nigrum 4,60 Sim
CML 3274 FSSC 21  Sé&o Fransciso da Gloria, P. edulisf. flavicarpa 4,40 Sim
IBFSE® FSSC 21 Borborema, SP P. edulisf. flavicarpa 4,20 Sim
CML 3273 FSSC 20 Ibiapaba, CE P. edulisf. flavicarpa 2,80 Sim
CML 3272 FSSC 20 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 3,60 Sim
CML 3256 FSSC40 Belém, PA P. edulisf. flavicarpa 4,20 Sim
CML 3254 FSSC 40 Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 4,60 Sim
CML 2723 FSSC41  Jaiba, MG P. edulisf. flavicarpa 4,00 Sim

2CML = Colegdo Micolégica de Lavras, Departamentd-depatologia, Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Bra&iGolecdo Micoldgica Mario Barreto Figueiredisolado que
induz PVR emGlycine max Ysolado homotalico d&®. nigrum °Escala de notas adaptada de
Buenoet al.(2014).

4.6 Marcadores morfolégicos da fase assexuada e sada
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Foram avaliados 26 isolados representantes daslinbegens do FSSC
em associacdoR. edulisf. flavicarpa.O crescimento em BDA aos quatro dias
dos isolados ndo apresentou correlacdo entre knma&gcrescimento, em funcao
da plasticidade que esse complexo apresenta. Aamali crescimento da
linhagem FSSC 2 variou de 4,33-4,53 cm. A linhadge®sC 3+4 variou de
3,88-4,48 cm. A FSSC 5 de 2,28-4,51 cm. A FSSC 2@1,81-4,45 cm. A
FSSC 21 de 3,58-4,50 cm. A FSSC 40 de 2,71-4,61AcFSSC 41 de 3,75-
4,48 cm. A menor taxa de crescimento foi observedinhagem FSSC 34 que
variou de 1,73-2,28 cm. A coloracdo variou nho vesteobranco, creme e no
reverso de branco, marrom claro, marrom escurmere salméo. A coloragéo
do esporodoquio também apresentou variagdo de coeeme escuro e azul.

As caracteristicas micromorfoldgicas da fase asskxwavaliadas em
SNA 20 °C, das diferentes linhagens apresentaraattesisticas semelhantes,
como microconidios agregados em falsas cabecas ioélion aéreo e
macroconidios no esporodéquio fidlides longas smspé ocasionalmente
ramificadas. Foi observada a presenca de clamiddsplisos e rugosos,
solitdrios, aos pares ou agregados, intercalaregpizais. A caracterizagdo
morfolégica da fase sexuada foi baseada no comptime largura dos
peritécios, ascos e ascosporos (Tabela 6). Astesaiisticas morfolgicas da fase
assexuada e sexuada das linhagens filogenéticasoguespondem a espécies
biolégicas, trés linhagens heterotalicas, FSSG3RSSC 34 (Figura 6) e FSSC
41(Figura 7) e uma homotalica FSSC 40 (Figura &)eposer observadas nas
figuras.
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Tabela 6Marcadores morfolégicos das fases assexuada edsexielinhagens do FSSC associadd. &dulisf.
flavicarpa

FSSC Macroconidicd® Microconidio® Fidlide Peritécio Asco Ascosporo
length/WidtH septo length/Width Septo length/Width length/Width length/Width

FSSC 3+4 40,0-55,0 x 5,0 3-6 80-140x2,040 3 0- S/R? - - -

FSSC 5 32,5-50,0x 3,75-5,0 3-5 6,0-17,0x2,0-45 0-3 S/IR - - -

FSSC 20 45,0-62,5x5,0 3-5 8,0-16,0x2,5-5,0 0-3 S/R - - -

FSSC 21 47,5-80,0x2,56,25 3-8 5,5-26,0x2,0-45 0-3 SIR 275,0-400 x 177,5-300,0  55,0-87,5x5,0-10,0 12,5x5,0-6,25

FSSC 25 45,0-62,5x 5,0 3-7 6,0-13,0x2,0-45 0-3 S/R - - -

FSSC 34 37,5-47,5x5,0 3-5 6,0-13,0x2,54,0 0-3 SIR 300,0-460,0 x 210,0-330,0 55,0-72,5x5,0-10,0 10,0-15,0 x 3,75-6,25

FSSC 40 55,0-77,5 x 5,0-6,25 3-7 7,0-18,0 x 2,0-4,9-3 SIR 350,0-450,0 x 290,0-350,0 55,0-80,0 xA®- 10,0-12,5x 5,0-7,50

FSSC 41 55,0-62,5x 3,75-5,0 3-8 8,0-12,0x2,0-3,5 0-3 S/IR 230,0-355,0 x 175,0-290,0 57,5-75,0 x 5,0 10,0-12,5x 5,0

4 FSSC = corresponde as linhagens do comfesarium solani
® Macroconidio = com 5 septos

“Microconidio = com 0 septo

4 S/R = fidlide simples ou ramificada
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Figura 6 Marcadores morfologicos da fase assexea#xuada da linhagem homotélica
FSSC 34. (A-B) coldnias em BDA, verso e reversaalénia do isolado CML
3258, (C) fialide simples e ramificada; (D) espamuio em folha de cravo em
meio SNA; (E) esporoddquio visto em microscopio; ifiacroconidio formado
em esporodoquio; (G) peritécio visto em microscp(iit) ascosporos.
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Figura 7 Marcadores morfologicos da fase assexaadxuada da linhagem homotélica
FSSC 41. (A-D) colbnias em BDA, (A e B) verso eemo da coldnia do
isolado CML 2723, (C e D) verso e reverso da cal@o isolado CML 3252;
(E) esporodoquio; (F) macroconidio formado em esghiquio; (G) peritécios
em meio CA; (H) peritécio exsudado em placa; (lyitpeio visto em
microscopio; (J) asco contendo ascosporos.
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Figura 8 Marcadores morfologicos da fase assexea#xuada da linhagem homotalica
FSSC 40. (A-D) colénias em BDA, (A e B) verso eamo da colbnia do
isolado CML 3256, (C e D) verso e reverso da cal@o isolado CML 3254;
(E) esporodoquio; (F) macroconidio formado em esghiquio; (G) peritécios
em meio CA; (H) peritécio exsudado em placa; (llitpeio com visto em
microscépio; (J) corte do peritécio visto em micdso; (L) asco contendo
ascosporos; (M) ascésporos.
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5 DISCUSSAO

Uma ampla colecdo de isolados obtidosPdesdulisf. flavicarpa de
diferentes regibes produtoras do Brasil foi andisaguanto a posicao
filogenética dentro do complexBusarium solani- FSSC, comportamento
reprodutivo, patogenicidade e morfologia. Com braseresultados encontrados,
0 agente etiologico da podriddo do colo é reprasenipor cinco linhagens
filogenéticas dentro do FSSC, sendo duas homatédi¢ees heterotalicas.

Os resultados da andlise filogenética utilizandméiodo de Méaxima
Parcimbnia das sequéncias parciais combinadasrapTger-1 e RBP2 foram
congruentes com os trabalhos de O’Donnell (2000)2onnell et al. (2008)
agrupando os isolados do maracujazeiro no cladoo3F8SC. Andlises
adicionais das sequéncias parciais do gene TEE-Ho gene RPB2 foram
congruentes com os resultados da arvore de consbinad

A linhagem FSSC2 (F. keratoplasticum representa uma espécie
filogenética e biolégica distinta no FSSC, assariadnfec¢cdes em humanos e
animais (Zhanget al., 2006; Shortet al., 2013). No Brasil foi registrada
associada R. edulisf. flavicarpae aP. nigrum.

Dentre as linhagens em associacdo Eoradulisf. flavicarpa as FSSC
5 e FSSC 20 sao as mais diversas. Além de repaesesitque causam doencas
em humanos nos EUA, Nova Zelandia, india e Cubidfnell et al., 2008),
representantes de solo do Sri Lanka (Nadimal., 2011), também agrupam
nessas linhagens isolados de diversas plantasasaticultivadas, coniper
arboreum  Solanum  tuberosuym Chrysanthemum sp., Cyrtopodium
cardiochilum Phaseolus vulgaris, Piper nigruexCoffea arabicaA capacidade
desses fungos oportunistas de se adaptarem antifer@mbientes pode refletir
sua diversidade metabdlica e plasticidade gengdiclemaret al.,2009).
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A linhagem homotdlica FSSC 21, relne isoladoB .dedulise de varias
outras plantas com8. tuberosumP. nigrum, Chrysanthemunsp., Capsicum
annuum isolados de solo de diferentes estados brasilei@inda os isolados de
referéncias NRRL 22101 utilizado por O’Donnell (2pG O’Donnell et al.
(2008) e o isolado NRRL 22147 / BBA 64379 estudaoo (Nirenberg &
Brielmaier-Liebetanz, 1996). Os isolados utilizadadormalizacdo dE. solani
f. sp. passiflorag supostamente especificos ao maracujazeiro (Be¢ral.,
2014), pertencem também a linhagem FSSC 21, cattheomoF. striatium
um patdgeno de batata (Sherbakoff, 1915). Isolatkssa linhagem foram
utilizados em testes de patogenicidade e se mastrgratogénicos &B.
tuberosume S. melongena(Nirenberg & Brielmaier-Liebetanz, 1996). A
linhagem FSSC 21 representa, portanto, uma espégiatégenos inespecificos,
composta por isolados homotdlicos.

A linhagem FSSC 34, proposta por O’'Donretlal. (2008), baseada em
um unico isolado da Espanha obtido de nematoidlepfdirmada por mais dois
isolados deP. edulisf. flavicarpa e um isolado do Brasil d@. nigrum Outras
duas novas linhagens foram identificadas, por ig&dados P. edulis f.
flavicarpa em cada uma, e chamadas FSSC 40 e FSSC 41, @lommagem
FSSC 39 foi a dltima linhagem proposta na litee{@hortet al.,2013). Este é
o primeiro relato das linhagens FSSC40 e FSSC 4%asduas linhagens
deverdo ser formalmente descritas e elevadas ael Wi espécie, pois
representam novas espécies filogenéticas e bial®gioc complexo dBusarium
solani.

Estudo recente sobre o patossistema da fusariopémdata do reino
revelou que ha dez linhagens filogenéticas distigka FSSC associadasPa
nigrum, entretanto destas somente uma foi patogénica ¢Vat., 2012). Por

outro lado, no patossistema @assiflora foram encontradas sete linhagens
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patogénicas, homotdlicas e heterotdlicas, ou ®s{este um complexo de
espécies capazes de induzir os mesmos sintomaksetaspde maracujazeiro.

Os isolados mais virulentos pertencem as duasdartsahomotalicas
encontradas no estudo. Estes isolados induziratonss tipicos como lesdes
deprimidas, anelamento, degradacdo do tecido dm selguida de murcha e
morte rapida em pouco tempo quando comparado comliniigens
heterotdlicas. Isolados homotalicos ja haviam sipontados com patogénicos
ao maracujazeiro (Ploetz, 1991; Nirenberg & Brigbndliebetanz, 1996; Pegg
et al, 2002). Os sintomas observados foram semelhaatesbservados por
Nirenberg e Brielmaier-Liebetanz (1996). A respeitodegradacéo do tecido do
colo, Buenoet al. (2009) ja haviam relatado a capacidade de isoldeds.
solani,associado a maracujazeiro de produzir as enzirtecelulares amilase,
lipase, celulase, proteases, lacase e catad@seuais durante o periodo de
incubacdo no hospedeiro, degradam ativamente opamntes presentes no
tecido infectado.

A linhagem FSSC 3+4 que corresponde a espéciegimalé&usarium
paranaensgGuimarées, 2011), patégeno associado a PVR dansoBrasil,
também ¢é patogénico &@. edulis f. flavicarpa. Provavelmente essa
inespecificidade relaciona-se a capacidade dessepd oportunistas de se
adaptarem a diferentes ambientes favorecidos petens de cultivo do
maracujazeiro que em sua maioria é realizado emepeg propriedades que
cultivam em sistema de sucessao com a soja e cultagas.

Nas plantas inoculadas com os isolados patogérietesrotalicos, a
manifestacdo dos sintomas foi mais lenta. Externgane& maioria das plantas
ndo apresentavam sintomas tipicos, entretantoidotseccionado apresentava
lesBes marrom avermelhadas, tipicas da doenca.



46

No teste de homotalismo, dos 98 isolados obtidosPdesdulis f.
flavicarpa 17 foram homotalicos com producdo espontanea idgges férteis
em culturas monospédricas. Representantes dessdéadoiso homotalicos
agruparam corilaematonectria ipomoad&,SSC 21, nas analises filogenéticas e
foram patogénicos. Esses resultados foram coneékerwm os obtidos por
Nirenberg e Brielmaier-Liebetanz (1996), Ploetzd1)%e Peggt al. (2002), que
observaram que isolados homotdlicos Ee solani eram patogénicos ao
maracujazeiro. Outra linhagem homotdlica também démicontrada em
associacao aB. edulisf. flavicarpae foi denominada de FSSC 40.

Na determinacdo dmating typeverificou-se uma maior propor¢do do
idiomorfo MAT-1 nas regies com maior abragéncia nas coletasropoigdes
encontradas em Minas Gerais e Bahia de 63:37 pR&S& 3+4 € um indicio
gue possa ocorrer a reproducdo sexuada no campa. [Espor¢do € um
parametro importante para o desenvolvimento datégias para o controle de
patégenos de plantas, uma vez as medidas de madetadas devem ser
diferentes para fungos que se reproduzem sexuatindanuelas adotadas para
0s que se multiplicam por mitoses (Keréetyal, 2004).

Nos testes de compatibilidade sexual foi comprovgde isolados
heterotdlicos dé&. solanirepresentam trés espécies bioldgicas dentro d€ FSS
gue também correspondem a espécies filogenéticas.egpécies quando
cruzados com membros das outraating populationse com isolados das
demais linhagens filogenéticas associad@sedulisf. flavicarpando formaram
peritécios demonstrando que existe barreira refira@du

A linhagem FSSC 3+4 que corresponde a espéciegimal&usarium
paranaensgGuimarédes, 2011), patégeno associado a PVR dansoprasil,
também é patogénicoRa edulisf. flavicarpa.
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Duas linhagens filogenéticas identificadas nestéudes também
representam distintas espécies bioldgicas no FSGnhagem FSSC 34,
representada por dois isoladosRiesdulisf. flavicarpae um deP. nigrume a
linhagem FSSC 41, composta por trés isoladoB.dedlulisf. flavicarpa. Esse é
0 primeiro relato dessawmating populationsdo FSSC, posterior Rusarium
piperis patégeno causador da fusariose da pimenta do ¢axz et al., 2012),
Fusarium tucumaniaepatégeno da podridao radicular da soja (Coeeral.,
2007) e as sete descritas por Matuo e Snyder (1€¢8)tudo ressalta-se que
uma descricdo baseada apenas em trés isoladosas¢gizipada, diante do
limitado nimero de isolados associados. Novas aolettriagens deverdo ser
realizadas para embasar as novas descri¢des.

Com base no estudo da taxa de crescimento obsemyaesnao houve
correlagéo entre a taxa de crescimento e as linsade FSSC estudadas. O
mesmo foi observado por Guimardes (2011), eviddoditaramente que a taxa
de crescimento ndo constitui um bom marcador pagmarar isolados de
Fusarium solantdo FSSC.

Em relacdo as caracteristicas micromorfologicassalsdos avaliados
apresentaram plasticidade morfolégica elevada, seimlo possivel encontrar
marcadores para as linhagens, pois apresentam wauitsgdo nos caracteres
morfoldgicos tanto do da fase sexuada como da daxiNota-se, por exemplo,
gue isolados das linhagens FSSC 21 e FSSC 41 ciilimgar macroconidios
falcados com 8 septos e célula apical mais finaageédula pé.

Assim, concluimos que uso de estudos de filogewigeular com base
em concordancia de genes e a aplicacdo do cordmisspécie bioldgica séo
ferramentas eficazes que podem auxiliar estuddsxamomia, principalmente
em complexos de espécies que compartilham castatasi morfolégicas, como
€ 0 caso do complex&. solani Muitas linhagens encontradas no FSSC
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precisam ser formalmente descritas, pois, entr@ainhagens conhecidas na
literatura, somente seis foram formalmente descatd 0 momento.
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6 CONCLUSOES

O agente etiolégico da podriddo do colo € repraslentpor sete
linhagens do FSSC, representando espécies filagané&t bioldgicas distintas.
As linhagens patogénicas sdo homotalicas ou hafieast. Quais os

fatores que determinam a patogenicidade aindastao elucidados.
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Tabela 1 Isolados deusarium solananalisados neste estudo
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CML ® Outro Cod.”  Espécie FSScC* Origem geogréfica Subtrato Mating type®
55* - F. solani FSSC 5 Santa Rita de Caldas, MG Solanum tuberosum 1
65* - F. solani FSSC5 Alfenas, MG Solanum tuberosum 1
214 ARA34 F. solani FSSC5 Carmo da Cachoeira, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
217* ARA14 F. solani FSSC5 Machado, MG Coffea arabica 1
581* - F. solani FSSC 5 Holambra, SP Chrysanthemurap. 2
613 - F. solani FSSC5 Rio de Janeiro, RJ Passiflora edulid. flavicarpa 2
860* - F. paranaense FSSC 3+4 Distrito Federal Glycine max 2
1346 NRRL 22147 F. solani FSSC 21 Berlim, DE Passiflora edulid. flavicarpa Hm
1830* MES24 F. paranaense FSSC 3+4 Cristalina, GO Glycine max 1
1833* MES13 F. paranaense FSSC 3+4 Campo Mouréo, PR Glycine max 1
1842* - F. solani FSSC5 Vigosa, MG Cyrtopodium cardiochilum 2
1883* NRLL 22142  F. petroliphilumMP-V FSSC1 California, EUA Cucurbitasp. 2
1884* NRRL 22163 f. sp.xanthoxyliMP-IV FSSC 22 Japéo Xhanthoxylum piperitum 2
1894* NRRL 22400 f. sphatatasMP-II FSSC 23 Carolina do Norte, EUA Ipomoeae batatas 2
1895* NRRL 21141 F. petroliphilumMP-V FSSC 1 Nova Zelandia Curcubitasp. 1
2042 MRO1 F. solani FSSC 3+4 Januaria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
2043 MR70B F. solani FSSC5 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
2046* MESO07 F. solani FSSC5 Patos de Minas, MG Phaseolus vulgaris 1




Tabela 1, continua
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CML ® Outro Cod.”  Espécie FSsce Origem geografica Subtrato Mating type®
2047* - F. solani FSSC5 Lavras, MG Phaseolus vulgaris 1
2173 MR71 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
2174 MR53 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
2176 MR52 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
2177 MR43 F. solani FSSC 3+4 Espinosa, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
2178 MR40 F. solani FSSC 3+4 Espinosa, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
2179 MR26B F. solani Nova Porteirinha, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
2180 MR35B F. solani Nd Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
2182 MR21 F. solani FSSC 20 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
2183 MR13B F. solani FSSC 21 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa Hm
2184 MRO08 F. solani FSSC 3+4 Januaria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
2185 MR17B F. solani FSSC 3+4 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
2186* AV15 f. sp.piperis FSSC 31 Valenga, BA Piper nigrum 2
2187* AV17 f. sppiperis FSSC 31 Valenca, BA Piper nigrum 1
2192 MR82 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
2193* AV01 F. keratoplasticum FSSC 2 Nilo Pecanha, BA Piper nigrum 2
2196* AV04 F. solani FSSC 34 Ituberd, BA Piper nigrum 2
2203* F. solani FSSC 21 Hm
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CML ® Outro Cod.”  Espécie FSsce Origem geografica Subtrato Mating type®
2291* AV72 F. solani FSSC 3+4 Sooretama, ES Piper nigrum 1
2723 MR19 F. solani FSSC 41 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3252 AC06 F. solani FSSC 41 Tanhacl, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
3253 AC60 F. solani FSSC 41 Indianépolis, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3254 MR93 F. solani FSSC 40 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3255 MR94 F. solani FSSC 40 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3256 AC64 F. solani FSSC 40 Belém, PA Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3257 MRO7 F. solani FSSC 34 Januéria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
3258 MR75 F. solani FSSC 34 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
3259 MRO05 F. solani FSSC 3+4 Januéria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3260 MR14 F. solani FSSC 3+4 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3261 MR28 F. solani FSSC 3+4 Januaria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
3262 MR29 F. solani FSSC 3+4 Januaria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
3263 MR34 F. solani FSSC 3+4 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
3264 MR42 F. solani FSSC 3+4 Espinosa, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3265 MR45 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
3266 MR47 F. solani Nd Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3267 MR50 F. solani Nd Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
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CML ? Outro Cod.”  Espécie FSSC* Origem geogréfica Subtrato Mating type®
3268 MR55 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
3269 MR67 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
3270 MR65 F. solani Nd Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
3271 MR79 F. solani FSSC 3+4 Sebastido Laranjeiras, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
3272 MR31 F. solani FSSC 20 Jaiba, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
3273 AC87 F. solani FSSC 20 Ibiapaba, CE Passiflora edulid. flavicarpa 1
3274 AC54 F. solani FSSC 21 Sé&o Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3275 AC66 F. solani FSSC 21 Indianépolis, MG Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3276 AC84 F. solani FSSC 21 Sé&o Luis, MA Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3277 AC86 F. solani FSSC 21 Ibiapaba, CE Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3278 IBFS07 f. sp.passiflorae FSSC 21 Pederneiras, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3279 IBFS08 f. sppassiflorae FSSC 21 Bauru, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3280 IBFS09 f. sp.passiflorae FSSC 21 Pederneiras, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3281 IBFS11 f. sppassiflorae FSSC 21 Jau, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3282 IBFS12 f. sp.passiflorae FSSC 21 Pederneiras, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3283 IBFS18 f. sppassiflorae FSSC 21 Pederneiras, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3284 IBFSE f. sp.passiflorae FSSC 21 Borborema, SP Passiflora edulid. flavicarpa Hm
3285 IBFSRJ f. sppassiflorae FSSC 21 Campos dos Goytacazes, RJ Passiflora edulid. flavicarpa Hm
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CML ® Outro Cod.”  Espécie FSsce Origem geografica Subtrato Mating type®
3286 AC17 F. solani FSSC5 Sao Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 2
3287 AC51 F. solani FSSC 5 Cristalina, GO Passiflora edulid. flavicarpa 2
3288 AC53 F. solani FSSC5 Cristalina, GO Passiflora edulid. flavicarpa 1
3289 AC15 F. solani FSSC 2 Séao Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3290 AC70 F. solani FSSC 2 Indian6polis, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3291 AC02 F. solani FSSC 3+4 Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
3292 AC11 F. solani FSSC 3+4 Sao Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3293 AC56 F. solani FSSC 3+4 Cruzeiro dos Peixotos, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3294 AC25 F. solani FSSC 3+4 Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
3295 AC44 F. solani FSSC 3+4 Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa

3296 AC61 F. solani FSSC 25 Distrito de Uberlandia, MG Passiflora edulid. flavicarpa 1
3297 AC68 F. solani FSSC 3+4 Cruzeiro dos Peixotos, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3298 ACB85 F. solani FSSC 25 Sao Luis, MA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3299 AC88 F. solani FSSC 3+4 Ibiapaba, CE Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3300 AC89 F. solani FSSC 3+4 Pedro II, PI Passiflora edulid. flavicarpa 1
3301 AC90 F. solani FSSC 3+4 Cascavel, CE Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3302 AC27 F. solani FSSC 3+4 Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
3303 AC39 F. solani FSSC 3+4 Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa
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CML ® Outro Cod.”  Espécie FSsc* Origem geografica Subtrato Mating type®
3305 ACO03 F. solani FSSC 3+4 Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
3306 AC28 F. solani Nd Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
3307 AC59 F. solani FSSC 21 Indianépolis, MG Passiflora edulid. flavicarpa Hm
- ACO04 F. solani Nd Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa

- ACO05 F. solani Nd Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa

- ACO07 F. solani Nd Tanhagl, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
3308 AC08 F. solani FSSC 3+4 Tanhacl, BA Passiflora edulid. flavicarpa 1
- AC10 F. solani Nd Séo Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC13 F. solani Nd Sao Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC20 F. solani Nd Séo Francisco da Gléria, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC23 F. solani Nd Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulis. flavicarpa 1
- AC26 F. solani Nd Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC30 F. solani Nd Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
- AC31 F. solani Nd Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC33 F. solani Nd Caraibas, BA Passiflora edulid. flavicarpa 2
- AC36 F. solani Nd Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC37 F. solani Nd Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC38 F. solani Nd Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
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Tabela 1, conclusao

CML ? Outro Cod.®  Espécie FSsc® Origem geogréfica Subtrato Mating type®
- AC41 F. solani Nd Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC42 F. solani Nd Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC45 F. solani Nd Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC46 F. solani Nd Livramento de Nossa Senhora, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC47 F. solani Nd Brumado, BA Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC48 F. solani Nd Cristalina, GO Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- AC52 F. solani Nd Cristalina, GO Passiflora edulid. flavicarpa 1
- AC57 F. solani Nd Cruzeiro dos Peixotos, MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd
- MR36 F. solani Nd Jaiba , MG Passiflora edulid. flavicarpa Nd

4CML = Colecdo Micoldgica de Lavras, DepartamentoFitepatologia, Universidade Federal de Lavras,rasyMinas Gerais,
Brasil; "Outros cédigos: AC = Colecéo Acleide Cardoso; MRnaracujazeiro, colecdo Universidade Estadual detddo@laros;
IBSF = Micoteca Mério Barreto Figueiredo; *Isoladelizados nos cruzamentos; AV = Cole¢do Aline VRIES = Micoteca
Embrapa Soja, Embrapa Soja, Londrina, Parana, IBNMRRL = Northern Regional Research Laboratoryprize lllinois, EUA;
°FSSC= linhagem FSSC com base nas regides géHifada + RPB2 °MAT - Mating typedos isolados identificados por PCR.
MAT-1 = 1; MAT-2 = 2; Hm = homotalico; Nd = nao determinado.
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APENDICE B

Tabela 2 Sequéncias de isolados de referénciaagbtid Genbank
utilizadas nas analises filogenéticas

Espécies FSSC Cadigo® TEF® RBP2°

F. illudens = NRRL 22090 AF178326 JX171601

F. plagianthi - NRRL 22632 AF178354 EU329519
F. tucumaniae = NRRL 31096 GU170636 EU329557

F. virguliforme - NRRL 22825 EF408437 EU329533
F. brasiliense = NRRL 22743 AY320145 EU329525

F. crassistipitatum - NRRL 31949 AY320161 EU329566
F. cuneirostrum = NRRL 31104 AY320159 EU329558

F. phaseoli - NRRL 22276 AY220186 JX171608
F. petroliphilum MP-V 1-a FSSC 1 NRRL 28546 DQ246887 EU329544

F. petroliphilum MP-V 1-I FSSC 1 NRRL 22141 AF178329 EU329491
F. keratoplasticum2-ss FSSC 2 FRC S-2477 JN235712 JN235897

F. keratoplasticum2-d FSSC 2 NRRL 28036 DQ246880 FJ240384
F. keratoplasticum2-a FSSC 2 NRRL 43433 DQ790473 DQ790561

F. keratoplasticum2-tt FSSC 2 FRC S-2407 JN235713 JN235898
F. falciforme 3+4-f FSSC 3+4 NRRL 22781 DQ246849 EU329527

F. falciforme 3+4-ii FSSC 3+4 NRRL 32542 DQ247008 EU329590
Fusarium sp. 5-a FSSC 5 NRRL 43468 EF452941 EF469980
Fusarium sp. 5-b FSSC 5 NRRL 43474 EF452945 EF469984
Fusarium sp. 5-c FSSC 5 NRRL 32492 DQ246990 EU329584

F. ensiformeclade 6-a FSSC 6 NRRL 43489 DQ790484 DQ790572
F. ensiformeclade 7-a FSSC 7 NRRL 43502 DQ790488 DQ790576
Neocosmosporap. 8-a FSSC 8 NRRL 43467 EF452940 EF469979
N. africana 8-b FSSC 8 NRRL 22436 AF178348 EU329497
Fusarium sp.9-a FSSC9 NRRL 32755 DQ247073 EU329613
Fusarium sp.9-d FSSC 9 FRC S-2542 JN235722 JN235907

F. solanif.sp.cucurbitae MP-1 10-b  FSSC 10 NRRL 22098 AF178327 EU329489
F. solanif.sp.pisiMP-VI 11-a FSSC 11 NRRL 22278 AF178337 EU329501

F. ensiformeclade 12-d FSSC 12 NRRL 32309 DQ246937 EU329571
F. solanif.sp.robiniae MP-VII 13-b  FSSC 13 NRRL 22586 AF178353 EU329516

F. ensiformeclade 14-b FSSC 14 NRRL 32705 DQ247025 EU329594
F. ensiformeclade 15-a FSSC 15 NRRL 28009 DQ246869 EF470136
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Espécies FSSC Codigo® TEF® RBP2°

F. lichenicola 16-b FSSC 16 NRRL 32434 DQ246977 EF470161

F. solanif. sp.mori MP-I1l 17-a FSSC 17 NRRL 22157 AF178359 EU329493
F. ensiformeclade 18-a FSSC 18 NRRL 31158 DQ246916 EU329559

F. ambrosium19-a FSSC 19 NRRL 20438 AF178332 JX171584
Fusarium sp. 20-a FSSC 20 NRRL 22608 DQ246838 EU329517
Fusarium sp. 20-b FSSC 20 NRRL 28001 DQ246866 EF470129
F. striatum 21-a FSSC 21 NRRL 20101 AF178333 EU329490
Haematonectria ipomoeae FSSC 21 NRRL 22147 DQ247554 -

H. ipomoeae FSSC 21 MAFF 240020 AB426287 -

H. ipomoeae FSSC 21 NRRL 22147 DQ247554 +

H. ipomoeae FSSC 21 MAFF 238974 AB513845 -

H. ipomoeae FSSC 21 MAFF 237667 AB513843 -

H. ipomoeae FSSC 21 MAFF 237668 AB513844 -

F. solanif.sp.xanthoxyli MP-IV 22-a FSSC 22 NRRL 22163 AF178328 EU329492
F.solanif.sp. batatasMP-1l 23-a FSSC 23 NRRL 22400 AF178343 EU329509
F.solanif.sp. batatasMP-1l 23-a FSSC 23 NRRL 22402 AF178344 FJ240381
Fusarium sp. 24-a FSSC 24 NRRL 22389 AF178340 EU329506

F. ensiformeclade 25-a FSSC 25 NRRL 31169 DQ246923 EU329564
F. ensiformeclade 26-a FSSC 26 NRRL 28541 DQ246882 EU329542

F. ensiformeclade 27-a FSSC 27 NRRL 37625 FJ240353 EU329637
F. ensiformeclade 28-a FSSC 28 NRRL 32437 DQ246979 EU329581

F. ensiformeclade 29-a FSSC 29 NRRL 28008 DQ246868 EF470135
F. ensiformeclade 30-a FSSC 30 NRRL 22579 AF178352 EU329515

F. solani f. sp. piperis31-a FSSC 31 NRRL 22570 AF178360 EU329513
Fusarium sp. 32-a FSSC 32 NRRL 22178 AF178334 EU329498
Fusarium sp. 33-a FSSC 33 NRRL 22354 AF178338 EU329504
Fusarium sp. 34-a FSSC 34 NRRL 46703 HM347126 EU329661
Fusarium sp. 35-a FSSC 35 NRRL 46707 HM347127 EU329665
Fusarium sp. 36-a FSSC 36 NRRL 32751 DQ247070 EU329611
Fusarium sp. 37-a FSSC 37 NRRL 25137 JF740757 JF741084
Fusarium sp. 38-a FSSC 38 NRRL 52781 JF740849 JF741175
Fusarium sp. 39-a FSSC 39 FRC S-2432 JN235756 JN235941
F. paranaense FSSC 3+4 CML 860 KF597814 KF680005

F. paranaense FSSC 3+4 CML 1830 KF597797 KF680011




Tabela 2, conclusao

64

Espécies FSSC Codigo® TEF® RBP2°
F. paranaense FSSC 3+4 CML 1833 + KF680012
F. piperis FSSC 31 CML 2186 KF680027 KF680027
F. piperis FSSC 31 CML 2187 JX657677 KF680028
F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFSO7 JX524768 +
F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFSE IX524774 +

F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFSRJ JX524775 +
F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFS18 JIX524773 +

F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFS12 JX524772 +
F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFS11 JIX524771 +

F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFS08 JX524769 +
F. solanif.sp.passiflorae FSSC 21 IBFS09 JX524770 +
Fusarium sp. FSSC 34 CML 2196 + +
Fusarium sp. FSSC 2 CML 2193 + +
Fusarium sp. FSSC 21 CML 2203 + +
Fusarium sp. FSSC5 CML 55 + +
Fusarium sp. FSSC5 CML 65 + +
Fusarium sp. FSSC 5 CML 217 + +
Fusarium sp. FSSC5 CML 581 + +
Fusarium sp. FSSC 5 CML 1842 + +
Fusarium sp. FSSC5 CML 2046 + +
Fusarium sp. FSSC 20 CML 2063 + +

®AbreviacBes das colegBes de culturas: CML =
Departamento de Fitopatologia, Universidade Fed#dlavras, Lavras, Minas Gerais,
Brasil; NRRL = Northern Regional Research Labomgt®eoria, lllinois, EUA; MAFF=
Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries, uksba, Japdo; FRC S= Fusarium
Research Center, Pennsylvania, E®(mero de acesso de sequencias do gene TEF 1-
a = Fator de elongag&oalobtidas do GenBank, NCBfNUmero de acesso de
sequencias da RPB2 = Segunda maior subunidade da goNimerase obtidas do
GenBank, NCBI. + = Isolados que tiveram a regidueaciada, contudo estas ndo estédo

depositadas no GenBank.

Colebfioolégica de Lavras,
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APENDICE C

CML 3294 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
- CML 3301 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2185 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
— CML 2177 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
- CML 2173 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3261 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3303 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2291 Fusarium sp. Piper nigrum
CML 2180 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2176 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3263 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3260 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3302 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
—CML 3291 Fusarium sp. Passifiora edulis f. flavicarpa
CML 860 Fusarium sp. Glycine max FSSC 3+4*
CML 3262 Fusarium sp. Passiflora edulis 1. flavicarpa
CML 3265 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2174 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2178 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
NRRL 22781 F. falciforme 3+4
CML 3264 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2184 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3295 Fusarium sp. Passiftora edulis f. flavicarpa
CML 2192 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3308 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3271 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
[ INRRL 32542 F. falciforme 3+4
CML 1833 Fusarium sp. Glycine max
CML 3299 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3292 Fusarium sp. Passiflora edulis . flavicarpa
L CML 3300 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
L CML 1830 Fusarium sp. Glycine max
NRRL 43433 F. keratoplasticum 2
CML 2193 Fusarium sp. Piper nigrum
FRC $-2477 F. keratoplasticum 2
FRC S-2407 F. keratoplasticum 2
a1| |- NRRL 28036 F. keratoplasticum 2 FSSC 2
" | INRRL 32751 Fusarium sp. 36
CML 3289 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
| _CML 3290 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa

-
jre

1




= NRRL 20101 F. striatum 21
MAFF 237667 H. ijpomoeae
MAFF 237668 H. ipomoeae
~CML 3274 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
— MAFF 240020 H. ipomoeae
CML 3276 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
IBFS08 F. solanif. sp. passiflorae
CML 3275 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
IBFSO07 F. solani f. sp. passiflorae
1| | |IBFS18 F. solani f. sp. passiflorae
CML 3307 Fusarium sp. Passifiora edulis f. flavicarpa
IBFS12 F. solani f. sp. passiflorae
IBFSRJ F. solani f. sp. passiflorae
CML 2203 Fusarium sp. Piper nigrum
| [IMAFF 238974 H. ipomoeae
IBFS09 F,. solanif. sp. passiflorae
IBFS11 F. sofani . sp. passifiorae
CML 3277 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
IBFSE F. solanif. sp. passifiorae
NRRL 22147 H. ipomoeae Passiflora edulis
CML 2183 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
2. NRRL 22608 Fusarium sp. 20
" NRRL 28001 Fusarium sp. 20
CML 2463 Fusarium sp. Piper arboreum
CML 3273 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2182 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
% CML 3272 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2723 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
837 L CML 3253 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3252 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
— NRRL 32705 Fusarium sp. 14
NRRL 32309 Fusarium sp. 12
NRRL 32437 Fusarium sp. 28
.| L-NRRL 28541 Fusarium sp. 26
1 #NRRL 37625 Fusarium sp. 27
NRRL 31158 Fusarium sp. 18
L NRRL 22389 Fusarium sp. 24
P NRRL 52781 Fusarium sp. 38
NRRL 28546 F. petroliphilum 1
»INRRL 22141 F. petroliphilum 1
NRRL 25137 Fusarium sp. 37
————NRRL 43489 Fusarium sp. 6
L FRC S-2432 Fusarium sp. 39
—— NRRL 43502 Fusarium sp. 7
2 NRRL 22278 F. solani f. sp. pisi MP-VII 11
[L—NRRL 28009 Fusarium sp. 15
L NRRL 22157 F. solani f. sp. mori MP-IIl 17
— NRRL 22586 F. solani f. sp. robiniae MP-VII 13
—NRRL 28008 Fusarium sp. 29

= j‘ \NRRL 46707 Fusarium sp. 35

a|
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Fssc 21*

FSSC 20*

FSsc 41*
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= 1 —NRRL 31169 Fusarium sp. 25 -
77— CMLL 3298 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa FSSC 25
7ICML 3296 Fusarium sp. Passiflora eduls f. flavicarpa
NRRL 22163 F. solani f. sp. xanthoxyli MP-IV 22
o CML 3293 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
ICML 3297 Fusarium sp. Passifiora edulis f. flavicarpa
NRRL 32755 Fusarium sp. 9
[ 'FRC S-2542 Fusarium sp. 9
CML 2196 Fusarium sp. Piper nigrum
CML 3257 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa FSSC 34
2!CML 3258 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa 3
| NRRL 46703 Fusarium sp. 34
NRRL 22402 F. solanif. sp. batatas MP-Il 23
i sl NRRL 22400 F. solanif. sp. batatas MP-1 23
CML 217 Fusarium sp. Coffea arabica
CML 581 Fusarium sp. Chrysanthemum sp.
CML 2043 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
NRRL 43474 Fusarium sp. 5
CML 55 Fusarium sp. Selanum tuberosum
CML 214 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3286 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa &
NRRL 32492 Fusarium sp. 5 FSSC 5"
CML 65 Fusarium sp. Sofanum tuberosum
CML 1842 Fusarium sp. Cyrtopodium cardiochilum
CML 613 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
| CML 3287 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
NRRL 43468 Fusarium sp. 5
CML 3288 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
L CML 2046 Fusarium sp. Phaseolus vulgaris
CML 3255 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa *
CML 3256 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa FSSC 40
CML 3254 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
| |——NRRL 43467 Fusarium sp. 8
‘ NRRL 32434 F. lichenicola 16
L NRRL 22579 Fusarium sp. 30
Clado3 s NRRL 20438 F. ambrosium 19
— sl NRRL 22354 Fusarium sp. 33
NRRL 22178 Fusarium sp. 32
— NRRL22098 F. solanif. sp. cucurbitae MP-| 10
} NRRL 22570 F. piperis 31
4%|>CML 2186 F. piperis Piper nigrum
% CML 2187 F. piperis Piper nigrum
_— NRRL 22825 F. virguliforme
4@){ “NRRL 31096 F. tucumaniae
NRRL 31104 F. cuneirostrum

W NRRL 31949 F. crassistipitatum

B

NRRL 22743 F. brasiliense
NRRL 22276 F. phaseoli
Clado NRRI 22632 F. plagianthi
ool NRRL 22090 F. illudens

4
5

Figura 1 Arvore filogenética de maxima parcimoras éspécies do complekasarium
solani usando sequéncias d&F-lo. F. plagianthi e F. illudens utilizados
como outgroup Sombreados indicam as linhagens filogenéticasqam os
isolados dePassiflora se encontram. *Indica as linhagens patogénicas a
Passiflora edulid. flavicarpa Os valores ddootstrap 1.000 repeticdes, séo
indicados em porcentagem acima e abaixo dos irdersdmaxima parcimdnia
(MP) Abreviacgdes: MP-I a MP-VIlI mating populations IBSF — Cole¢éo
Micolégica Mério Barreto Figueiredo; CML - Colecéicoldgica de Lavras;
NRRL - Northern Regional Research Laboratory; MAFFMinistry of
Agriculture, Forestry and FisheridsRC — Fusarium Research Center.
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Fssc 21*

gg- FRC ‘3-2542 Fusarmm sp 9
NRRL 32755 Fusarium sp. 9

CML 3256 Fusarium sp. Passiflora edulis f. ﬁavicarpa

¥k
7ICML 3254 Fusarium sp. Passifora eduls . flavicarpa FSSC 40
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CML 2463 Fusarium sp. Piper arboreum
CML 2214 Fusarium sp. Piper nigrum
NRRL 28001 Fusarium sp. 20
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Clade 3
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\

CML 3302 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa

CML 3300 Fusarium sp. Passiflora edulis . flavicarpa

CML 2176 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
40|CML 3291 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa

CML 2291 Fusarium sp. Piper nigrum
CML 2177 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 3269 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa

NRRL 22781 F. falciforme 3+4
NRRL 32751 Fusarium sp. 36 %
__{CML 3293 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa FSSC 3+4
CML 3297 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 2173 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
— CML 2184 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
—NRRL 32542 F. falciforme 3+4
- CML 3294 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 1830 Fusarium sp. Glycine max
CML 2174 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa
CML 1833 Fusarium sp. Glycine max

CML 860 Fusarium sp. Glycine max

50 NRRL 22354 Fusarium sp. 33

74 NRRL 46517 Fusarium sp. 33
NRRL 20438 F. ambrosium 19

NRRL 22157 F. solani f. sp. mori MP-1II 17

—‘% E NRRL 22586 F. solani f. sp. robiniae MP-VII 13
94 NRRL 32705 Fusarium sp. 14
NRRL 32434 F. lichenicola 16
NRRL 43467 Neocosmospora sp. 8
NRRL 22098 F. solani f. sp. cucurbitae MP-1 10
NRRL 22178 Fusarium sp. 32
NRRL 22570 F. piperis 31
CML 2186 F. piperis Piper nigrum
96 CML 2187 F. piperis Piper nigrum
99/ NRRL 22400 F. solani f. sp. batatas MP-| 23
NRRL 22402 F. solani f. sp. batatas MP-Il 23
NRRL 22163 F. solani f. sp. xanthoxyli MP-IV 22
NRRL 43489 Fusarium sp. 6
——NRRL 22579 Fusarium sp. 30
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53/ CML 3296 Fusarium sp. Passiflora edulis 1. flavicarpa
CML 3298 Fusarium sp. Passiflora edulis f. flavicarpa *
NRRL 31169 Fusarium sp. 25 FSSC 25
NRRL 46707 Fusarium sp. 35
NRRL 43502 Fusarium sp. 7
NRRL 22278 F. solani {. sp. pisi MP-VII 11
NRRL 28009 Fusarium sp. 15
FRC S-2432 Fusarium sp. 39
57— NRRL 32437 Fusarium sp. 28

il F NRRL 37625 Fusarium sp. 27

5| NRRL 28541 Fusarium sp. 26
NRRL 32309 Fusarium sp. 12
NRRL 28008 Fusarium sp. 29
NRRL 22389 Fusarium sp. 24
NRRL 31158 Fusarium sp. 18
L NRRL 22141 F. petroliphilum 1
‘NRRL 28546 F. petroliphilum 1
NRRL 25137 Fusarium sp. 37
0L —NRRL 52781 Fusarium sp. 38
NRRL 22825 F. virguliforme
Clade2 NRRL 31096 F. tucumaniae
99| INRRL 31949 F. crassistipitatum
L NRRL 31104 F. cuneirostrum
NRRL 22276 F. phaseoli
NRRL 22743 F. brasiliense
NRRL 22090 F. illudens

99 NRRL 22632 F. plagianthi

8

Clade 1

5

Figura 2 Arvore filogenética de maxima parcimoras éspécies do complekasarium
solani usando sequéncias B®B2.F. plagianthieF. illudens utilizados como
outgroup Sombreados indicam as linhagens filogenéticagjeenos isolados
de Passiflorase encontram. * Indica linhagens patogénic&assiflora edulis
f. flavicarpa Os valores débootstrap 1.000 repeticdes, sdo indicados em
porcentagem acima e abaixo dos internddios, maxpaeiménia (MP)
Abrevia¢des: MP-1 a MP-VII mating populationsIBSF — Colecao Micoldgica
Mario Barreto Figueiredo; CML - Colecdo Micologicke Lavras; NRRL -
Northern Regional Research Laboratory; FRC — FusaResearch Center.



