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RESUMO GERAL

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acicar (Saccharum
officinarum), tendo a cultura grande expressdo econdmica e social. Entre as
doencas fingicas, que podem trazer prejuizos no setor canavieiro tem-se a
Pokkah boeng, causada por espécies do complexo Fusarium fujikuroi (FFSC).
Os sintomas sio a deformacio na parte aérea e podridio do colmo. Apesar dos
sintomas da Pokkah boeng serem eventualmente observados em plantacdes de
cana no Brasil, existem apenas registros ndo oficiais da doenca. Os objetivos do
presente trabalho foram (i.) averiguar a diversidade de espécies do FFSC
associadas a Pokkah boeng em cana-de-actcar no Brasil, usando filogenia
molecular, cruzamentos em laboratério e avaliagdo da morfologia (ii.) testar a
patogenicidade em plantas de cana-de-agucar, sorgo, milho e milheto e (iii.)
avaliar o potencial da espécie F. sacchari em produzir fumonisinas By, B, e
moniliformina in vitro. Por meio de andlise filogenética dos genes fator de
elongacdo I-a e segunda maior subunidade da RNA polimerase II,
compatibilidade sexual e caracterizagdo morfoldgica, os 39 isolados obtidos de
plantas com sintomas de Pokkah boeng foram identificados como F. sacchari, F.
proliferatum e uma nova linhagem filogenética Fusarium sp. Cruzamentos de
isolados obtidos do campo com os respectivos testadores resultaram na formacao
de peritécios férteis das espécies F. sacchari e F. proliferatum, confirmando a
identidade das espécies. Nos cruzamentos entre os 10 isolados de Fusarium sp.
houve producgdo de peritécios férteis, indicando a ocorréncia de nova espécie
biolégica no FFSC. Isolados de Fusarium sp., quando cruzados com testadores
das outras espécies do FFSC, a formacdo de peritécios ndo foi observada,
evidenciando a presenca de barreira reprodutiva. As trés espécies identificadas
induziram sintomas de Pokkah boeng quando inoculadas em plantas de cana-de-
acticar e causaram podriddo de colmo em plantas de milho, sorgo e milheto. E
reforcada a hipdtese que nado existe especificidade em relacio ao hospedeiro,
apenas afinidade. Entre os isolados de F. sacchari avaliados foi observada a
producdo de tracos de moniliformina e alta concentragdo de fumonisina B1. A
linhagem Fusarium sp. serd formalmente descrita e elevada ao nivel de espécie,
pois representa uma nova espécie filogenética e bioldgica no FESC. Os
resultados obtidos esclarecem a etiologia da Pokkah boeng no Brasil e subsidiam
programas de selecdo e de melhoramento de germoplasma vegetal visando
resisténcia a doenca, além de gerar a base de conhecimento necessirio para o
desenvolvimento de ferramentas moleculares para o monitoramento e diagnose
da doenga.

Palavras-chave: Fusarium fujikuroi species complex. Saccharum officinarum.
Filogenia molecular. Micotoxinas.






ABSTRACT

Brazil is the world’s biggest producer of sugar cane (Saccharum officinarum).
Among the diseases caused by fungi is cited pokkah-boeng, caused by species
belonging to the Fusarium fujikuroi species complex (FFSC). The most typical
symptoms of the disease are a morphological deformation of the aerial part of
the plant and stem rot. While the occurrence of symptoms is eventually reported
in plantations in Brazil, no official reports of the disease exist. In this study we
investigated (i.) what species of the FFSC occur in association with sugar-cane
plants with symptoms of pokkah-boeng in Brazil, using a two gene molecular
phylogeny, sexual compatibility and analysis of morphological markers; (ii.) if
the species cause disease in plants of sugar-cane, maize, sorghum and millet;
(iii.) the potential of Fusarium sacchari in producing the toxins fumonisin By, B,
and moniliformin in vitro. According to the phylogenetic analysis of the gene
regions elongation factor /- and RPB2, sexual compatibility and
morphological markers, the 39 isolates studied were identified as F. sacchari, F.
proliferatum and another still unknown phylogenetic lineage, sister of Fusarium
andiyazi. Crossing isolates of F. sacchari and F. proliferatum from the field
with available tester strains produced fertile perithecia and viable ascospores.
Crossings between 10 isolates of the unknown lineage also produced fertile
perithecia and viable ascospores. When crossed with tester strains of other
known mating populations of the FFSC, no perithecia were observed, giving
evidence that this new lineage represents also a new biological species within
the FFSC. All three species induced symptoms of pokkah-boeng when
inoculated in sugar-cane plants and caused stem rot in maize, sorghum and
millet. Probably, there is no specificity of those species with regard to host
plants, only affinity. Among isolates of F. sacchari the production of elevated
levels of fumonisin B1 and traces of moniliformin was observed. The findings
confirm the etiology of pokkah-boeng in Brazil and will give support to breeding
programs aiming the selection of resistant germplasm. The results also generated
basic knowledge for the development of strategies for diagnosis and monitoring
of the disease. The new species will be described, based on the application of the
phylogenetic and biological species concept.

Key Words: Fusarium fujikuroi species complex. Saccharum officinarum.
Molecular Phylogeny. Mycotoxins.
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PRIMEIRA PARTE

1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agicar (Saccharum
officinarum). Essa cultura tem uma grande expressdo tanto do ponto de vista
econdmico quanto social, pois ¢ utilizada para produzir acticar, &lcool,
aguardente, forragem e varios subprodutos, além da gera¢do de empregos diretos
e indiretos. Dentre as doencas que afetam a cana-de-actcar, a Pokkah boeng,
conhecida principalmente na Asia, tem provocado danos expressivos na cultura.
As plantas com sintomas apresentam deformacio no topo e podridao do colmo
(Siti Nordahliawate et al., 2008).

Diversas espécies do complexo Fusarium fujikuroi (Fusarium fujikuroi
species complex - FFSC), como F. sacchari, F. proliferatum e F. verticillioides,
ja foram reportadas em associacdo a essa doenga em paises como Indonésia e
Malésia. No entanto, grande parte da literatura internacional menciona que o
agente etiologico de Pokkah boeng é Fusarium sacchari (Leslie & Summerell,
2006; Siddique 2007; Siti Nordahliawate et al., 2008; Lin et al., 2014).

Sintomas da doenga podem ser eventualmente observados em plantacdes
de cana no Brasil, através da deformacao e podridao da parte aérea das plantas,
no entanto, apesar de o Brasil ser um dos maiores produtores de cana, ndo ha
relatos na literatura da confirmacio da etiologia da Pokkah boeng.

Embora seu nome seja sugestivo para um hospedeiro especifico, a
espécie F. sacchari ja foi encontrada em plantas cultivadas como milho, arroz e
sorgo, onde causa podridio em raizes, além de ocorrer como endéfito em
gramineas selvagens (Hsuan et al., 2011; Sharma et al., 2011).

Diversas espécies do FFSC tém sido relatadas como produtoras das

micotoxinas beauvericina, acido fusarico, moniliformina e fumonisina (Leslie et
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al., 1992; Bacon et al., 1996; Moretti et al., 1996), sendo fumonisinas e
moniliformina as mais prejudiciais a saide humana e animal (Leslie et al.,
2005).

Em virtude da escassez de literatura cientifica primdria sobre a
identidade e caracteristicas bioldgicas dos agentes etioldgicos da Pokkah boeng
no Brasil, este trabalho se propde a responder as seguintes questdes: (i.) Seria F.
sacchari o agente etiolégico da Pokkah boeng no Brasil? (ii.) Existem outras
espécies de Fusarium que induzem sintomas de Pokkah boeng? (iii.) Isolados
que induzem sintomas de Pokkah boeng podem causar sintomas em outras
plantas?

Os objetivos do presente trabalho foram averiguar a diversidade de
espécies do FFSC associadas a Pokkah boeng em cana-de-acucar de diferentes
regides do Brasil, usando filogenia molecular multilocus e teste de
compatibilidade sexual, testar a patogenicidade em plantas de cana-de-acticar,
especificidade nas culturas do sorgo, milho e milheto e a capacidade de
produ¢do de micotoxinas das espécies encontradas.

Esta dissertacdo estd dividida em duas partes. A primeira diz respeito ao
estado da arte, no qual sdo descritas espécies do FFSC como patégenos de
plantas, patégenos da cana-de-acticar e produtores de micotoxinas. A segunda
parte se refere ao estudo da diversidade de espécies associadas a doenca Pokkah
boeng em cana-de-aciicar no Brasil, capacidade dessas espécies em induzirem

podriddo nas culturas de milho, sorgo e milheto e de produzirem micotoxinas.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Espécies do complexo Fusarium fujikuroi (FFSC) como patégenos de

plantas

O complexo de espécies Fusarium fujikuroi, que correspondia
principalmente & se¢do Liseola, mas também acomodava espécies originalmente
classificadas em outras se¢des de Fusarium, hoje representa aproximadamente
50 espécies filogenéticas e 13 espécies bioldgicas (Nirenberg & O'Donnell,
1998; O'Donnell et al., 1998, 2000; Geiser et al., 2005, 2013). A secdo Liseola
foi estabelecida para agrupar espécies caracterizadas pela producdo de
macroconidios em esporodéquios ou pionotos, microconidios em falsas cabecas
e/ou cadeias e que ndo produzem clamidésporos (Leslie & Summerell, 2006).

A associacdo de espécies do FFSC em alguns patossistemas ja estd bem
estabelecida, o que inclui vdrios patégenos de plantas economicamente
importantes. Em arroz, o estiolamento (bakanae) induzido pelo fitormdnio
giberelina estd relacionado com a presenca da espécie F. fujikuroi (Mohd
Zainudin et al., 2011).

Em fruteiras, como o abacaxizeiro e a mangueira, a incidéncia de
fusariose pode resultar em perdas elevadas na producdo e, em alguns casos,
inviabilizar completamente a atividade produtiva. No abacaxizeiro, a doenca
conhecida como gomose tem no Brasil como agente etiolégico F. guttiforme
(Nirenberg & O'Donnell, 1998). Na Africa do Sul, estudos baseados em
filogenia molecular, utilizando sequenciamento das regides gé€nicas fator de
elongacdo 1-a, Histona H3 e PB-tubulina, mostraram que o agente causal da
podriddo do fruto do abacaxi representava uma nova espécie pertencente ao

FFSC, descrita como F. ananatum (Jacobs et al., 2010).
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Na mangueira, as espécies F. mangiferae e F. sterilihyphosum estdo
associadas com o crescimento anormal de inflorescéncias e ramos vegetativos
(Britz et al., 2002). No Brasil foi verificado que F. tupiense € o principal agente
da malformacio da mangueira, descrito através de estudos filogenéticos, anélises
de padroes de AFLP (amplified fragment length polymorphism), avaliacdo da
morfologia e testes de patogenicidade (Lima et al., 2012). No México, andlise
filogenética multilocus demonstrou que uma nova espécie, nomeada F.
mexicanum, estd associada a malformag@o da mangueira (Otero et al., 2010).

Enquanto que para os patossistemas mencionados a base de
conhecimento em relacdo a diversidade de espécies associadas e sua importancia
como agentes etioldgicos de doencas € bem conhecida, para outros ainda &
restrita. Como exemplo tem-se a cultura da cana-de-aguicar, para a qual ha
registros das espécies F. proliferatum, F. sacchari, F. subglutinans e F.
verticillioides associadas aos sintomas da doenca denominada Pokkah boeng.
Porém no Brasil hd deficiéncia de literaturas primdrias sobre as espécies de
Fusarium que sdo patogénicas a essa cultura.

Existem relatos da falta de especificidade de espécies do FFSC ao
hospedeiro. Fusarium circinatum, agente causal de cancro em Pinus, € um dos
patégenos mais importantes da cultura e tem sido relatado em vérios paises,
inclusive no Brasil (Wingfield et al., 2008; Steenkamp et al., 2012; Pfenning et
al., 2014). Em espécies de gramineas assintomadticas préximas a arvores de Pinus
com sintomas de cancro foram obtidos isolados de F. circinatum, estes mesmos
isolados foram capazes de induzir cancro em mudas de pinheiros, evidenciando
que outra planta fora da familia Pinaceae pode ser hospedeira de F. circinatum
(Swett & Gordon, 2012).

Fusarium sacchari, espécie associada a Pokkah boeng em cana-de-
acucar, ja foi encontrado como enddfito em plantas cultivadas e gramineas

selvagens (Leslie & Summerell, 2006; Petrovic et al., 2013). Em dreas extensas
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de Oryza australienses na Austrélia, isolados da espécie F. sacchari foram
encontrados como endoéfitos predominantes. Estes mesmos isolados causaram
podriddo de raizes em milho, arroz e sorgo (Petrovic et al., 2013). Recentemente
a espécie foi identificada em sorgo na India (Sharma et al., 2011). Fusarium
sacchari também foi relatado causando doencas em sorgo nas Filipinas e no

México (Ploetz, 2006).

2.2 Espécies do FFSC como patogenos da cana-de-agiicar

Introduzida no periodo colonial, a cana-de-agicar se tornou uma das
principais culturas do cendrio da economia brasileira. O Brasil ndo € apenas o
maior produtor de cana, mas também o primeiro do mundo na producdo dos
derivados agtcar e etanol, e conquista, cada vez mais, o mercado externo com o
uso do biocombustivel como alternativa energética. A cana-de-agticar ¢é
produzida em quase todo o pais, sendo 51,8% em Sao Paulo e as demais zonas
produtoras sdo Goids, Minas Gerais (Tridngulo Mineiro e Zona da Mata), Mato
Grosso do Sul e Parana (Conab, 2015).

Entretanto, relevantes perdas na cultura s@o causadas por vérias doencas.
Entre as doengas flngicas que podem trazer prejuizos no setor canavieiro tem-se
a Pokkah boeng que causa deformacdo na parte aérea, podriddo do colmo e
murcha (Bourne, 1922; Abbott, 1932; Egan et al., 1997; Nirenberg &
O’Donnell, 1998; Viswanathan et al., 2011). Os sintomas se evidenciam com
descoloracdo e enrugamento das folhas préximo a regido apical, evoluindo para
a podriddo no topo da planta com posterior quebra de dominéncia apical e
emissdo de brotagdes laterais. O colmo apresenta lesdes denominadas “corte de
faca” exibindo em seu interior coloracdo avermelhada com crescimento do
patégeno. A disseminacdo ocorre principalmente via material propagativo. Este

fungo tem a capacidade de sobreviver em tecidos meristemdticos por longos
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periodos e ser disseminado via colmos infectados (Siti Nordahliawate et al.,
2008).

Diversas espécies do FFSC sao associadas a Pokkah boeng (Leslie &
Summerell, 2006; Siddique 2007; Siti Nordahliawate et al., 2008; Lin et al.,
2014). Na Asia foi confirmada a associa¢io de F. sacchari, F. proliferatum e F.
verticillioides com plantas que apresentavam sintomas dessa doenga (Hsuan et
al., 2011).

Coletas de amostras de plantas de cana-de-aglicar sintomadticas
realizadas em regides produtoras no Brasil e relatos de técnicos que trabalham
com a cultura confirmam a presenca da doenca Pokkah boeng nos canaviais
brasileiros. Entretanto, apesar de o Brasil ser o maior produtor de cana-de-
acucar, até o momento ndo hé relato de quais espécies estdo associadas a esta
cultura. Ainda s3o observados os nomes obsoletos “F. moniliforme var.
subglutinans” ou “F. moniliforme”, sendo empregados para o agente causador
de Pokkah boeng ou podriddo de colmo. Este fato pode ser explicado pela
identificacdo de fungos apenas com base em caracteres morfolégicos e ndo pela
utilizacdo de estudos moleculares. Espécies como F. sacchari compartilham
marcadores morfolégicos com outras espécies do FFSC, como F. subglutinans,
F. circinatum, F. mangiferae e F. temperatum, nao podendo distingui-los
morfologicamente (Kvas et al., 2009; Scauflaire et al., 2012), tendo como
principais caracteristicas a formacao de conidios clavados em cadeias no micélio
aéreo e a auséncia de clamiddsporos (Leslie & Summerell, 2006).

Grande parte da literatura menciona que o agente etiolégico é F.
sacchari causando perdas na producdo da cana-de-agicar em outros paises
(Egan et al. 1997; Nirenberg & O’Donnell, 1998; Siddique, 2007; Viswanathan
et al., 2011). Este fungo tem a capacidade de sobreviver em tecidos
meristemadticos por longos periodos e ser disseminado via colmos infectados

(O’Donnell et al., 1998; Leslie & Summerell, 2006). Portanto, é possivel que F.
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sacchari e outros membros do FFSC estejam presentes em vdarios plantios de

cana-de-agucar no Brasil.

2.3 Espécies do FFSC como produtores de micotoxinas

Muitas espécies de Fusarium produzem vdarios metabdlitos secundarios,
tais como as micotoxinas fumonisinas e moniliformina (Leslie et al., 2005).
Estas tém efeitos deletérios na saiude humana e animal, com efeitos
carcinogénicos, hepatotéxicos e mutagénicos (Leslie, 1995; Nirenberg &
O’Donnell, 1998; Desjardins, 2006).

Dentre as espécies do FFSC que sdo produtoras de micotoxinas tem-se
F. thapsinum, que produz d4cido fusdrico, moniliformina, fumonisina, F.
verticillioides (fumonisinas, dcido fusdrico, fusarinas, tricotecenos), F. nygamai
(fumonisinas, beauvericina, dcido fusdrico, moniliformina), F. proliferatum
(moniliformina), F. andiyazi (fumonisina) e F. sacchari (beauvericina, dcido
fusdrico, moniliformina) (Desjardins, 2006).

Durante toda a cadeia produtiva, processamento, transporte e
armazenamento, os alimentos estdo sujeitos a invasdo por fungos
micotoxigénicos. A producdo e aumento dessas micotoxinas no alimento sdo
influenciados principalmente por fatores ambientais, como umidade,
temperatura, atmosfera de armazenamento, pH e agentes competidores (Lacey &
Magan, 1991).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana direta ou
indiretamente. Diretamente, através do consumo de cereais, oleaginosas e
derivados. Derivados como leite, carne e ovos podem apresentar micotoxinas
quando os animais consomem alimentos contaminados, constituindo em fonte de

contaminagdo indireta para os humanos (Molin & Valentini, 1999).
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Existem diferentes séries de fumonisinas estruturalmente relacionadas:
A(A-Ay,BB;-By,C(C,-Cye P'°. No entanto, a que se encontra em maior
abundancia, sendo também considerada a mais téxica, é a FB;, seguindo-se a
FB, e a FB;. Essas micotoxinas sdo estaveis ao calor e resistem a maioria das
condicdes de processamento, portanto, persistindo no produto final, como a
racdo animal. As fumonisinas podem ser encontradas principalmente em milho e
seus derivados, arroz, sorgo e feijao (Labuda et al., 2003).

Em animais as fumonisinas podem alterar fungdes celulares importantes,
como controle da integridade da membrana, proliferacdo celular, diferenciacdo e
apoptose. Além disso, essas micotoxinas sdo conhecidas por causarem edemas
pulmonares em suinos e cancer de esdfago em humanos, sendo este dltimo com
maior frequéncia na Africa do Sul (Harrison et al., 1990; Marasas, 1995; Leslie
et al., 2005).

A moniliformina é uma micotoxina encontrada em graos, principalmente
em milho e sorgo. Essa micotoxina pode ser transferida para a préoxima geracio
de culturas (Guzman et al., 1994). A moniliformina pode produzir efeitos
fitotéxicos em plantas e também provou ser toxica a vdrias espécies animais
(Von Bargen et al., 2012).

Estudos in vitro sobre a toxicidade da moniliformina indicaram uma
inibicdo de multiplos sistemas enzimadticos (Von Bargen et al., 2012). Problemas
de sadde humana nao foram associados com a moniliformina, mas estudos da
alimentacdo de diferentes espécies de aves, como frangos e patos, com racio
contaminada com a micotoxina resultaram em sintomas como acidose, fraqueza

muscular e efeitos patoldgicos nos tecidos do corac@o (Uhlig et al., 2007).
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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acicar (Saccharum
officinarum), tendo a cultura grande expressdo econdmica e social. Entre as
doencas fingicas, que podem trazer prejuizos no setor canavieiro tem-se a
Pokkah boeng, causada por espécies do complexo Fusarium fujikuroi (FFSC).
Os sintomas sio a deformacdo na parte aérea e podridio do colmo. Apesar dos
sintomas da Pokkah boeng serem eventualmente observados em plantacdes de
cana no Brasil, existem apenas registros ndo oficiais da doenca. Os objetivos do
presente trabalho foram (i.) averiguar a diversidade de espécies do FFSC
associadas a Pokkah boeng em cana-de-actcar no Brasil, usando filogenia
molecular, cruzamentos em laboratério e avaliagdo da morfologia (ii.) testar a
patogenicidade em plantas de cana-de-acgucar, sorgo, milho e milheto e (iii
avaliar o potencial da espécie F. sacchari em produzir fumonisinas By, B, e
moniliformina in vitro. Por meio de andlise filogenética dos genes fator de
elongacdo I-a e segunda maior subunidade da RNA polimerase II,
compatibilidade sexual e caracterizagdo morfoldgica, os 39 isolados obtidos de
plantas com sintomas de Pokkah boeng foram identificados como F. sacchari, F.
proliferatum e uma nova linhagem filogenética Fusarium sp. Cruzamentos de
isolados obtidos do campo com os respectivos testadores resultaram na formacao
de peritécios férteis das espécies F. sacchari e F. proliferatum, confirmando a
identidade das espécies. Nos cruzamentos entre os 10 isolados de Fusarium sp.
houve producgdo de peritécios férteis, indicando a ocorréncia de nova espécie
biolégica no FFSC. Em isolados de Fusarium sp., quando cruzados com
testadores das outras espécies do FFSC, a formacdo de peritécios ndo foi
observada, indicando a presenca de barreira reprodutiva. As trés espécies
identificadas induziram sintomas de Pokkah boeng quando inoculadas em
plantas de cana-de-agtcar e causaram podriddo de colmo em plantas de milho,
sorgo e milheto, indicando que ndo existe especificidade em relacdo ao
hospedeiro, apenas afinidade. Entre os isolados de F. sacchari avaliados foi
observada a producdo de tragos de moniliformina e alta concentracdo de
fumonisina B1. Os resultados obtidos esclarecem a etiologia da Pokkah boeng
no Brasil e subsidiam programas de sele¢do e de melhoramento de germoplasma
vegetal visando resisténcia a doenca, além de gerar a base de conhecimento
necessdrio para o desenvolvimento de ferramentas moleculares para o
monitoramento e diagnose da doenca. A linhagem Fusarium sp. serd
formalmente descrita e elevada ao nivel de espécie, pois representa uma nova
espécie filogenética e bioldgica no FFSC.

Palavras-chave: Fusarium fujikuroi species complex. Saccharum officinarum.
Micotoxinas. Filogenia molecular.
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ABSTRACT

Brazil is the world’s biggest producer of sugar cane (Saccharum officinarum).
Among the diseases caused by fungi is cited pokkah-boeng, caused by species
belonging to the Fusarium fujikuroi species complex (FFSC). The most typical
symptoms of the disease are a morphological deformation of the aerial part of
the plant and stem rot. While the occurrence of symptoms is eventually reported
in plantations in Brazil, official reports of the disease don’t exist. In this study
we investigated (i.) what species of the FFSC occur in association with sugar-
cane plants with symptoms of pokkah-boeng in Brazil, using a two gene
molecular phylogeny, sexual compatibility and analysis of morphological
markers; (ii.) if the species cause disease in plants of sugar-cane, maize,
sorghum and millet; (iii.) the potential of Fusarium sacchari in producing the
toxins fumonisin B;, B, and moniliformin in vitro. According to the
phylogenetic analysis of the gene regions elongation factor /-« and RPB2,
sexual compatibility and morphological markers, the 39 isolates studied were
identified as F. sacchari, F. proliferatum and another still unknown
phylogenetic lineage, sister of Fusarium andiyazi. Crossing isolates of F.
sacchari and F. proliferatum from the field with available tester strains produced
fertile perithecia and viable ascospores. Crossings between 10 isolates of the
unknown lineage also produced fertile perithecia and viable ascospores. When
crossed with tester strains of other known mating populations of the FFSC, no
perithecia were observed, giving evidence that this new lineage represents also a
new biological species within the FFSC. All three species induced symptoms of
pokkah-boeng when inoculated in sugar-cane plants and caused stem rot in
maize, sorghum and millet. Probably, there is no specificity of those species
with regard to host plants, only affinity. Among isolates of F. sacchari the
production of elevated levels of fumonisin B1 and traces of moniliformin was
observed. The findings confirm the etiology of pokkah-boeng in Brazil and will
give support to breeding programs aiming the selection of resistant germplasm.
The results also generated basic knowledge for the development of strategies for
diagnosis and monitoring of the disease. The new species will be described,
based on the application of the phylogenetic and biological species concept.

Key Words: Fusarium fujikuroi species complex. Saccharum officinarum.
Molecular Phylogeny. Mycotoxins.
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1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-actcar (Saccharum officinarum) é afetada em
vérias regides do mundo por uma doenca conhecida como Pokkah boeng, que
tem como agente etiolgico diversas espécies do complexo Fusarium fujikuroi
(Fusarium fujikuroi species complex - FESC), como F. sacchari, F. proliferatum
e F. verticillioides (Leslie & Summerell, 2006; Siddique 2007; Siti
Nordahliawate et al., 2008; Lin et al., 2014).

Enquanto em paises como Indonésia e Malésia essa doenca é bem
conhecida, no Brasil, apesar de ser um importante produtor da cultura, existem
apenas registros ndo oficiais da doenca. Nao foi encontrada literatura primaria
sobre esse patossistema no Brasil. Sintomas da doenca podem ser eventualmente
observados em plantacdes de cana no pais, através da deformacdo e podriddo da
parte aérea das plantas, no entanto, sua etiologia ndo foi formalmente
esclarecida.

Embora o nome da espécie seja sugestivo para um hospedeiro
especifico, a espécie F. sacchari ja foi encontrada em plantas cultivadas como
milho, arroz e sorgo, onde causa podridio em raizes, além de ocorrer como
endofito em gramineas selvagens (Hsuan et al., 2011; Sharma et al., 2011).

Como espécies do FFSC sdo conhecidas produtoras de micotoxinas, o
risco de sua ocorréncia em cana precisa ser avaliado. Tém sido relatadas as
micotoxinas beauvericina, acido fusarico e moniliformina e fumonisina sendo
produzidas por espécies do FFSC (Leslie et al., 1992; Bacon et al., 1996; Moretti
et al., 1996).

A proposta desse estudo foi (i.) averiguar a diversidade de espécies do
FFSC associados a Pokkah boeng em cana-de-acticar de diferentes regides do

Brasil, usando filogenia molecular multilocus e teste de compatibilidade sexual;
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(ii.) testar a patogenicidade das espécies encontradas em plantas de cana-de-
acucar, sorgo, milho e milheto e (iii.) verificar a capacidade de produgdo das

micotoxinas fumonisina e moniliformina por F. sacchari.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de isolados e preservaciao

Foi composta uma coleg@o de 39 isolados de Fusarium obtidos de cana-
de-agticar com sintomas de Pokkah boeng coletadas em diferentes regides
produtoras do Brasil (Tabela 1). Os isolados foram depositados na Colecdo
Micolégica de Lavras (CML), Departamento de Fitopatologia, Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil (http:/www.dfp.ufla.br/cml/). Foram
incluidos isolados de referéncia e testadores de espécies do FFSC disponiveis na

CML (Tabela 1).



Tabela 1 Isolados de Fusarium provenientes da cana-de-actcar de diferentes regides geogréficas do Brasil, isolados testadores
e de referéncia usados neste estudo. (Continua)

Espécie Codigo CML® Hospedeiro/ Substrato  Origem Data do isolamento MAT®  EF-1a° Rpb2*
F. proliferatum 3548 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 1 X X
F. proliferatum 3572 Saccharum officinarum Palmeiras do Piaui, PI 2015 1 X X
F. sacchari 3158 Saccharum officinarum Cristalia, MG 2014 1 X —
F. sacchari 3159 Saccharum officinarum Cristalia, MG 2014 Nd° X —
F. sacchari 3160 Saccharum officinarum Cristalia, MG 2014 Nd X —
F. sacchari 3161 Saccharum officinarum Cristalia, MG 2014 Nd X X
F. sacchari 3205 Bromelia balansae Cristalia, MG 2014 1 X —
F. sacchari 3232 Saccharum officinarum Cristalia, MG 2014 Nd X —
F. sacchari 3320 Saccharum officinarum Unido, PI 2015 1 X X
F. sacchari 3556 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 1 X —
F. sacchari 3557 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 1 X —
F. sacchari 3558 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 2 X —
F. sacchari 3559 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 2 X —
F. sacchari 3560 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 2 X —
F. sacchari 3562 Saccharum officinarum Unido, PI 2014 2 X -
F. sacchari 3563 Saccharum officinarum Miguel Alves, PI 2015 2 X -
F. sacchari 3564 Saccharum officinarum Miguel Alves, PI 2015 2 X -—-
F. sacchari 3565 Saccharum officinarum Teresina, PI 2015 Nd X -
F. sacchari 3566 Saccharum officinarum Caapora, PB 2015 1 X ---
F. sacchari 3567 Saccharum officinarum Caapora, PB 2015 2 X -
F. sacchari 3568 Saccharum officinarum Unido, PI 2015 2 X —

€€



Tabela 1, Continua

Espécie Cédigo CML® Hospedeiro/ Substrato  Origem Data do isolamento  MAT®  EF-1a° Rpb2’
F. sacchari 3569 Saccharum officinarum Coelho Neto, MA 2015 2 X X
F. sacchari 3570 Saccharum officinarum Coelho Neto, MA 2015 2 X -
F. sacchari 3571 Saccharum officinarum Coelho Neto, MA 2015 1 X X
F. sacchari 3573 Saccharum officinarum Palmeiras do Piaui, PI 2015 1 X -
F. sacchari 3574 Saccharum officinarum Palmeiras do Piaui, PI 2015 Nd X -
F. sacchari 3575 Saccharum officinarum Palmeiras do Piaui, PI 2015 2 X -
F. sacchari 3576 Saccharum officinarum Guadalupe, P1 2015 2 X -
F. sacchari 3577 Saccharum officinarum Lagoa de Itaengd, PE 2016 1 - --
Fusarium sp. 3561 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X -
Fusarium sp. 3578 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X X
Fusarium sp. 3579 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X X
Fusarium sp. 3580 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X X
Fusarium sp. 3581 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X -
Fusarium sp. 3582 Saccharum officinarum Piracicaba, SP 2015 2 X X
Fusarium sp. 3583 Saccharum officinarum Piracicaba, SP 2015 2 X -
Fusarium sp. 3584 Saccharum officinarum Piracicaba, SP 2015 1 X -
Fusarium sp. 3585 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X -
Fusarium sp. 3586 Saccharum officinarum Araras, SP 2015 2 X X
F. sacchari 768T" Saccharum officinarum Estados Unidos --- 2 X

F. sacchari 769T Saccharum officinarum Estados Unidos --- 1 X --

Ve



Tabela 1, conclusao

Espécie Cédigo CML  Hospedeiro/ Substrato Origem Data do isolamento =~ MAT EF-1o0 Rpb2
F. verticillioides ~ T766T Zea mays Estados Unidos - 2 X —
F. verticillioides  T767T Zea mays Estados Unidos - 1 X -
F. proliferatum 770T Zea mays Estados Unidos - 2 X -
F. proliferatum 771T Zea mays Estados Unidos - 1 X -
F. andiyazi 884 Sorghum bicolor Etidpia - 2 X -
F. verticillioides 1896 Zea mays Castro, PR 2010 - - .
F. proliferatum 3038 Brachiaria brizantha Lavras, MG 2013 2 X -
F. andiyazi 2740 Sorghum bicolor Sete Lagoas, MG 2011 1 X -
Fusarium sp. 2755 P. americanum Luiz Ed. Magalhdes, BA 2012 Nd X -
F. andiyazi 2756 Sorghum bicolor Sete Lagoas, MG 2012 1 X -
Fusarium sp. 2783 Sorghum bicolor Lavras, MG 2013 1 X -
Fusarium sp. 2802 Sorghum bicolor Maurilandia, GO 2013 2 X ——
Fusarium sp. 2809 Sorghum bicolor Indianédpolis MG 2013 1 X -
F. andiyazi 2812 Zea mays Rio Verde GO - 1 X —
Fusarium sp. 3041 Brachiaria brizantha Lavras, MG 2012 2 X -
F. andiyazi 3044 Brachiaria brizantha Lavras, MG 2012 1 X -

*CML: Colecdao Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil; "MAT: Mating type dos
isolados identificados por PCR. MAT-1 = 1; MAT-2 = 2 “EF-1a: Fator de elongacio 1-a; Rpb2: Segunda maior subunidade da RNA

polimerase. °Nd: Nzo definido. "T: Isolado tipo.

q€
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2.2 Caracterizacao morfologica

A caracterizagdo e identificacdo dos isolados foram realizadas de acordo
com o protocolo descrito por Leslie e Summerell (2006). Isolados monospéricos
foram crescidos em placas de Petri contendo meio de Batata Dextrose Agar
(BDA) e incubados a 25°C, no escuro por 4 dias, para observacdo da taxa de
crescimento e apds 10 dias para avaliacio da coloracdo da colonia. As
caracteristicas micromorfolégicas como tamanho, formato e origem de
microconidios € macroconidios; tipos de fidlides; presenca de clamiddsporos e
producdo de microconidios em cadeias ou falsas cabecas foram avaliadas em
Synthetic Nutrient-poor Agar (SNA) a 20°C, sob fotoperiodo com luz branca
fluorescente, apds um periodo de 10 a 14 dias de incubag@o. Para inducdo da
esporulacdo dos isolados, folhas de cravo (Dianthus caryophyllus L.) estéreis
foram depositadas sobre o meio SNA colocado em placas de Petri de 60 mm de
diam. Para cada isolado, foram realizadas trés repeti¢des. Foram tomadas

medigdes das estruturas vegetativas e comparadas com descri¢des na literatura.

2.3 Extracao de DNA, PCR e andlises filogenéticas

Os fungos foram cultivados em meio liquido de extrato de malte 2% por
trés dias em temperatura ambiente e sob agitacdo de 100 rpm. O micélio foi
filtrado, macerado em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido com o uso do kit
de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Brasil, Sdo Paulo,
BR), de acordo com as especificagdes do fabricante.

A amplificagdo do fragmento do gene fator de elongacio-1a (EF-/a) foi
realizada utilizando 0s primers: EF1 (forward; 5-

ATGGGTAAGGAGGACAAGAC - 3) e EF2 (reverse; 5-
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GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3) (O’Donnell et al.,, 1998). Para a
amplificagcdo do fragmento da segunda maior subunidade da RNA polimerase 11
(Rpb2) foram utilizados 0s primers SF2 (forward; 5-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3) e 7cR (reverse; 5
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3) (O’Donnell et al., 2008). As reacdes de
PCR foram realizadas no termociclador My Cycler TM (BIO-RAD). As
condicdes de ciclo para EF-1a foram: 94°C por 1 min; 34 ciclos: 94°C por 30 s,
62°C por 45 s, 72°C por 1 min; 72°C, por 5 min (O’Donnell et al., 1998). Para
Rpb2, o programa de ciclos foi: 94°C por 90 s; 40 ciclos: 94°C por 30 s, 55°C
por 90 s, 68°C por 2 min; 68°C por 5 min (O’Donnell et al., 2008). Os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com
GelRed (Biotium®), com posterior visualizacdo realizada em um
transiluminador. Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Brasil, Sao Paulo,
BR) para, posteriormente, serem sequenciados.

Os fragmentos génicos foram sequenciados, nas diregdes senso e
antisenso, em um sequenciador automadtico da empresa Macrogen, USA. Os
eletroferogramas gerados foram analisados visualmente com o auxilio do
programa SeqAssem ver. 07/2008 (SequentiX - Digital DNA Processing, Klein
Raden, Germany) (Hepperle, 2011) e as sequéncias editadas foram comparadas
com a base de dados GenBank, do National Center for Biotechnological
Information - NCBI, por meio da ferramenta BLAST. Alinhamentos multiplos
das sequéncias de nucleotideos das espécies de Fusarium foram gerados
utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson et al., 1994), implementada
pelo programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011).

As andlises filogenéticas foram realizadas pelo método de mdxima
parcimonia (MP) por meio do programa MEGA 5. Foram feitas andlises para

cada regido génica em separado e para sequéncias combinadas, utilizando 1000
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replicacdes. Sequéncias de referéncia correspondentes aos genes EF-Ia e RPB2
de espécies do FFSC previamente depositadas no GenBank, também foram
acrescentadas as andlises (Tabela 2). Sequéncias de F. oxysporum e F. inflexum

foram utilizadas como outgroup.



Tabela 2 Sequéncias de espécies do FFSC correspondentes as regides génicas EF-Ia e Rpb2 depositadas no
GenBank e utilizadas nas andlises filogenéticas.

Espécie Cédigo Hospedeiro/ Substrato  Origem EF-1a° Rpb2'
F. andiyazi T® CBS" 119857 Sorghum bicolor Africa do Sul KR071718 KT 154004
F. andiyazi CBS 119856 Sorghum bicolor Africa do Sul KRO717201 -

F. andiyazi CBS 134430 Humano (neoplasia) Turquia KRO71721 ---

F. andiyazi CBS 256.93 Macadamia ternifolia Cuba KRO71719 ---

F. brevicatenulatum T NRRL‘ 25446 Striga asiatica Madagascar AF160265 -

F. circinatum NRRL 25331 Pinus radiata Estados Unidos AF160295 JX171623
F. fractiflexum NRRL 28852 Cymbidium sp. Japao AF160288 ---

F. fujikuroi NRRL 13566 Oryza sativa Taiwan AF160279 IX171570
F. globosum NRRL 26131 Zea mays Africa do Sul AF160285 ---

F. inflexum T NRRL 20433 Vicia faba Alemanha AF8479 JX171583
F. mangiferae NRRL 25226 Mangifera indica India AF160281 IX171622
F. musae NRRL 25059 Musa sp. Honduras FN552086 FN552108
F. nygamai T NRRL 13448 Sorghum bicolor Australia AF160273 EF470114
F. oxysporum NRRL 22902 Pseudotsuga menziesii Estados Unidos AF160312 ---

F. proliferatum NRRL 22944 Cattleya sp. Alemanha AF160280 IX171617
F. pseudoanthophilum NRRL 25206 Zea mays Zimbébue AF160264 ---

F. pseudonygamai T NRRL 13592 Pennisetum typhoides Nigéria AF160263 ---

F. sacchari T NRRL 13999 Saccharum officinarum India AF160278 JX171580
F. subglutinans NRRL 22016 Zea mays Estados Unidos AF160289 IX171599
F. temperatum MUCL’ 52450 Zea mays Bélgica HMO067687 ---

F. thapsinum NRRL 22045 Sorghum bicolor Africa do Sul AF160270 JX171600
F. tupiense T CML" 262 Mangifera indica Brasil DQ452859 ---

F. verticillioides MUCL 43479 Zea mays Estados Unidos FN54360 FN552100

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Netherlands. PCML: Colecdo Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG, Brasil; ‘“MUCL: Mycotheque de 1’Universite Catholique de Louvain, Louvain, Belgium; NRRL: Northern Regional Research
Laboratory, NCAUR, Peoria, Illinois; *EF-1a: Fator de elongacio 1-o; "Rpb2: Segunda maior subunidade da RNA polimerase; T isolado tipo.

6€
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2.4 Teste de homotalismo, identificacio de mating type e inducao da fase

sexuada

Para realizacdo do teste de homotalismo, isolados monospdricos foram
cultivados em placas de Petri contendo meio cenoura dgar (CA) e incubados a
25 °C no escuro por sete dias. Ap6s o periodo de incubacido, foram transferidos
2mL de solu¢do de Tween 80 a 2,5% (v/v) na superficie das coldnias e
espalhados utilizando uma alca de Drigalski, de modo que umedecesse
completamente o micélio. As culturas foram incubadas a 20°C, sob luz
constante, por aproximadamente 40 dias. Avaliagdes foram feitas semanalmente,
verificando o surgimento de peritécios e exsudacdo de ascosporos. Os testes
foram repetidos para a confirmacdo dos resultados (adaptado de Leslie &
Summerell, 2006 e Covert et al., 2007).

Ap6s o teste de homotalismo, para realizacdo dos cruzamentos, os
idiomorfos MAT-1 e MAT-2 foram identificados utilizando primers e condi¢cdes
de amplificacdo de Steenkamp et al. (2000). Foram utilizados os primers
GFmatla e GFmatlb para amplificar o idiomorfo MAT-1 (200 pb), e GFmat2c e
GFmat2d para amplificar o idiomorfo MAT-2 (800 pb). Os produtos da PCR
foram corados com GelRed (Biotium®) e submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, com posterior visualizac@o realizada em um transiluminador. O
comprimento dos fragmentos amplificados foi comparado com um marcador de
comprimento de fragmentos de 1 Kb do tipo “ladder”. As reacdes de PCR foram
repetidas duas vezes para cada isolado, sendo o mating type confirmado apenas
quando, nas duas reacdes, fossem obtidos os mesmos resultados.

Os isolados com mating types identificados foram cruzados com
isolados testadores de mating types opostos das espécies F. proliferatum e F.
sacchari (Tabela 1). Isolados da mesma espécie foram também cruzados entre si

para confirmag@o da espécie bioldgica. Os cruzamentos foram realizados de
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acordo com metodologia padrao para estudo de compatibilidade sexual no FFSC
(Leslie & Summerell, 2006). Os isolados usados como parental masculino foram
cultivados em tubo de ensaio contendo meio completo e incubados a 20°C sob
fotoperiodo de 12 h, por sete dias. Os isolados usados como parental feminino
foram cultivados em placas de Petri (60 mm) contendo meio cenoura dgar e
incubados a 25 °C no escuro por sete dias. Apés o periodo de incubagdo foi
preparada uma suspensao de esporos usando o parental masculino pela adi¢do de
1 mL de solu¢do de Tween 80 e dgua destilada esterilizada a 2,5% (v/v). Em
seguida, a suspensdo foi depositada na superficie da coldnia do isolado usado
como parental feminino e por meio de uma alga de Drigalski, espalhado de
modo a umedecer completamente o micélio. Os cruzamentos foram incubados a
20 °C, com fotoperiodo de 12 h de luz branca fluorescente combinada com luz
negra, por um periodo de até cinco semanas. Foram considerados férteis os
cruzamentos que produziram peritécios com exsudacdo de ascésporos. Os
cruzamentos foram repetidos trés vezes para confirmac@o dos resultados. As
estruturas da fase sexuada foram caracterizadas, realizando medicao do didmetro
do peritécio, comprimento e largura dos ascos e de ascésporos e verificacao do
nimero de septos. Foram realizadas 20 medicdes de cada estrutura, as quais
serviram para a comparacdo com as outras espécies bioldgicas de FFSC ja
descritas na literatura.

A viabilidade dos ascdsporos foi avaliada pelo teste de germinagdo em
dgar-dgua 2%. Utilizando um estilete, cirros de ascésporos foram coletados,
depositados na superficie do meio e espalhados com al¢a de Drigalski.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 25 °C no escuro por 24 h. Apds do
periodo de incubacio, a germinag@o dos ascosporos foi avaliada em microscopio

de luz.
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2.5 Perfil de micotoxinas dos isolados

Para avaliacio da habilidade de produzir fumonisinas (FB;, FB,) e
moniliformina seis isolados de F. sacchari foram cultivados em 50 g de
canjiquinha de milho, acondicionados em frascos erlenmeyer junto com 20 mL
de dgua destilada e autoclavados duas vezes por 30 min a 121 °C. Apds o
resfriamento, o milho foi inoculado com discos de 4gar coletados a partir da
margem das coldnias de cada isolado com sete dias crescidos em SNA e
incubados a 25 °C por 28 dias. Apds a incubacio, o material da cultura foi seco
em estufa de ventilacdo forcada a 60 °C por 48 h moido e armazenado a 4°C até
o uso. Os controles foram tratados da mesma maneira, exceto que eles ndo foram
inoculados.

A andlise de fumonisinas (FB; e FB,) foi baseada no método de
Shephard et al. (1990) modificado por Doko et al. (1995), no qual 15 g da
amostra moida foi misturada com 50 mL de metanol:dgua (3:1) por 30 min e
filtrado através de papel filtro Whatman N°4 para extrair a toxina. Aliquotas dos
extratos foram purificadas usando cartuchos SAX (solid-phase strong anion-
exchange). Os cartuchos foram lavados para remover substancias interferentes
potenciais, e as fumonisinas foram seletivamente eluidas. Uma aliquota do
eluido (50 pL) foi derivatizada com 200 pL de solucdo de orto-ftaldialdeido
(OPA) (obtida pela adi¢do de 5 mL de tetraborato de sédio 0.1 M e 50 pL de 2-
mercaptoetanol para 1 mL de metanol contendo 40 mg de OPA).

Os derivados de fumonisina foram analisados usando HPLC de fase
reversa acoplado com um sistema de deteccdo fluorescente. Para a fase mével
foi usado metanol 01 M, dihidrogenofosfato de sédio (75:25) solucdo ajustada
para pH 3.35 com 4cido ortofosférico a uma taxa de fluxo de 1.5 mL/min. A
fluorescéncia dos derivados de fumonisina foi registrada a excitacdo e emissio

do comprimento de onda de 335 e 440 nm, respectivamente. As fumonisinas
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foram medidas com a altura dos picos e comparada com solucdes dos padrdes de
referéncia de FB; e FB, (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA). Para a
curva de calibracdo, quatro solugdes foram preparadas (0.25, 0.5, 1.0 e 2.0
pg/mL) pela diluicdo de uma aliquota da solucdo estoque de fumonisinas (50
pg/mL cada) com o volume apropriado de acetonitrila: dgua (1:1, v/v). Os
tempos de retencdo da FB, e FB, foram 7.5 e 16.7 min, respectivamente. O
limite de detec¢do do método analitico para as duas fumonisinas foi 1 ug/g.

A andlise de moniliformina foi baseada no método de Parich et al.
(2003) com pequenas modifica¢des. Misturou-se 10 g da amostra moida com 50
mL de acetonitrila: 4gua (84:16) por 60 min e em seguida foi filtrado através de
papel filtro Whatman N°4. Aliquotas de 5 mL dos extratos foram purificadas
com colunas de imunoafinidade MycoSep®240 MON (Romer Labs®) de acordo
com as recomendagdes do fabricante. Entdo, 100 pL de cada extrato foram
totalmente evaporados sob uma corrente de gds nitrogénio e temperatura (< 40
°C). O extrato evaporado foi redissolvido com 100 uL da solucdo de fase movel.

A andlise foi realizada usando HPLC de fase reversa com detector UV a
228 nm. A separacdo foi realizada com coluna C18 (150 x 2.1 mm, 5 um)
usando como fase mdvel um tampao de par idnico (10 mL de solugdo de par
i6nico e 50 mL de acetonitrila foram diluidos com dgua para 1000 mL) a um
fluxo de 1 mL/min, e o tempo de retencdo da MON nessas condicdes foi 6.5
min. As concentracdes de MON foram medidas como o comprimento dos picos
e comparadas com solucdes padrdo de referéncia. Para a curva de calibragdo,
solugdes de diferentes concentragdes foram preparadas pela diluicio de uma
aliquota da solugdo estoque de MON com volume apropriado de fase mével. O

limite de detec¢do para esse método analitico foi 1 pg/g.
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2.6 Teste de patogenicidade

Para testar a patogenicidade sete isolados representantes das espécies
encontradas nesse estudo, F. proliferatum, F. sacchari e Fusarium sp., € um
isolado de referéncia das espécies F. verticillioides e F. proliferatum (Tabela 1)
foram inoculados na cultivar RB867515 de S. officinarum. Para a obtengdo do
inéculo, os isolados foram cultivados em placas de Petri de 9 cm, contendo meio
BDA, e mantidos por seis dias sob uma temperatura de 25 °C no escuro. Apds
esse periodo foi preparada uma suspensio de esporos na concentragio de 2 x 10°
conidios/mL. Dois métodos de inoculagdo foram utilizados, um por meio da
imersdo dos colmos em suspensdo de conidios e o outro pela aspersio do
inéculo nas axilas das folhas. Para o primeiro método, gemas de colmos de cana
desinfestados com hipoclorito de sédio a 0,26 % por 30 min foram imersas em
500 mL da suspensdo de esporos durante 12 horas, em seguida foram
transplantados para vasos. No método de aspersdo do in6culo nas axilas das
folhas, foi realizada a aspersdo da suspensdo de esporos nas axilas das plantas
com dois meses de plantio (adaptado de Siti Nordahliawate et al., 2008).

Os tratamentos (isolados) foram arranjados em delineamento
inteiramente casualizado com 6 repeticdes. As avaliacdes foram realizadas 15,
30, 60, 120 e 180 dias ap6s a inoculagdo. Os estddios da doenga foram avaliados
e caracterizados de acordo com uma escala modificada proposta por Siti
Nordahliawate et al. (2008) (Tabela 3). O postulado de Koch foi completado por

meio do reisolamento e sequenciamento dos isolados inoculados.
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Tabela 3 Descricdo dos sintomas para avaliagdo da patogenicidade de isolados

de Fusarium em cana-de-agucar.

Sintomas

1-Sintoma nio visivel
2-Clorose branda em folhas jovens
3-Plantas com sintomas de encarquilhamento nas folhas

4-Plantas com sintomas de encarquilhamento nas folhas e/ou manchas
avermelhadas alternadas com areas clordticas

5-Plantas com sintomas de encarquilhamento, enrugadas, com folhas mal
desenvolvidas e podridao

2.7 Avaliacao da patogenicidade em sorgo, milho e milheto

Para testar a especificidade, seis isolados representantes das espécies
encontradas nesse estudo F. proliferatum, F. sacchari e Fusarium sp. e das
espécies F. verticillioides e F. proliferatum (Tabela 1) foram inoculados em
colmos de duas cultivares de milho (BRS1040 e 30F35Y), duas de sorgo
(BR304 ¢ DKB551) e uma de milheto (BRS1501). A inoculacdo foi feita
seguindo o método do palito imerso proposto por Damicone et al. (1988) com
algumas modificagdes.

Sementes previamente submetidas a desinfestacdo ou termoterapia
foram semeadas em vasos perfurados com a capacidade de 1 L, contendo solo +
substrato. Apds semeadura, os vasos (cada um contendo duas sementes a 1 cm
de profundidade) foram mantidos em casa de vegetacdo. As plantas foram

inoculadas na fase de pré-pendoamento (aproximadamente 45 dias apds o
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plantio), no terceiro entrené previamente desinfestado com dlcool 70%, usando
palito imerso na suspensdo de esporos (10° conidios/mL) obtida a partir dos
isolados cultivados em meio BDA durante uma semana a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h. Plantas de cada cultivar perfuradas apenas com palito
estéril foram utilizadas como testemunha. Os palitos foram mantidos no local até
o dia da avaliag@o.

A avaliacdo da podriddo de colmo foi realizada 30 dias apds a
inoculag@o, para isso os colmos foram cortados longitudinalmente e cada um dos
entrends inoculados foram avaliados com auxilio de uma escala diagramadtica
com notas variando de 1 a 8 (Nicolli et al., 2015).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
trés repeti¢des por tratamento, sendo cada tratamento constituido de um vaso
com uma planta. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, por meio do

programa Sisvar (Ferreira, 2011).
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3 RESULTADOS

3.1 Analise filogenética

A topologia das arvores filogenéticas obtidas pelo método de Mdxima
Parcimonia para as regides gendmicas EF-1a e Rpb2 em separado e para a
combinag¢do das regides foram congruentes e a arvore combinada é mostrada na
Figura 1.

Na andlise de sequéncias parciais do gene EF-/a (Figura 1A - Anexo)
36 isolados agruparam-se em trés clados distintos. Vinte e quatro isolados
agruparam-se junto ao isolado de referéncia de F. sacchari e dois isolados junto
ao de F. proliferatum. Um clado adicional bem suportado com 92 % de
bootstrap foi composto por 10 isolados, formando um grupo irmdo com F.
andiyazi, descrito no presente documento como Fusarium sp. Com base no
agrupamento gerado pela regido EF-/a, um grupo de 11 isolados foi selecionado
para a geracdo de sequencias de Rpb2 (Figura 2B - Anexo) e conducdo de testes

de patogenicidade.
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Figural Arvore filogenética gerada pela andlise de Mdxima parciménia a partir de sequéncias
combinadas dos genes EF-la e Rpb2 de isolados de Fusarium obtidos nesse trabalho e
isolados de referéncia pertencentes ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi. O
comprimento dos ramos € indicado por escala na base da arvore e os valores do suporte
estatistico sdo indicados acima dos nds. Abrevia¢des das colecdes de culturas: CBS- Centraal
bureauvoor Schimmel cultures. MP - Mating population. CML: Colecdo Micoldgica de
Lavras; MUCL: Mycothe’que de 1’Universite: NRRL: Northern Regional Research
Laboratory.
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3.2 Determinacao de mating types e teste de compatibilidade sexual

Os dois isolados de F. proliferatum possuem o idiomorfo MAT-1. Para
os 27 isolados de F. sacchari, nove foram identificados como idiomorfo MAT-1
e 12 como idiomorfo MAT-2. Para os isolados da linhagem Fusarium sp., nove
isolados apresentaram idiomorfo MAT-2 e um isolado apresentou idiomorfo
MAT-1 (Tabela 1). Nos cruzamentos, os isolados de F. proliferatum e de F.
sacchari produziram peritécios férteis com respectivos isolados testadores duas
semanas apds a realizagdo dos cruzamentos (Tabela 1A - Anexo). Nos
cruzamentos entre os 10 isolados de Fusarium sp., todos produziram peritécios
férteis quando cruzados entre si (Tabela 1A - Anexo). Os ascésporos exsudados
pelos peritécios de todos os cruzamentos férteis de todas as espécies avaliadas
mostraram-se vidveis, germinando apdés 12 h de incubagdo. Os isolados de
Fusarium sp., quando cruzados com testadores de outras espécies do FFSC, ndo

produziram peritécios.

3.3 Caracterizacao morfologica

Os caracteres macroscopicos € micromorfoldgicos da fase assexuada dos
isolados das espécies F. proliferatum e F. sacchari foram de acordo com a
descricdo da literatura (Leslie & Summerell, 2006; Marasas et al., 2001). Ambas
as espécies se caracterizam por produzir macroconidios em esporodéquios e niao
produzir clamidésporo.

Fusarium sacchari caracteriza-se pela producdo de microconidios em
polifidlides (Figura 2) compartilhando marcadores morfolégicos com outras
espécies do FFESC, como F. subglutinans e F. temperatum. Ja F. proliferatum
produz cadeias curtas de microconidios a partir de polifidlides (Figura 2),

morfotipo de F. fujikuroi e F. phyllophilum.
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As estruturas da fase sexuada foram semelhantes para os isolados
representantes das espécies F. proliferatum e F. sacchari apresentando
caracteristicas morfoldgicas descritas para as espécies (Kuhlman, 1982; Leslie et
al., 2005).

Nas caracteristicas morfoldgicas da fase assexuada de Fusarium sp, a
presenca de pseudoclamidésporos (Figura 2), monofidlides longas e formagao de
microconidios em cadeia media e longa (Figura 2) permitiram diferencid-lo de
F. sacchari e F. proliferatum. Os microconidios produzidos apresentaram
formato variando de clavado para ovoide e tamanho de 5-13,2 x 1,6-5 pm.
Quando produzidos em cadeia apresentaram 0O-1 septo, quando em falsas
cabecas apresentaram geralmente 1 septo. Os macroconidios apresentaram
célula apical pouco curvada, célula basal pediculada com 3-5 septos, a maioria
com 3 septos e tamanho variando de 20-42,5 x 2,5-5 pm.

Na fase sexuada de Fusarium sp. os peritécios apresentaram-se negros,
arredondados a ovais, com aspecto verrugoso, geralmente unicos, mas
ocasionalmente agrupados. Ascos fusiformes, contendo geralmente 8
ascosporos. Os ascdsporos hialinos, apresentando formato clavado a ovoéide
(Figura 2). O formato dos ascOsporos foi semelhante aos conidios produzidos
pela espécie. As medigdes de suas caracteristicas morfoldgicas foram
comparadas com as outras espécies de Fusarium que correspondem as mating

populations ja descritas (Tabela 2 - Anexo).
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Marcadores morfoldgicos das espécies de Fusarium. A-E. Fusarium sp. A.
Peritécios exsudando ascésporos Barra = 300 um; B. Ascos Barra = 20 pm; C.
Ascésporos Barra = 10 pm; D. Pseudoclamidésporo Barra = 10 um; E. Cadeias
longas de microconidios Barra = 20 pm; F. Cadeias curtas de microconidios de
F. proliferatum, Barra = 20 um; G. polifidlides de F. sacchari, Barra = 10 pum.
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3.4 Perfil de micotoxinas dos isolados

Os perfis de micotoxinas de isolados da espécie F. sacchari associados a
cana-de-agucar, com respeito a producdo de moniliformina e fumonisinas (FB, e
FB,) sdo apresentados na Tabela 4.

Dois de seis isolados de F. sacchari avaliados produziram tragos de
moniliformina. Apenas um isolado produziu alta concentragdo de fumonisina
B1, enquanto nenhum dos isolados produziu fumonisina B2. Nas amostras de
milho usadas como controle negativo foram encontradas apenas quantidades

traco de FB, (3 ug/gr) e nada de FB, e moniliformina.

Tabela 4 Perfis de micotoxinas de isolados da espécie Fusarium sacchari
associados a cana-de-actcar, com respeito a produgcdo de moniliformina e

fumonisinas (FB; e FB,).

MON FB; (ug/g) FB,
Cédigo (ng/g)* b (ng/g) ©

CML3159 ND ND ND
CML3160 2.1 ND ND
CML3157 5.55 ND ND
CML3161 ND ND ND
CML690 ND ND ND
CML768 ND 3372 ND

®Moniliformina, limite de detec¢io: 1 ug/g
®Fumonisina B,, limite de detec¢io: 1 ug/g
“’Fumonisina B,, limite de deteccio: 1 pg/g
ND: ndo detectado
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3.5 Teste de patogenicidade

Os sete isolados representantes das espécies F. proliferatum e F.
sacchari e a nova linhagem Fusarium sp. induziram sintomas em plantas de
cana-de-agucar. As plantas inoculadas apresentaram sintomas distintos, variando
de acordo com o método de inoculagcdo, mas ndo de acordo com a espécie
inoculada. Nao foi observado sintoma nas plantas inoculadas com o isolado de
F. verticillioides (CML 1896) utilizado como controle.

As plantas derivadas de colmos inoculados antes do plantio comecaram
a demonstrar sintomas de podriddo no colmo logo que as brota¢des emergiram.
As plantas com 120 dias de inoculacdo comecaram a apresentar clorose nas
folhas, se tornando enrugadas e demonstrando podriddo na parte apical (Figura
3). Os perfilhos derivados dessas plantas apresentaram podridao interna. Durante
o periodo de crescimento, algumas das plantas se recuperaram, resultando em
plantas sem sintomas visiveis.

As plantas inoculadas dois meses apds o plantio apresentaram sintomas
com 15 dias de inoculag¢do. A sintomatologia observada variou entre as plantas,
mas geralmente manifestou-se através da clorose das folhas, retorcimento da
parte apical, seguido de podriddo. Em alguns casos, houve quebra de dominancia
apical, impedindo o desenvolvimento normal da planta. Para esse método de
inoculacdo, alguns perfilhos derivados dessas plantas apresentaram brotagdes
laterais. Para os dois métodos de inoculagdo, nas folhas das plantas inoculadas
observaram-se lesdes cloréticas e perfuradas e surgimento de micélio
esbranquig¢ado nas areas lesionadas.

O isolado CML 3578, representante da nova linhagem Fusarium sp., foi
0 que mais causou podriddo de colmo nos perfilhamentos das plantas inoculadas

antes do plantio, observando-se sintomas em todas as plantas. Os isolados CML
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3567 e CML 3569 (F. sacchari) e CML 3548 (F. proliferatum) induziram
sintomas de enrugamento e podriddo da parte aérea para ambos os métodos de
inoculagao.

Nao foi possivel observar sintoma caracteristico para uma determinada
espécie. Apds a avaliagdo foi realizado o reisolamento dos patdégenos e a
identidade confirmada através do sequenciamento, completando o postulado de

Koch.

3.6 Avaliacao da patogenicidade em sorgo, milho e milheto

No teste de especificidade todos os seis isolados representantes das
espécies obtidas neste trabalho, F. proliferatum, F. sacchari e Fusarium sp.,
mais os isolados de referéncia das espécies F. verticillioides e F. proliferatum
induziram lesdes necrdticas em colmos de milho, sorgo e milheto (Figura 3).
Houve interagao significativa (p<0.05) entre o fator isolado/cultivar (Tabela 6).

Os isolados representantes da espécie F. sacchari (CML 768, CML
3569) apresentaram maior média de severidade quando inoculados na cultivar de
milho 30F35Y (39,63%) e nas cultivares de sorgo, BR 304 e DKB551, com
média de 43,80% para ambas cultivares, e apresentando média estatisticamente
igual para as demais cultivares. Para o isolado de F. proliferatum (CML 3548)
foi observada menor severidade na cultivar de milho 30F35Y (27,13%). Para as
demais cultivares, as médias de severidade foram estatisticamente iguais. Para a
nova linhagem Fusarium sp., maiores niveis de severidade foram observados
para a cultivar de milheto BRS 1501 (64,63 %), seguido da cultivar de sorgo
DKB551 (47,96 %). O isolado CML 1896, representante da espécie F.
verticillioides, apresentou altos e iguais niveis de severidade em todas as

cultivares avaliadas.
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De acordo com os niveis de severidade, ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo entre cultivares. As cultivares apresentaram médias de severidade
estatisticamente iguais, quando na juncdo das médias de todos os isolados
inoculados. Em todos os reisolamentos realizados nos colmos das cultivares de
milho, sorgo e milheto, os isolados recuperados foram identificados com base na

morfologia, completando os postulados de Koch.

Tabela 5 Média de severidade dos isolados de F. verticillioides, F. proliferatum,
F. sacchari e Fusarium sp. inoculados em colmos de milho, sorgo e
milheto.

Cultivar

Isolado 30F35Y BRS1040 BRS1501 DKBS551 BR304

CML 1896 52,13 Ba 39,63 Ba 4796 Ba 43,80 Ba 43,80 Ba
CML 3038 39,63 Ba 43,80 Ba 52,13 Ba 39,63 Ba 39,63 Ba
CML 768 39,63 Bb 2296 Aa 31,80 Aa 43,80 Bb 43,80 Bb
CML 3578 31,30 Aa 35,46 Ba 64,63 Cc 47,96 Bb 26,53 Aa
CML 3548 27,13 Aa 43,80 Bb 31,30 Ab 43,80 Bb 43,80 Bb
CML 3569 39,63 Bb 27,13 Aa 39,63 Ab 27,13 Aa 52,13 Bb

Media 38,24 Ba 35,46 Ba 44,57 Ba 41,02 Ba 41,61 Ba

Testemunha 0,00 Aa 0,00 Aa 000 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa

Nota: Médias seguidas por mesma letra mindscula entre as linhas ou letras
maiudsculas entre as colunas nio diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (p<0.05). Cultivares de sorgo (BR 304 e DKB
551), milho (BRS 1040 e 30F35Y) e milheto (BRS 1501). Isolados de
F. verticillioides (CML 1896), F. proliferatum (CML 3038, CML
3548), F. sacchari (CML 768, CML 3569) e Fusarium sp. (CML
3578).



Figura 3

Sintomas de Pokkah boeng em plantas de cana-de-agticar e de
podriddo de colmo em milho, sorgo e milheto; A-E. clorose das
folhas, retorcimento da parte apical e podriddo da parte
apical; F-H. Sintomas de F. sacchari, F. proliferatum e
Fusarium sp com seus respectivos controles inoculados em
milho; I-K. Sintomas de F. sacchari, F. proliferatum e
Fusarium sp. com seus respectivos controles inoculados em
sorgo; L-K. Sintomas de F. sacchari, F. proliferatum e
Fusarium sp. inoculados em sorgo.
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4 DISCUSSAO

Os resultados das anélises filogenéticas dos genes EF-la e Rpb2, teste
de patogenicidade, cruzamentos e morfologia permitiram identificar trés
diferentes agentes etioldgicos da Pokkah boeng em cana-de-agticar no Brasil,
que pertencem ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC), F.
proliferatum, F. sacchari ¢ uma nova linhagem nomeada neste estudo como
Fusarium sp. Essas espécies foram patogénicas a cana-de-actcar e causaram
podriddo em colmo de milho, sorgo e milheto.

Entre os 39 isolados obtidos de plantas de cana-de-agiicar com sintoma
de Pokkah boeng, predominou a espécie F. sacchari, sendo representada por 27
isolados, seguido da nova linhagem, Fusarium sp., com dez isolados e F.
proliferatum com dois isolados. Nos estados da regido nordeste predomina a
espécie F. sacchari, enquanto a nova linhagem Fusarium sp. prevalece na regido
sudeste, no estado de Sdo Paulo, dnico lugar onde foi relatada até o presente
momento (Tabela 1).

Nas andlises filogenéticas das regides gé€nicas individuais e combinadas
dos genes EF-la e Rpb2, os 10 isolados de Fusarium sp. formaram um clado
que é grupo irmdo de F. andiyazi (Figura 1). O que hoje representa o nome F.
andiyazi pode se tratar de um complexo de espécies. Isolados de F. andiyazi
obtidos de sorgo proveniente de EUA, Camardes e Uganda avaliados por meio
da técnica de AFLP agruparam-se em trés clusters e em duas subpopulagdes, que
representam provavelmente espécies distintas que compartilham caracteres
morfolégicos com F. andiyazi, ainda nio descritas formalmente (Bushula et al.,
2015). Provavelmente Fusarium sp. relatada neste trabalho pertence a um desses
grupos dentro de F. andiyazi, representando uma nova linhagem do FFSC. A
linhagem Fusarium sp. ocorre também em outros hospedeiros, como sorgo,

milho, milheto e Brachiaria. (Figura 3A - Anexo). Em contraste a F. andiyazi,
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que € o principal patégeno do sorgo e possui um nimero mais restrito de
hospedeiros.

As espécies F. sacchari e F. proliferatum ja foram encontradas em
associacio com Pokkah boeng em paises da Asia, como Indonesia e Maldsia
(Siddique 2007; Siti Nordahliawate et al., 2008; Lin et al., 2014). Contudo, este
o primeiro registro oficial da etiologia da Pokkah boeng no Brasil e o relato de
uma nova linhagem associada a doenca.

Marcadores morfoldgicos da espécie F. sacchari sdo a formagdo de
microconidios a partir de polifidlides, enquanto em F. proliferatum os
microconidios sdo formados em polifidlides e cadeias curtas. Em Fusarium sp.
foram observados a presenca de pseudoclamiddésporos e a formagdo de
microconidios em cadeias médias e longas. Em torno de 10% dos microconidios
apresentam um septo. Algumas caracteristicas morfoldgicas de Fusarium sp. sao
compartilhadas pela espécie F. andiyazi. A presenca de microconidios septados
em cadeia precisa ser melhor investigada, podendo torna-se um marcador que
diferencie as duas espécies, ja que essa caracteristica morfolégica ndo € relatada
em F. andiyazi.

As espécies F. proliferatum, F. sacchari representam duas espécies
bioldgicas distintas dentro do FFSC. Cruzamentos em laboratério entre isolados
de F. proliferatum e F. sacchari com o0s respectivos testadores geraram
cruzamentos férteis. Quando cruzados com testadores da outra espécie, ndo se
formaram peritécios férteis, evidenciando que ocorre barreira reprodutiva entre
as duas populagdes.

A presenca de peritécios de F. sacchari (isolado CML 3320) em plantas
com sintomas de Pokkah boeng indica que a reproducdo sexuada da espécie
ocorre naturalmente. Outra evidéncia para esse fato é a presenca de ambos os
idiomorfos MAT com frequéncia parecida entre os isolados avaliados. Este é o

primeiro relato da reproducdo sexuada de F. sacchari ocorrendo em condigdes
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de campo. A reproducdo sexual contribui para o aumento da variabilidade
genética da espécie e pode influenciar a ocorréncia de epidemias (Palacios et al.,
2015).

Os cruzamentos entre os isolados de Fusarium sp. levaram a formacdo
de peritécios férteis, com a producdo de ascdsporos vidveis, confirmando que
essa populacdo representa também uma espécie bioldgica dentro do FFSC. Os
cruzamentos entre isolados dessa espécie com testadores de outras espécies do
FFSC nido geraram peritécios, indicando a presenca de barreira reprodutiva. A
morfologia dos ascdsporos de Fusarium sp. pode ser considerada um marcador
para essa possivel nova espécie, uma vez que se diferencia de todas as outras
espécies bioldgicas do FFSC (Booth, 1971; Kuhlman, 1982; Klittich et al., 1997,
Leslie et al., 2005; Lima et al., 2012).

Fusarium proliferatum, F. sacchari e Fusarium sp. foram patogénicas a
cana-de-agicar, ou seja, existe um complexo de espécies capazes de induzir
sintomas de Pokkah boeng na cultura. Quando as plantas foram inoculadas na
parte aérea, apresentaram clorose nas folhas, retorcimento seguido de podriddo
da parte apical e lesdes perfuradas. Nessa forma de inoculacdo foram observados
sintomas severos, pois ocorreu quebra de dominancia e morte da parte apical da
planta, impedindo o desenvolvimento vegetativo, ndao sendo observada podridao
de colmo.

Na inoculag¢do dos colmos, a medida que as plantas se tornavam mais
velhas, além da podriddo do colmo, os demais sintomas descritos anteriormente
também eram observados, indicando a capacidade do fungo colonizar
sistemicamente planta. Um estudo conduzido na Indonesia mostrou que, através
da injecdo do inéculo de F. sacchari no colmo das plantas e imersdo dos colmos
no indculo, as plantas também desenvolveram sintomas de clorose e

retorcimento das folhas jovens, mas ndo de podriddo do colmo (Siti et al., 2008).
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A colonizacdo sistémica da cana-de-aciicar pelas espécies relatadas
nesse estudo se traduz em importincia epidemioldgica, uma vez que o
movimento de colmos infestados pode resultar na introducido das espécies de
Fusarium para novas dreas no Brasil. Segundo Leslie e Summerell (2006), F.
sacchari tem a capacidade de sobreviver em tecidos meristematicos por longos
periodos e é disseminado via colmos infectados.

As espécies F. proliferatum, F. sacchari e Fusarium sp. patogénicas a
cana-de-agicar induziram sintoma de podridio em milho, sorgo e milheto,
confirmando serem potenciais patdgenos dessas culturas. O primeiro relato de
uma espécie em um hospedeiro ndo deve ser traduzido em uma relacdo de
especificidade, uma vez que, F. sacchari ja foi relatada causando podriddo em
raizes de milho, arroz e sorgo, induzindo sintoma da doenga bakanae em arroz,
além de ocorrer como enddfito em gramineas selvagens (Leslie & Summerrell,
2006; Zainudin et al., 2008; Petrovic et al., 2013). Fusarium proliferatum ¢é
relatado causando podridao em sorgo (Ploetz, 2006; Dos Reis et al., 2010). A
capacidade desses fungos de infectar diferentes hospedeiros € relevante para o
seu estabelecimento em determinada drea e na disseminacdo para novas areas e
safras subsequentes da cultura principal instalada. Como exemplo pode-se citar a
cultura do sorgo, pois atualmente cresce o interesse pela producdo comercial de
etanol a partir da fitomassa de sorgo sacarino cultivado na entressafra da cana-
de-agucar.

Os isolados de F. sacchari identificados nesse trabalho foram capazes de
produzir tracos de moniliformina em testes in vitro e o isolado CML 768
produziu 337,2 ug/g de fumonisina B1, valor considerado alto para essa
micotoxina em espécies como F. verticillioides e F. proliferatum, conhecidas
produtoras de fumunisina (Da Silva et al., 2004; Leslie et al., 2005; Sharma et
al., 2011). Fusarium sacchari é relatada como produtora das micotoxinas

beauvericina, acido fusarico e moniliformina, mas ndo fumonisina (Leslie et al.,
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1992; Bacon et al., 1996; Moretti et al., 1996). Portanto, este é primeiro relato da
producdo da micotoxina fumonisina pela espécie F. sacchari.

O alto valor de fumonisina B1 apresentado pelo isolado de F. sacchari
pode ser explicado pela utilizacido da canjiquinha de milho como substrato para
crescimento do fungo e posterior detec¢do da micotoxina. O milho
possivelmente tornou o ambiente favordvel para a produg@o de fumonisina, uma
vez que a capacidade de produzir determinada micotoxina € inerente a espécie,
mas a quantidade produzida pode estar relacionada ao ambiente, como o
substrato, pH e outras condi¢des de crescimento do fungo. A biossintese de
fumonisinas ocorre de forma ideal em pH baixo, sendo o milho um bom
substrato, pois devido aos 4cidos organicos produzidos pelo metabolismo do
amido, o pH torna-se baixo (Miller, 2001).

A producdo de fumonisina por F. sacchari, potencial patégeno das
culturas do milho, sorgo e milheto como aqui relatado, traz uma atencdo maior
para essa espécie, uma vez que a producdo de micotoxinas em graos de milho e
de sorgo pode interferir negativamente na producdo e qualidade dos graos, além
de ser fator de risco a satide de animais e humanos, com efeitos carcinogénicos,
hepatotéxicos e mutagénicos (Leslie, 1995; Nirenberg & O’Donnell, 1998;
Desjardins, 2006).

Em conclusdo, definimos que a Pokkah boeng em cana-de-agicar no
Brasil é causada pelas espécies F. sacchari, F. proliferatum e uma nova
linhagem descrita como Fusarium sp. Essas espécies ndo sao especificas a cana-
de-actcar, causando podriddo em plantas de milho, sorgo e milheto e a espécie
F. sacchari é produtora da micotoxina fumonisina.

Os resultados obtidos esclarecem a etiologia da Pokkah boeng no Brasil
e subsidiam programas de selecdo e de melhoramento de germoplasma vegetal

visando resisténcia a doenca, além de gerar a base de conhecimento necessario
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para o desenvolvimento de ferramentas moleculares para o monitoramento e

diagnose da doenca.

PERSPECTIVAS

Descrever formalmente a linhagem Fusarium sp. como uma nova

espécie do complexo Fusarium fujikuroi, com nome de Fusarium claudionori.

Avaliar o perfil das micotoxinas fumonisina e moniliformina dos

isolados representantes de Fusarium claudionori.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

[— NRRL 13999 T F. sacchari MP B
CML 359

[— CML 3664

CML 3858

3674 Fusarium sacchari

N

CML 3873
CML3569

NRRL 22045 . thapsinum MP F

NRRL25226 F. mangiferae
NRRL28852 F. fractifexum
NRRL 13566 T . fukuroi MP A
NRRL 26131 F. globosum
oML 3672
NRRL 22944 F. profferatum MP D
IRRL 13448 T Fusarium nygamai MP G

@ NRRL 25059 T H-1 F. musae
e MUCL 43479 . verticlloides MP A
1 NRRL 25446 . brevicatenulatum

NRRL 25206 F. pseudoanthophilum

NRRL 13592 TF.
CBS 19857 TF. andiyazi

5

Figura 1A

CBS 256.93 F. andiyazi
CBS 119856 F. andiyazi
CBS 134430 F. andiyazi
CML 3584

Fusarium sp.

CML 262 TF. tupiense MP L

= NRRL22016 F. subglutinans MP E
NRRL 25331 T . circinatum MP H
NRRL 22945 T F. guttiforme
MUCL 52450 F. temperatum MP K

NRRL 20433 F. inflexum
100 C NRRL 22902 F. oxysporum

Arvore filogenética gerada pela analise de Mdxima parciménia
a partir de sequéncias do gene EF-1a de isolados de Fusarium
obtidos nesse trabalho e de isolados de referéncia pertencentes
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ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi. O comprimento

dos ramos ¢ indicado por escala na base da arvore e os valores

do suporte estatistico s@o indicados acima dos nds. Abreviagdes
das colecdes de culturas: CBS- Centraal bureauvoor Schimmel
cultures. MP - Mating population. CML: Cole¢do Micoldgica de
Lavras; MUCL: Mycothe’que de I’Universite: NRRL: Northern

Regional Research L

aboratory.
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CML 3579
CML 3561
gq| cML 3586
CML 3578
33 CML 3582
CML 3580

Fusarium sp.

38

L CBS 119857 T F. andiyazi

4,— MRRL 25059 F. musae
33 '"MUCL 43479 F_ vetticillioides

NRRL 22045 F. thapsinum MP F
NRRL 20433 F_ inflexum

NRRL 13448 T F. nygamai MP G

NRREL 22945 F. guttiforme

NRRL 22016 F. subglutinans MP E

o CML 262 TF. tupiense
86 NRRL 25331 F. circinatum MP H

9

NRRL 13617 F. phyllaphilum
CML 3548

4100{ NRREL 22944 F_ proliferatum MP D |Fusarium proliferatum
CML 3572

MNRRL 13566 T F. fujikuroi MP C

Figura 2A

NRRL 25226 F_mangiferae

CML 3562
MRRL 13999 F. sacchari MP B
CML 3320 Fusarium sacchari

oo
'— CML 3569
CML 3571

Arvore filogenética gerada pela andlise de Mdxima parciménia a
partir de sequéncias do gene RPB2 de isolados de Fusarium obtidos
nesse trabalho e de isolados de referéncia pertencentes ao complexo
de espécies Fusarium fujikuroi. O comprimento dos ramos € indicado
por escala na base da arvore e os valores do suporte estatistico sdo
indicados acima dos nés. Abreviagdes das coleg¢des de culturas: CBS-
Centraal bureauvoor Schimmel cultures. MP - Mating population. CML:
Cole¢c@ao Micoldgica de Lavras; MUCL: Mycothe’que de I'Universite:
NRRL: Northern Regional Research Laboratory.



CML 2755 Pennisetum americanum
g5 | CML 3041 Brachiaria sp.
CML 2812 Zea mays
CML 2809 Sorghum bicolor
CML 2802 Sorghum bicolor
CML 3582 Saccharum officinarum
CML 2783 Sorghum bicolor
CML 3586 Saccharum officinarum
CML 3584 Saccharum officinarum
871 CML 3561 saccharum officinarum
CBS 256.93 F. andiyazi
CML 3044 Brachiaria sp.
qg| CBS 119857 T F. andiyazi F. andiyazi
CML 2740 Sorghum bicolor
% 90l cML 2756 Sorghum bicalor
NRRL 13592 T F. pseudonygamai
MNRRL 25206 F. pseudoanthophilum
100 I: MRRL 25446 F. brevicatenulatum
| L——— NRRL 25200 F. lactis
MUCL 43479 F_ verticillioides MP A
99 |: NRRL 25059 T H-1 F. musae
’7 MUCL 52450 F. temperatum MP K
33 \_|—7 CML 262 T F_ tupiense MP L
NRRL 22016 F. subglutinans MP E
MRRL 13998 TF. sacchari MP B

4‘—,7 MRRL 13448 T F. nygamai MP G
NRRL 22045 F. thapsinum MP F

MNRRL 25226 F. mangiferae
NRRL 28852 F. fractiflexum

Fusarium sp.

&1

NRRL 13566 T F_ fujikurai MP A
MRRL 22944 F. proliferatum MP D
NRRL 26131 F. globosum

NRRL 20433 F_ inflaxum

Figura3A  Arvore filogenética gerada pela andlise de Mdxima
parcimoénia a partir de sequéncias do gene EF-/a de isolados
de Fusarium sp. obtidos neste trabalho e das culturas
Brachiaria sp., Sorghum bicolor, Zea mays, Pennisetum
americanum, e 1isolados de referéncia pertencentes ao
complexo de espécies Fusarium fujikuroi. O comprimento
dos ramos é indicado por escala na base da drvore e os
valores do suporte estatistico sdo indicados acima dos nés.
Abreviacdes das cole¢des de culturas: CBS- Centraal bureauvoor
Schimmel cultures. MP - Mating population. CML: Colecdo
Micolégica de Lavras; MUCL: Mycothe’que de 1’Universite:
NRRL: Northern Regional Research Laboratory.



Tabela 1A Relagdo dos cruzamentos entre isolados das espécies F. proliferatum,
F. sacchari com seus respectivos testadores e entre isolados da
linhagem Fusarium sp.

Espécie Q@ (MAT-1)* d(MAT-Z)b ¢ (MAT-2)" d(MAT-I)d
F. proliferatum CML 770 x  CML 3548
CML 770 x CML 3572
F. sacchari CML 769 x CML 3558 CML 768 x CML 3158
CML 769 x CML 3559 CML 768 x CML 3556
CML 769 x CML 3560 CML 768 x CML 3557
CML 769 x CML 3562 CML 768 x CML 3566
CML 769 x CML 3563 CML 768 x CML 3571
CML 769 x CML 3564 CML 768 x CML3573
CML 769 x CML 3567 CML 768 x  CML3577
CML 769 x CML 3568 CML 768 x CML 3305
CML 769 x CML 3569 CML 768 x CML 3320
CML 769 x CML 3570
CML 769 x CML 3575
CML 769 x CML 3576
Fusarium sp. CML 3584 x CML 3561 CML 3561 X CML 3584
CML 3584 x CML 3578 CML 3578 X CML 3584
CML 3584 x CML 3579 CML 3579 X CML 3584
CML 3584 x CML 3580 CML 3580 X CML 3584
CML 3584 x  CML 3581 CML 3581 X CML 3584
CML 3584 x CML 3582 CML 3582 X CML 3584
CML 3584 x CML 3583 CML 3583 X CML 3584
CML 3584 x  CML 3585 CML 3585 X CML 3584
CML 3584 x CML 3586 CML 3586 X CML 3584

*Q (MAT-1) indica os isolados do mating type MAT-1 férteis como fémea
b d(MAT -2) indica os isolados do mating type MAT-2 férteis como macho
©Q (MAT-2) indica os isolados do mating type MAT-2 férteis como fémea
4 (MAT-1 ) indica os isolados do mating type MAT-1 férteis como macho
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Tabela 2 A Caracteristicas morfoldgicas das espécies bioldgicas conhecidas dentro do FFSC

Ascdsporos
Espécie” MP"  Peritécio® (um) Comprimento Largura Septacio Referéncias
(um) (um)

F. verticillioides A 228 x 460 12-23 4-6 1-4; 3 mais frequente Kuhlman 1982

F. sacchari B 250-390 x 270-390  28-32 3-4.5 0-1 Leslie et al. 2005

F. fujikuroi C 140 x 300 10-20 4-7 1-3; 1 mais frequente Kuhlman 1982

F. proliferatum D 280 x 520 10-21 4-7 1-3; 1 mais frequente Kuhlman 1982

F. subglutinans E 220 x 350 11-21 3.5-6 1-4; 1 mais frequente Booth 1971

F. thapsinum F 180 x 480 12-22 4-8 0-3; 1 mais frequente Klittich et al., 1997

F. nygamai G 184 x 238 8.5-20 4-8 0-1; 1 mais frequente Klaasen & Nelson
1996

F. circinatum H 230 x 325 9.4-16.6 4.5-6 1-2 Nirenberg &
O’Donnell
1998

F. konzum I 360-780 x 360-840 12-18 4-7 0-1 Zeller et al., 2003

F. xylarioides J 230 x 350 9-16 4-6 1-3; 1 mais frequente Booth 1971

F. temperatum K 170-310 x 215-405 13-22 4.5-6 1-2; 1 mais frequente Scauflaire et al., 2011

F. tupiense L 310-360 x 350400 12.5-17.5 5-6 1-3; 1 mais frequente Lima et al., 2012

F. musae M 250-420 x 220-260  10-22 4-9 1 Van Hove et al., 2011

Fusarium sp.d ? 340-450 x 220-430 15-20 5-7,5 1 Neste estudo

“Espécies biolégicas do FFSC

® Designagdo alfabética adotada para as espécies biolégicas do FFSC. Indica a ordem pela qual as mating populations foram descritas

“Largura x altura

4 Fusarium sp. corresponde 2 espécie biolégica (mating population) associada a Pokkah boeng em cana-de-agticar no Brasil
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