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EPIGRAFE

“As nuvens mudam sempre de posicdo, mas sdo sempre
nuvens no céu. Assim devemos ser todo dia, mutantes,
porém leais com o que pensamos e sonhamos; lembre-se:

tudo se desmancha no ar, menos os pensamentos”.

Paulo Beleki






RESUMO GERAL

Em maracujd-azedo e o maracuji-doce, espécies de Passiflora amplamente
cultivadas no Brasil, ocorre a murcha de Fusarium, cujo agente causal é descrito
como Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Estudos preliminares ja
demonstraram que a maior parte das formae speciales no complexo de espécie
Fusarium oxysporum - FOSC representa grupos nao monofiléticos e que outros
agentes causais de murcha em plantas cultivadas possuem caracteristicas
morfoldgicas idénticas a F. oxysporum. Nesse contexto, formulamos a hipétese
que a forma specialis, que causa a murcha em maracujazeiro, é representada por
linhagens filogenéticas distintas do FOSC e que existe mais de uma espécie
associada a murcha do maracujazeiro no Brasil. Quarenta e seis isolados
provenientes de plantas com sintomas de murcha foram avaliados por meio de
andlise filogenética da regido TEF-1, testes de compatibilidade sexual,
marcadores morfoldgicos e teste de patogenicidade. Os resultados obtidos por
meio de andlises filogenéticas demonstraram que trés diferentes linhagens do
FOSC ocorrem em associagdo com a murcha do maracujazeiro. Outros isolados
agruparam-se com material de referéncia de Fusarium udum, espécie
pertencente ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi - FESC. O teste de
patogenicidade demonstrou que isolados das trés distintas linhagens do FOSC e
de F. udum induziram sintomas de murcha em maracujazeiro e outras seis
plantas testadas, a saber Solanum lycopersicum, Phaseolus vulgaris, Gossypium
hirsutum, Cucumis sativus, Cajanus cajan e Crotalaria ochroleuca. Nao existem
marcadores morfolégicos que diferenciem F. oxysporum de F. udum. A partir de
cruzamentos de isolados obtidos do campo com testadores de F. udum foi
possivel identificar o mating type dos isolados e induzir a formagao de peritécios
férteis, confirmando a identidade do patdgeno. Fusarium udum é registrado pela
primeira vez como patégeno de Passiflora e das outras plantas avaliadas. Uma
suposta especificidade da forma specialis ndo se confirma, jd que isolados das
trés linhagens de F. oxysporum causaram doenca em todas as plantas avaliadas.
Os resultados obtidos podem subsidiar uma diagnose mais objetiva dos agentes
etiolégicos da doenga, inclusive sua incidéncia, distribui¢do geografica e gama
de hospedeiros. Podem orientar, ainda, pesquisas futuras visando a selecio de
gendtipos com resisténcia a murcha.

Palavras-chave: Passiflora; Doenca de planta; Filogenia molecular; Mating
population.






. GENERAL ABSTRACT

Sour and sweet passion fruit are species of the genus Passiflora widely
cultivated in Brazil. Among the most important diseases is Fusarium wilt, whose
causal agent is known as Fusarium oxysporum f. sp passiflorae. This disease is
of great economic importance in areas with sandy soils and is transmitted from
one orchard to another through infected seedlings, and between plants by contact
between roots and irrigation water. Preliminary studies have shown that most
formae speciales of the Fusarium oxysporum species complex FOSC do not
represent monophyletic groups, while other pathogens with morphological
characteristics similar to Fusarium oxysporum cause wilt. In this context, we
formulated the hypothesis that formae specialis that causes wilt in passion fruit
is represented by distinct phylogenetic lineages and that there is more than one
species associated with wilting of passion fruit in Brazil. Forty-six isolates from
plants wilt symptoms were evaluated by phylogenetic analysis of the TEF-1
region, sexual compatibility tests, morphological markers and pathogenicity
tests. The results obtained through phylogenetic analysis of TEF-1 region
showed that three different phylogenetic lineages of the FOSC are associated
with wilting of passion fruit. Isolates obtained from passionfruit also grouped
with reference material of Fusarium udum, a species belonging to Fusarium
Sujikuroi species complex FFSC. The pathogenicity test demonstrated that
isolates from all three different lineages of the FOSC and F. udum induced wilt
symptoms in passionfruit and six other plants tested: Solanum lycopersicum,
Phaseolus vulgaris, Gossypium hirsutum, Cucumis sativus, Cajanus cajan and
Crotalaria ochroleuca. There are no morphological markers which help to
separate different lineages of the FOSC and F. udum. From crosses with F.
udum testers strains and isolated obtained from the field, it was possible to
identify the mating type and to induce the formation of fertile perithecia,
confirming the identity of the pathogen. Fusarium udum is recorded for the first
time as a pathogen of Passiflora and other evaluated plants. The supposed
specificity of formae speciales is not confirmed, as the isolates caused disease in
all tested plants. The results will support a more objective diagnosis of the
etiological agent of Fusarium wilt, including its incidence, geographical
distribution and host range. Future research aiming at the selection of genotypes
with resistance to wilt will also be guided by these findings.

Key-words: Passiflora; Plant disease; Molecular phylogeny; Mating population
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de maracuja
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), sendo a cultura um fator
socioecondmico de destaque para o estado de Minas Gerais. Entretanto, doencas
como a murcha-de-fusarium provocam significativo decréscimo na
produtividade. Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae foi formalizado por
Gordon (1965), mas a identidade dessa forma, sua distribuicdo geogrifica e
relagdo filogenética com outras formae speciales no Brasil ainda precisa ser
esclarecida. Sem esse conhecimento nio é possivel identificar o patégeno com
seguranca e confiabilidade, nem estabelecer medidas de prevencdo ou
fitossanitdrias. Procedimentos duradouros de melhoramento genético e o
eventual desenvolvimento de técnicas moleculares de identificacdo também
dependem dessa caracterizacdo. Trabalhos evidenciam claramente que a
identificacdo por marcadores morfoldgicos € insuficiente (Fourie et al. 2010;
Secor et al. 2014).

Em virtude da escassez de literatura cientifica primdria sobre a
identidade e caracteristicas bioldgicas dos agentes etiolégicos da murcha do
maracujazeiro no Brasil, este trabalho se propde a responder as seguintes
questdes: (i) Existe mais de uma espécie associada a murcha do maracujazeiro
no Brasil? (ii) A forma specialis de Fusarium oxysporum, que causa a murcha

em maracujazeiro, é representada por linhagens filogenéticas distintas?
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2 ESTADO DA ARTE

O Brasil é o maior produtor mundial de maracujd-amarelo ha mais de
duas décadas (Meletti 2011). A produgdo brasileira em 2010 foi de 920 mil
toneladas, cerca de 70% da producdo mundial. Dados da EMBRAPA sobre a
produgdo brasileira do fruto em 2012 mostraram que o estado da Bahia foi
campedo da producdo com 320 mil toneladas. O Ceard aparece em segundo
lugar no ranking, com 179 mil, seguido de Minas Gerais 39 mil, e Sergipe e
Espirito Santo com 35 mil (IBGE 2012). No entanto, relatam-se perdas nos
rendimentos devido a problemas de doengas, especialmente com a ocorréncia de
fusariose. Essa € uma doenca de elevada importancia para o maracujazeiro por
causar a morte das plantas infectadas. A fusariose do maracujazeiro possui
outras nomenclaturas, como: podriddo do colo e podriddo do pé, murcha, ou
ainda morte prematura, e t€m sido associadas as espécies de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae e F. solani. Estes fungos de solo podem ser
confundidos em funcdo dos sintomas reflexos que causam nas plantas. Porém,
na maioria dos casos, F. solani estd associado a podriddo do colo, onde as
plantas apresentam fendas na regido do colo, e desenvolvimento de lesdes
deprimidas (Dariva 2011). Morfologicamente essas duas espécies se diferenciam
principalmente pelas fidlides produzidas no micélio aéreo: F. oxysporum
apresenta fidlides curtas e F. solani, fidlides longas.

Ao agente etiolégico da murcha em maracujazeiro aplica-se o nome F.
oxysporum f. sp. passiflorae (Gordon 1965; Gardner 1989; Silva et al., 2013). O
patdégeno caracteriza-se por afetar os vasos lenhosos a partir das raizes causando
murcha generalizada e morte rdpida das plantas. Antes de murcharem, as folhas
mudam a coloragdo de verde-brilhante para verde-palido ou verde-amarelado.
Os frutos verdes murcham, enquanto aqueles que iniciaram a maturagdo atingem

o final do processo quase que normalmente. Internamente, por meio de cortes no



19

caule, pode-se observar o escurecimento, marrom-avermelhado, dos tecidos do
xilema, cujos vasos se encontram impedidos de transportar d4gua por causa do
crescimento do patégeno em seu interior. Em adiantado estdgio da doenga, o
caule ou as hastes podem fender deixando a mostra os sinais do patdégeno
(Santos Filho 2003; Viana et al. 2003).

O termo forma specialis € atribuido quando hd suposta especificidade de
um fungo a uma espécie hospedeira ou familia botanica. Porém, andlises de
filogenia molecular evidenciam que a maioria das formae speciales é
representada por grupos ndo-monofiléticos. Além disso, o agrupamento em
formae speciales pode omitir a variabilidade genética das populacdes, as
verdadeiras relacdes filogenéticas, distribuicdo geogrifica e variedade de
hospedeiro desses patdgenos (O’Donnell et al. 1998, 2009; Baayen et al. 2000).
Por exemplo, F. oxysporum f. sp. cubense é um complexo de no minimo cinco
distintas linhagens (Fourie et al. 2010). Uma genotipagem do complexo F.
oxysporum (FOSC) baseado na regido TEF-1 e IGS mostrou que F. oxysporum
f. sp. passiflorae é representado por no minimo duas linhagens distintas e esses
isolados se agruparam com formae speciales de distintos hospedeiros
(O’Donnell et al. 2009).

Ao testar a origem monofilética de oito formae speciales dentro do
complexo de espécies Fusarium oxysporum associadas a murcha e podridao em
plantas ornamentais, os resultados demonstraram que a maior parte das formae
speciales no FOSC ndo representam grupos monofiléticos e evidencia que esse
conceito seja questiondavel quanto a sua consisténcia (Baayen et al. 2000).

O agente causal da murcha da beterraba acucareira (Beta vulgaris L.) era
descrito como F. oxysporum f. sp. betae por possuir 0os mesmos marcadores
morfolégicos de F. oxysporum. No entanto, a andlise filogenética baseada em
sequencias de trés regides gé€nicas levou a conclusdo que o agente causal da

murcha é na verdade uma nova espécie do complexo de espécies Fusarium
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Sfujikuroi FFESC (Secor et al. 2014). Sendo assim, é provavel que varios outros
agentes causadores de murcha em plantas cultivadas, que possuem o nome e
caracteristicas de F. oxysporum, possam ser espécies pertencentes a outros
complexos.

Embora a morfologia seja importante para a descricdo das espécies, a
escassez de caracteres morfoldgicos dificulta a descrigdo dessas. Assim, andlises
filogenéticas e bioldgicas t&m sido tteis na distincdo e descricdo de espécies
dentro do complexo Fusarium fujikuroi (Lima et al. 2012).

Uma andlise filogenética preliminar realizada usando a regido fator de
elongacdo (TEF-1) com dez isolados obtidos de maracujazeiro que possuiam
caracteristicas de F. oxysporum demonstrou a presenca de isolados que agrupam
com representantes de Fusarium udum do complexo de espécies Fusarium
Sfujikuroi FFSC.

Fusarium udum € descrito como o agente causal de murcha em Cajanus
cajan e espécies de Crotalaria (Armstrong & Armstrong 1951; Hillocks et al. 2000).
O patégeno foi registrado pela primeira vez por Butler (1910) na India e é
encontrado em muitas dreas de cultivo do feijdo guandu, com elevadas
incidéncias nas zonas orientais (Godwin et al. 2012; Karimi et al. 2012). A fase
sexuada foi registrada na natureza associada a caules de Cajanus na India,
denominada Gibberella indica. No Brasil, F. udum foi registrado causando
murcha em Crotalaria ochroleuca (Melo, 2014). Fusarium udum é uma espécie
que apresenta grande variabilidade morfolégica e compartilha caracteristicas
morfolégicas de F. oxysporum, como a produgdo de clamiddsporos, fidlides curtas e
forma dos macro- e microconidios.

Nesse contexto, o objetivo geral do presente estudo foi analisar isolados
de uma colecdo de fungos obtidos de maracujazeiro no Brasil com
caracteristicas morfoldgicas de Fusarium oxysporum e identificar espécies ou

linhagens por meio de filogenia, morfologia e teste de patogenicidade.
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CAPITULO 2 Linhagens filogenéticas do complexo Fusarium oxysporum
associadas a murcha do maracujazeiro e outras plantas
cultivadas.
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RESUMO

A incidéncia de fusariose em maracujazeiro pode resultar em perdas elevadas na
producdo e, em alguns casos, inviabilizar completamente a atividade produtiva.
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae é designado na literatura como um dos
agentes causais da murcha em maracujazeiro. Em decorréncia de trabalhos que
demonstraram que a maioria das formae speciales € representada por grupos de
distintas origens evoluciondrias e que isolados de F. oxysporum obtidos de
maracujazeiro se agrupam com outras formae speciales, inferimos que esse
conceito pode omitir a variabilidade genética das populagdes, as verdadeiras
relacdes filogenéticas, distribuicdo geogrifica e variedade de hospedeiros. Por
conseguinte, nesse estudo foi testada a hipétese de que F. oxysporum f. sp.
passiflorae causa murcha no maracujazeiro e em outras plantas cultivadas e que
existe mais de uma linhagem do FOSC associada a murcha do maracujazeiro no
Brasil. Os resultados obtidos por meio de andlises filogenéticas da regido TEF-1
demonstraram que trés diferentes linhagens do FOSC estdo associadas a murcha
do maracujazeiro. O teste de patogenicidade demonstrou que estas distintas
linhagens induzem sintomas de murcha em maracujazeiro e outras plantas
cultivadas. Nao existe marcador morfolégico para separar essas linhagens.
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ABSTRACT

The incidence of Fusarium on passion fruit may result in substantial loss of
production and, in some cases, can completely cripple the productive activity.
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae is cited in the literature as the causal
agent of wilt in passion fruit. As a result of studies that demonstrated that most
formae speciales are represented by groups with different evolutionary origins
and isolates of F. oxysporum obtained from passion fruit grouped with other
formae speciales, we infer that this concept can omit the genetic variability of
populations, true phylogenetic relationships, geographic distribution and host
range. Therefore, in this study we tested the hypothesis that Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae cause wilt in passion fruit and other crops and that
there is more than one lineage of the FOSC associated with wilting of passion
fruit in Brazil. The results obtained by phylogenetic analyses of the TEF-1
region showed that three different phylogenetic lineages of the FOSC are
associated with passion fruit wilt. The pathogenicity test demonstrated that all
three lineages induce wilting symptoms in passion fruit and other crops. There is
no morphological marker which helps to separate different lineages.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o primeiro produtor mundial de maracuja. Essa cultura estd
em franca expansdo tanto para a producdo de frutas para consumo "in natura"
como para a produgcdo de suco (Meletti, 2011). No entanto, a ocorréncia de
problemas fitossanitarios reduz a vida ttil dos plantios e pode ameacar o sucesso
da producdo. Umas das principais doencas do maracujazeiro € a fusariose, que
afeta as raizes da planta, provocada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae, que se dissemina de uma planta para a outra. A doenga corre em
focos isolados, comecando com murcha pelas extremidades do ramo, quando as
raizes do maracujazeiro ja estdo apodrecidas. No interior do caule da planta,
observam-se os tecidos escurecidos, no sentido do comprimento, a partir do colo
(Viana et al. 2003).

F. oxysporum f. sp. passiflorae foi formalizado por Gordon (1965), mas
a identidade dessa forma, sua distribuicdo geogréfica e relagado filogenética com
outras formae speciales no Brasil ainda precisa ser esclarecida. O patégeno foi
registrado pela primeira vez por McKnight em 1951 em Queensland (Australia),
causando murcha em maracujazeiro.

O termo forma specialis € atribuido quando hd suposta especificidade de
um fungo a uma espécie hospedeira ou familia botanica. No entanto, estudos
filogenéticos mostraram que a maioria das formae speciales de F. oxysporum é
representada por grupos ndo-monofiléticos (Baayen et al. 2000; O’Donnell et al.
2009; Fourie et al. 2010).

A proposta desse estudo € averiguar por meio de andlise filogenética se a
murcha do maracujazeiro € causada por uma ou mais linhagens do FOSC, além
de verificar a patogenicidade dos isolados por meio de inoculagdao em diferentes

espécies de plantas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de isolados

Amostras de plantas com sintomas de fusariose foram coletadas nas
principais dreas produtoras do Brasil. O isolamento foi realizado de acordo com
(Leslie &Summerell 2006). Para obten¢ao de culturas monospdricas, por¢des do
isolamento fingico em BDA foram transferidas para um tubo de ensaio com 5
mL de dgua destilada e esterilizada e agitada em vértex. Uma pequena aliquota
foi transferida para meio dgar-dgua e espalhada com uma alga de Drigalski.
Apbs 24 h, realizou-se o cultivo monospdrico onde as placas foram observadas
em microscopio estereoscopio, onde se retirou um conidio com a presenga de
um tubo germinativo transferindo-o para meio BDA, seguido da incubacdo em
BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 h por sete dias. Os isolados foram preservados
e adicionados a cole¢do CML pelo método de criopreservacdo. Alguns isolados
foram cedidos, provenientes da Cole¢do micolégica Unimontes-Janatba,
Colecdo de Maruzanete Melo, Colecao de Acleide Cardoso e Colecido da

Embrapa Mandioca e Fruticultura.

2.2 Caracterizacao morfologica

A caracterizagdo morfoldgica dos isolados foi realizada de acordo com a
metodologia de Lima et al. (2009), sendo estes cultivados no meio BDA e dgar
pobre em nutrientes (SNA). O meio BDA foi utilizado para avaliacdo da taxa de
crescimento micelial e coloracdo da colonia. Para determinacdo da taxa de
crescimento micelial, um disco de micélio de 5 mm foi transferido para o centro
de uma placa de Petri contendo BDA, seguido de incubagdo a 25°C no escuro,

por quatro dias. Apds esse periodo foram tomadas medicdes do didmetro
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ortogonal das culturas crescidas. Para a avaliacdo da coloracdo da col6nia um
disco de micélio foi transferido para o centro de uma placa de Petri contendo
BDA, e foi incubados a 20°C com fotoperiodo de 12 h de luz branca combinada
com luz negra e 12 h no escuro, por 14 dias.

Em SNA com fragmentos secos e esterilizados de folhas de cravo
(Dianthus caryophyllus) foram observadas caracteristicas micromorfoldgicas.
Apés 14 dias de incubagdo a 20°C, fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no escuro, foi registrada a
presenca ou ndo e cor de esporodéquios; freqiiéncia, tamanho, formato e origem
de microconidios e macroconidios; tipos de fidlides, presenga ou ndo de

clamidésporos, presenca ou ndo de microconidios em cadeias.

2.3 Sequenciamento e analise filogenética

A extragdo do DNA foi realizada a partir dos isolados monospoéricos de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae crescidos em Meio Malte 4% liquido por
trés dias a 100 rpm em incubadora, a temperatura de 25° C com fotoperiodo 12h
luz fluorescente e 12h escuro para a produgdo de biomassa. A biomassa foi
filtrada e a extracdo do DNA procedeu utilizando-se o kit Wizard Genomic
DNA Purification.

Fragmentos dos genes TEF-1 foram amplificados por PCR e purificados
com o kit GoTaq® Colorless Master Mix e enviados para seqilenciamento nas
direcdes, sentido e anti-sentido, utilizando os primers EF-3 (5’-GTA-AGG-
AGG-ATA-AGA-CTC-ACC-3’) e EF-22 (5-AGG-AAC-CCT-TAC-CGA-
GCT-C-3’) (O’Donnell et al., 2009). As condi¢des de amplicagcdo para TEF-1 foi
94°C, por 1 minuto; 34 ciclos: 94° C, por 30 segundos, 62°C, por 45 segundos,
72°C, por 1 minuto; 72°C, por 5 minutos (O’Donnell; Nirenberg, 1998a). Os

fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o kit Wizard® SV Gel
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and PCR Clean-Up System (Promega Brasil, Sdo Paulo, BR) para posterior
sequenciamento. Os fragmentos génicos foram sequenciados, nas direcdes senso
e antisenso, em um sequenciador automatico empresa Macrogen, USA.

Os eletroferogramas gerados foram analisados visualmente utilizando

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 de isolados de Fusarium
obtidos nesse estudo foram gerados utilizando-se a ferramenta CLUSTALW
(Thompson et al. 1994), implementada no programa MEGA 6. Os alinhamentos
foram corrigidos manualmente. As andlises filogenéticas foram realizadas pelo
método de Maxima Verossimilhanca por meio do programa MEGA 6 seguindo
os modelos inferidos no programa JModelTest (Posada, 2008). Foi utilizado o
modelo 'kimura-2 pardmetros + I' (Kimura 1980) . As sequéncias dos isolados
foram depositadas no GenBank, NCBI e os alinhamentos estardo disponiveis
junto aos autores.

Nessas andlises foram incluidas as sequéncias de trés isolados
disponiveis no GenBank NRRL 22549, NRRL 38273 (O’Donnell et al. 2009) e
o isolado CDFA591 (Rooney-Latham & Blomquist 2011) correspondentes aos

genes TEF-1 para alinhamento com as sequéncias representadas no estudo.

2.4 Teste de patogenicidade

Sete espécies de plantas hospedeiras foram utilizadas nos testes de
patogenicidade: maracujazeiro (Passiflora edulis), tomateiro (Solanum
lycopersicum), feijoeiro (Phaseolus vulgaris), algodoeiro (Gossypium hirsutum),

pepineiro (Cucumis sativus) feijio guandu (Cajanus cajan) e em crotalaria



35

(Crotalaria ochroleuca). Os ensaios foram realizados, na UNIMONTES
Campus Janatiba, onde as mudas foram produzidas em bandejas de isopor de
200 células, contendo substrato e foram distribuidas as sementes das cultivares
BRS Sol Cerrado (maracujd), Super Marmande (tomate), IAC Alvorada (feijao),
Delta Opal (algoddo), Shibata (pepino), feijao guandu (Cajanus cajan) e
crotalaria (Crotalaria ochroleuca). As plantulas foram inoculadas quando
apresentaram duas folhas verdadeiras totalmente expandidas.

A inoculagdo foi realizada pelo método de dipping: mudas com trés
pares de folhas definitivas, obtidas pela semeadura em bandejas plasticas
contendo vermiculita estéril, foram retiradas do substrato para lavagem das
raizes com 4gua estéril. Em seguida, as raizes foram imersas durante 1 hora, na
suspensdo de conidios. Posteriormente, foi realizado o replantio em vasos
plasticos de 4 litros, contendo uma mistura de solo esterilizado e vermiculita na
proporcdo de 3:1, suplementada com superfosfato simples, ureia e cloreto de
potdssio na quantidade indicada pela andlise de solo. (Silva et al. 2011).

Para o preparo da suspensido de esporos, os isolados monospdricos de
Fusarium oxysporum foram repicados para placas de Petri contendo o meio
malte (MA), e foram mantidos a 25°C em incubadora BOD no escuro por 15
dias, para a producdo de esporos. Posteriormente, foi adicionado 40 mL de dgua
destilada e autoclavada as placas, e com auxilio de um pincel, os esporos das
coldnias foram desagregados e mantidos em suspensdo e, em seguida, essa foi
calibrada para a concentragio de 10°conidios / mL.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no delineamento de
blocos casualizados (DBC). Cada tratamento foi composto por um isolado
representativo de cada linhagem de F. oxysporum f. sp. passiflorae de acordo
com os resultados das andlises filogenéticas. A testemunha foi constituida de
plantas n@o inoculadas. Cada parcela foi composta por quatro vasos contendo

uma planta cada. As irrigacdes foram realizadas diariamente, pela manha e a
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tarde, até que o teor de umidade do solo atingisse 60% da capacidade de campo.
Cinco dias apés a inoculagao, foi realizada adubagdo com célculos realizados de
acordo com as indicagdes da quinta aproximagdo para Minas Gerais. As
avaliacdes de incidéncia de plantas com sintomas foram realizadas diariamente

apos o transplantio das mudas.
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3 RESULTADOS

3.1 Obtencao de isolados

Foi composta uma colecio de 40 isolados de F. oxysporum obtidos de
maracujazeiro (Passiflora edulis) nos estados de Minas Gerais, Bahia, Ceard,
Piaui e Pard. Destes, oito isolados foram cedidos pela Embrapa Mandioca e

Fruticultura (FOP) (Tab. 1)

3.2 Caracterizacao morfolégica

Todos os isolados avaliados apresentaram caracteristicas tipicas de F.
oysporum (Figura 1). As colonias apresentam um aspecto algodonoso com
pigmentacdo variada, inicialmente a coloragdo é branca, tornando-se creme,
salmio, rosa ou violeta. A taxa de crescimento micelial foi calculada
considerando que 24h foi o tempo que se realizou a primeira leitura e que 96 h
horas foi o tempo que se realizou a segunda leitura. A taxa de crescimento
micelial médio foi de 1,1 cm/dia, ndo havendo diferenca significativa de
crescimento entre os isolados.

Em todos os isolados observou-se a presenca abundante de
microconidios, geralmente unicelular, de forma fusiforme a reniforme,
agregados em falsas cabecas, com tamanho variando entre 4,75-6,25 x 1,5-2,0
pum, asseptados em todos os isolados. Os isolados possuem uma alta capacidade
de producdo de esporodéquio em fragmentos de folhas de cravo e também na
superficie do meio SNA. Os macroconidios produzidos em fragmentos de folhas
de cravo possuem formato falcado com presenca de 3-5 septos
(predominantemente 3), com tamanho variando 11,5-21,5 x 1,5-5 pum. As

fidlides produzidas no micélio aéreo sdo curtas.



Tabela 1 Isolados de Fusarium oxysporum obtidos de maracuja (Passiflora edulis).

CML Cod.

MR32

MR27

Espécie
F. oxysporum £. sp.

passiflorae

passiflorae

Hospedeiro

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Origem geografica

Jaiba— MG

Nova Porteirinha — MG

Coleta

Out/09

Ago/09

Pt

+

TEF-1

X

LMT 02

AC09

ACl4

AC18

passiflorae

passiflorae

passiflorae

passiflorae

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Martinésia— MG

Séao Francisco da Gléria - MG

Sao Francisco da Gléria - MG

Sao Francisco da Gléria - MG

Nov/13

Fev/14

Fev/14

Fev/14

X

_
X

_
X

_
X

8¢



AC21

AC32

AC35

AC58

AC65

AC69

ACT72

AC92

passiflorae

passiflorae

passiflorae

passiflorae

passiflorae

passiflorae

passiflorae

passiflorae

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Passiflora
edulis

Séao Francisco da Gléria - MG

Fev/14

Livramento de Nossa Senhora - BA  Fev/14

Brumado - BA

Cruzeiro dos Peixotos— MG

Parauepebas— PA

Distrito de Uberlandia — MG

Distrito de Uberlandia - MG

Ibiapaba — CE

Fev/14

Jun/14

Set/13

Jun/14

Jun/14

Ago/14

X

X

_
X

_
X

_
X

6€



AC96 passiflorae Passiflora Ibiapaba — CE Ago/14 X
edulis
FOPO1 passiflorae Passiflora Cruz das Almas-BA - X
edulis
FOPO03 passiflorae Passiflora Cruz das Almas-BA - X
edulis
FOPO0O8 passiflorae Passiflora Ubaira-BA - X
edulis
passiflorae Passiflora Porto Seguro — BA - X
edulis
CAJ passiflorae Passiflora Fortaleza-CE Dez/15 + X
edulis
NRRL passiflorae Passiflora Brasil AF008505.1
22549 edulis

ov



NRRL vasinfecutum Gossypium Brasil - - FJ985280

25437 sp.

NRRL allii Alliumbakeri  Japao - - FJ985288.1
26407

NRRL batatas Desconhecido Desconhecido FJ985332.1
36135

NRRL cubense Musa Taiwan J985325.1

36102 sapientum

NRRL vasinfectum Gossypium sp. AR-USA - - FJ985318

32897

NRRL foetens Pinus radiata  Valdivia, Chile FJ985444.1
38302

NRRL commune Desconhecido  Filipinas J985389.1

38348

*Abreviacoes das siglas: Pt= Teste de patogenicidade confirmada por Silva, TC; Mt= Matingtype; TEF-1 Cédigo do sequenciamento
da regido encontrada no Genbank.

v
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Figura 1

Fusarium oxysporum. A: Cultura em meio malte. B: Esporodéquio em meio
malte + folha de cravo. C: Macroconidios de 3-5 septos a partir do
esporodéquio. D-E: Macro e microconidio do micélio aéreo.
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3.3 Analise filogenética

Os isolados de Fusarium oxysporum obtidos do maracujazeiro neste
estudo agruparam em trés diferentes linhagens filogenéticas do FOSC. Quatorze
dos isolados avaliados agruparam com os isolados NRRL 25437 de Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum com 86% de bootstrap. Cinco isolados agruparam
proximos aos isolados NRRL 38585 de F. oxysporum f. sp. perniciosum e
NRRL26407 F. oxysporum f. sp allii, porém sem suporte estatistico. Os demais
isolados agruparam juntamente com F. oxysporum f. sp. vasinfectum, F.
oxysporum f. sp. passiflorae NRRL 38273 e CDFA 591 da Austrdlia e América
do Norte respectivamente e F. oxysporum f. sp. batatas, com 98% de bootstrap.
Nenhum isolado se agrupou com o isolado NRRL 22549 do Brasil utilizado no

trabalho de O’Donnell et al. (2009).



Figura 2
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3.4 Teste de patogenicidade

Apoiado ao resultado filogenético e a hipdtese de inconsisténcia do
termo forma specialis, realizou-se o teste de patogenicidade com os isolados de
representativos das duas linhas de F. oxysporum f. sp. passiflorae. O teste de
patogenicidade foi realizado trés vezes. De acordo com a andlise do teste Qui-
quadrado. A porcentagem de plantas que apresentaram sintomas de
amarelecimento com isolados de F. oxysporum variou de 25 a 42%. Na cultura
do feijao guandu variou de8 a 66%, Crotalaria de 8 a 33%, algodoeiro 50 a
83%, feijdo-carioca 25 a 58%. No pepineiro e tomateiro a incidéncia foi 100%.
As mesmas médias foram obtidas para murcha e morte das plantas (Tab. 2, 3 e
4). Em nenhum tratamento-testemunha foi observado a manifestacdo de
sintomas de Fusariose.

Os isolados MR25, MR32, MR78 e CAlJ, induziram sintomas de murcha
em plantas de maracujazeiro apds 30 dias da inoculagcdo. Nessas repeticoes, as
plantas mudaram a colora¢do das folhas de verde-brilhante a verde-pdlido ou
verde-amarelado e os sintomas evoluiram para murcha e morte das plantas
(Figura 2).

Os mesmos isolados, quando inoculados em tomate e pepino,
provocaram morte nas plantas entre 7-15 DAl e 7 a 37 DAI, respectivamente. Os
sintomas da murcha iniciam-se pelas folhas basais que perdem a turgidez,
tornam-se amareladas, apresentam crestamento do limbo e, finalmente, cairam.
Nas raizes das plantas, pode-se observar o escurecimento dessas, onde
evidenciou a presenca do patégeno.

No algodoeiro, a incidéncia de murcha se manifestou 32-54 DAI Os
primeiros sintomas caracterizaram-se pela murcha de algumas folhas e ramos e
observou-se uma severa reducdo de crescimento. Internamente, observou-se a

descoloracdo dos feixes vasculares.
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Em feijao guandu e feijao carioca, a murcha se manifestou 15-37 DAL
Os sintomas observados foram de clorose acompanhada de queda prematura das
folhas que evoluiu para murcha e morte das plantas. Ao seccionar
longitudinalmente os feixes o caule, pode-se perceber uma descoloragdo dos
feixes vasculares com uma pigmentacao castanha.

Em Crotalaria, a murcha se manifestou 47 DAL O sintoma inicial foi o
amarelecimento internerval nas folhas e plantas com murcha. Ao seccionar
longitudinalmente o caule, pode-se perceber uma descoloracdo dos feixes
vasculares. Foi realizado o reisolamento dos isolados inoculados o que
confirmou a presenca de Fusarium no sistema radicular com sintomas

necroticos.



Tabela 2 Média percentual do nimero de plantas que apresentaram sintomas de amarelecimento nas trés repeticdes do experimento.

ISOLADO / %
SINTOMAS
ESPECIE

0 0

0,4166 0,5 0,3333 0,5

Passiflora edulis

Cajanus cajan 0,0833 0,0833 1 0,6666 0,5 0
Crotalaria 0,0833 0,3333 0,1666 0,3333 0 0
Cucumis sativus 1 1 1 1 1 0
Gossypium 0,8333 0,8333 0,5 0,75 0,5 0
w005 1 105 05 03 05 075 075 075 05 05 05 0 0 0
Phaseolu 0,5 0,75 0,75 0,75 0,0,8333 0
swlgaris 0505 05 075 075 075 075 075 1 075 075 05 075 075 1 0 0 0
Solanum 1 1 1 1 1 0

B S S S s S S S W SO S W 2 2

LY



Tabela 3 Média percentual do nimero de plantas que apresentaram sintomas de murcha nas trés repeticdes do experimento.

ISOLADO / %
SINTOMAS
ESPECIE

Passiflora edulis

Cajanus cajan

Crotalaria
ochroleuca

Cucumis sativus
Gossypium hirsutum

Phaseolu svulgaris

Solanum
lycopersicum

0.4166 0,5 0,3333 0.5 0 0
0 0 0 0 0 0
0,0833 0,0833 1 0,6666 0,5 0
05 05 05 0 0 0
0,0833 0,3333 0,1666 0,3333 0 0
0 025 0 0 025025 0 0O 05 1 1L 0 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 0
e T T U .
0,8333 0,8333 0,5 0,75 0,5 0
1 105 1 1 05 05 05 05 075 075 075
0,5 0,75 0,75 0,75 0,0,8333 0
05 05 05 075 075 075 075 075 1 075 075 05 075 075 1 0 0 0
1 1 1 1 1 0
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Tabela 4 Média percentual do nimero de plantas que morreram nas trés repeticdes do experimento.
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Figura 3

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em raizes de plantas inoculadas. A:
Gossypium hirsutum com o isolado CML3228 58DAI. B: Phaseolus vulgaris
com o isolado CML 3228 32 DAI. C: Passiflora edulis com o isolado FOP2
58 DAI: D: Cajanus cajan com o isolado MR25 28 DAL E: Cucumis sativus
com o isolado MPM 61 12 DAL F: Crotalaria ochroleuca com o isolado
MPM 61 58 DAL G: Solanum lycopersicum com o isolado MR 32 21 DAL
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4 DISCUSSAO

Baseado nos resultados de andlise filogenética da TEF, o agente
etiolégico da murcha do maracujazeiro é representado por trés diferentes
linhagens dentro do FOSC. F. oxysporum f. sp. passiflorae foi formalizado por
Gordon (1965) e neste estudo a identidade dessa forma, e relacdo filogenética
com outras formae speciales no Brasil foi esclarecida. Isolados de F. oxysporum
associado ao maracujazeiro tem origem polifilética e dentro de cada linhagem
filogenética formada por estes isolados ha a presenca de isolados de outras
formae specialis.

Assim como observado neste estudo com F. oxysporum associado ao
maracujazeiro, Kim et al. (2005) observaram ampla diversidade genética e
patogénica dos isolados F. oxysporum f. sp. vasinfectum associado ao algodoeiro
da Califérnia (EUA), que foram divididos em cinco linhagens. Fato também
observado por Skovgaard et al. (2001) que, ao estudarem as oito racas existentes
do patégeno, com base em seqiiéncias do EF-la (zefl), da subunidade
mitocondrial do rDNA (mtSSU rDNA), da fosfato permease (PHO) e da nitrato
redutase (NIR), encontraram quatro linhagens distintas, distribuidas em, pelo
menos, duas origens evoluciondrias independentes. A andlise combinada dos
genes do fator de elongacdo 1-o e da mtSSU rDNA revelou a ocorréncia de
cinco linhagens distintas, indicando a origem evoluciondria polifilética do agente
etiol6gico do mal-do-panamd (O’Donnell et al. 1998a).

No FOSC tém-se mostrado comportamentos variados das formae
speciales deste complexo quanto & origem filogenética. A baixa diversidade
genética de algumas formae speciales remete a evidéncias de formarem grupos
monofiléticos, podendo ter evoluido juntamente com seus hospedeiros, ao passo
que outras se apresentam com alta diversidade genética, comportando-se como

um verdadeiro complexo de origem polifilética (O’Donnell et al. 1998b; Baayen

et al. 2000).
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Neste trabalho também foi mostrado que as diferentes linhagens
filogenéticas de F. oxysporum patogé€nicas ao maracujazeiro também causaram
doenca em outras plantas, o que demonstra a ndo-especificidade dessas
linhagens ao maracujazeiro. O agrupamento em formae speciales pode omitir a
variabilidade genética das populagdes, as verdadeiras relacdes filogenéticas,
distribui¢do geogréfica e variedade de hospedeiro desses patégenos (Baayen et
al. 2000; O’Donnell et al. 2009).

O conhecimento da real identidade de patégenos e sua gama de
hospedeiro permitird estabelecer medidas fitossanitdrias e procedimentos
duradouros de melhoramento genético e o eventual desenvolvimento de técnicas

moleculares de diagnose.
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CAPITULO 3  Fusarium udum é um agente etiolégico da murcha do
maracujazeiro e outras plantas cultivadas
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RESUMO

Fusarium udum foi relatado como o agente etioldgico de murcha em feijao
guandu (Cajanus cajan) em regides tropicais. Nesse estudo foi testada a hip6tese
se F. udum & também patégeno do maracujazeiro e outras plantas cultivadas.
Isolados obtidos de maracujazeiro com sintoma de murcha foram avaliados por
meio de andlise filogenética da regido TEF-1, testes de compatibilidade sexual,
marcadores morfoldgicos e teste de patogenicidade. Isolados do maracujazeiro
agruparam com isolados de referéncia de F. udum. Em cruzamentos, isolados
avaliados formaram peritécios férteis com os isolados testadores. Marcadores
morfolégicos, tanto da fase sexuada como da fase assexuada, conferem com as
descricdes originais da literatura. Em testes de patogenicidade, os isolados
avaliados causaram murcha em maracujazeiro (Passiflora edulis), tomateiro
(Solanum lycopersicum), feijoeiro (Phaseolus vulgaris), algodoeiro (Gossypium
hirsutum), pepineiro (Cucumis sativus), feijdo guandu (Cajanus cajan) e em
crotalaria (Crotalaria ochroleuca). Os resultados obtidos permitiram concluir
que F. udum é o agente etiolégico da murcha em diferentes plantas cultivadas.
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ABSTRACT

F. udum has been reported as the causal agent of wilt in pigeonpea (Cajanus
cajan) in tropical regions. In this study we tested the hypothesis that Fusarium
udum is also a pathogen of passion fruit and other cultivated plants. Isolates
obtained from passionfruit with wilting symptoms were assessed using
phylogenetic analysis of EF-1a region, sexual compatibility tests, morphological
markers and pathogenicity test. Isolates from passion fruit clustered with
reference isolates of F. udum. In the crossing experiments, field isolates formed
fertile perithecia when crossed with available tester strains of F. udum.
Morphological markers, both of the sexual and asexual stage are according to
the descriptions in the literature. In pathogenicity tests, the tested isolates caused
wilting in passion fruit (Passiflora edulis), tomato (Solanum lycopersicum), bean
(Phaseolus vulgaris), cotton (Gossypium hirsutum), cucumber (Cucumis
sativus), pigeon pea (Cajanus cajan) and crotalaria (Crotalaria ochroleuca). The
results showed that F. udum is the potential etiologic agent of wilting of
different crops, including passionfruit.
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1 INTRODUCAO

Fusarium udum € um patégeno que causa murcha em feijao-guandu. O
patégeno foi registrado pela primeira vez por Butler (1910) na India e é
encontrado em muitas dreas de cultivo do feijdo guandu, com elevada incidéncia
em paises do oriente (Godwin et al. 2012; Karimi et al. 2012). A fase sexuada
foi registrada na natureza associada a caules de Cajanus na India, denominada
Gibberella indica. No Brasil, F. udum foi descrito causando murcha em
Crotalaria ochroleuca (Melo 2014).

Uma andlise filogenética preliminar realizada desse trabalho, a partir
regido fator de elongacdo (TEF-1) de 10 isolados obtidos de maracujazeiro, com
caracteristicas morfoldgicas de F. oxysporum evidenciou a presenca de isolados
de F. udum, representante do complexo de espécies Fusarium fujikuroi FFSC.
Observou-se que F. oxysporum f. sp. passiflorae e a fase assexuada de F. udum
sdo idénticas morfologicamente, porém, F. udum é uma espécie bioldgica e
assim, apresenta reproducio sexuada.

Portanto, objetivamos nesse trabalho, confirmar a identidade de isolados
de F. udum obtidos de maracujazeiro por meio de andlises filogenéticas da
regido EF-1a, comprovar sua patogenicidade em maracujazeiro e outras plantas

cultivadas e completar o postulado de Koch.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencio de isolados

Amostras foram coletadas nas principais dreas produtoras do Brasil. O
isolamento foi realizado de acordo com (Leslie & Summerell 2006). Para
obtencdo de culturas monospdricas, por¢des do isolamento fiingico em BDA
foram transferidas para um tubo de ensaio com 5 mL de 4gua destilada e
esterilizada e agitada em vortex. Uma pequena aliquota foi transferida para meio
dgar-dgua e espalhada com uma alga de Drigalski. Apds 24 h, as placas foram
observadas em microscépio estereoscOpio, onde retirou-se um conidio com a
presenca de um tubo germinativo transferindo-o para meio BDA, seguido da

incubacido em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 h por sete dias.

2.2 Caracterizacao morfologica

A caracteriza¢do morfoldgica dos isolados foi realizada de acordo com a
metodologia de Lima et al. (2009), sendo estes cultivados no meio BDA e dgar
pobre em nutrientes (SNA). O meio BDA foi utilizado para avaliacdo da taxa de
crescimento micelial e coloragdo da colonia. Para determinagdo da taxa de
crescimento micelial, um disco de micélio de 5 mm foi transferido para o centro
de uma placa de Petri contendo BDA, seguido de incubagdo a 25°C no escuro,
por trés dias. Apés esse periodo foram tomadas medi¢des do didmetro ortogonal
das culturas crescidas. Para a avaliacdo da coloracdo da coldnia um disco de
micélio foi transferido para o centro de uma placa de Petri contendo BDA, e foi
incubados a 20°C com fotoperiodo de 12 h de luz branca combinada com luz
negra e 12 h no escuro, por 14 dias.

Em SNA com fragmentos secos e autoclavados de folhas de cravo

(Dianthus caryophyllus) foram observadas caracteristicas micromorfoldgicas,
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Apds 14 dias de incubacdo a 20°C, fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente combinada com luz negra e 12 horas no escuro, foi registrada a
presenga ou ndo e cor de esporoddoquios; tamanho, formato e origem de
microconidios e macroconidios; tipos de fidlides, presengca ou ndo de

clamidésporos, presenca ou ndo de microconidios em cadeias.

2.3 Sequenciamento e analises filogenéticas

A extracdo do DNA foi realizada a partir dos isolados monospoéricos de
F. oxysporum f. sp. passiflorae crescidos em Meio Malte 4% liquido por trés
dias a 100 rpm em incubadora, a temperatura de 25°C com fotoperiodo 12h luz
fluorescente e 12h escuro para a produgdo de biomassa. A biomassa foi filtrada e
a extracdo do DNA procedeu utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA
Purification.

Fragmentos dos genes TEF-1 foram amplificados por PCR e purificados
com o kit GoTaq® Colorless Master Mix e enviados para seqiienciamento nas
direcdes, sentido e anti-sentido, utilizando os primers EF-3 (5’-GTA-AGG-
AGG-ATA-AGA-CTC-ACC-3’) e EF-22 (5-AGG-AAC-CCT-TAC-CGA-
GCT-C-3’) (O’Donnell et al., 2009). As condi¢des de amplicacao para TEF-1 foi
94°C, por 1 minuto; 34 ciclos: 94°C, por 30 segundos, 62°C, por 45 segundos,
72°C, por 1 minuto; 72°C, por 5 minutos (O’Donnell; Nirenberg, 1998). Os
fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega Brasil, Sdo Paulo, BR) para posterior
sequenciamento. Os fragmentos génicos foram sequenciados, nas direcdes senso
e antisenso, em um sequenciador automatico empresa Macrogen, USA.

Os eletroferogramas gerados foram analisados visualmente utilizando
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 -
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NCBI, por meio da ferramenta BLAST. Alinhamentos multiplos das sequéncias
de nucleotideos de isolados de Fusarium obtidos nesse estudo foram gerados
utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson et al. 1994), implementada
no programa MEGA 6. Os alinhamentos foram corrigidos manualmente. As
andlises filogenéticas foram realizadas pelo método de Maxima Verossimilhanca
por meio do programa MEGA 6 seguindo os modelos inferidos no programa
JModelTest (Posada 2008). Foi utilizado o modelo 'kimura-2 parametros + G'
(Kimura 1980). As sequéncias dos isolados foram depositadas no GenBank,

NCBI e os alinhamentos estardo disponiveis junto aos autores.

2.4 Determinacao de mating type e cruzamentos

Os cruzamentos foram realizados de acordo com a metodologia padrio
para estudo de compatibilidade sexual do FFSC (Leslie & Summerell 2006).
Isolados testadores previamente identificados como F. udum, pertencentes ao
FFSC (CML 2554 e CML 2608) foram cruzados com isolados do campo obtidos
de maracujazeiro. Os isolados usados como parental masculino (isolados do
campo) foram cultivados em tubo de ensaio contendo meio completo, enquanto
que os testadores, usados como parental feminino, foram cultivados em placas
de Petri (60x15 mm) contendo meio cenoura-dgar. A incubacio foi realizada a
20°C sob 12h de luz fluorescente combinada com luz negra e 12h de escuro por
7 dias. Apds este periodo foi obtida uma suspensdao de esporos do parental
masculino, pela adicdo de 2 mL de solugdo de Tween 80 a 2,5%. Sendo a
liberacdo dos esporos feita pela friccdo da superficie da colonia. Em seguida,
essa suspensdo foi adicionada a superficie da coldnia do parental feminino. Com
uma alca de Drigalski, espalhou-se a suspensdo de forma uniforme para
umedecer o micélio. Os cruzamentos foram incubados a 20°C, com fotoperiodo
de 12 horas de luz branca fluorescente combinada com luz negra, por um

periodo de cinco semanas. Foram considerados férteis os cruzamentos que
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produziram peritécios com exsudacdo de ascdsporos. Os cruzamentos foram

repetidos trés vezes, para confirmagado dos resultados.

2.5 Teste de patogenicidade

Sete espécies de plantas hospedeiras foram utilizadas nos testes de
patogenicidade: maracujazeiro (Passiflora edulis), tomateiro (Solanum
lycopersicum), feijoeiro (Phaseolus vulgaris), algodoeiro (Gossypium hirsutum),
pepineiro (Cucumis sativus), feijio guandu (Cajanus cajan) e em crotalaria
(Crotalaria ochroleuca). Foram utilizados trés isolados de F. udum provenientes
de maracujazeiro: CML 3223, CML 3227 e CML 3230 e dois isolados de F.
udum, provenientes de crotalaria: CML 2554 e CML 2608.

Os ensaios foram realizados na UNIMONTES Campus Janaidba, onde as
mudas foram produzidas em bandejas de isopor de 200 células, contendo
substrato e foram distribuidas as sementes das cultivares BRS Sol Cerrado
(maracujd), Super Marmande (tomate), IAC Alvorada (feijao), Delta Opal
(algodao) e Shibata (pepino), feijdo guandu (Cajanus cajan) e crotalaria
(Crotalaria ochroleuca). As plantulas foram inoculadas quando apresentarem
duas folhas verdadeiras totalmente expandidas.

A inoculagdo foi realizada pelo método de dipping: mudas com trés
pares de folhas definitivas, obtidas pela semeadura em bandejas pldsticas
contendo vermiculita estéril, foram retiradas do substrato para lavagem das
raizes com 4gua estéril. Em seguida, as raizes foram imersas durante 1 hora, na
suspensdo de conidios. Posteriormente, foi realizado o replantio em vasos
plasticos de 4 litros, contendo uma mistura de solo esterilizado e vermiculita na
proporcdo de 3:1, suplementada com superfosfato simples, ureia e cloreto de
potdssio na quantidade indicada pela anélise de solo. (Silva et al. 2011).

Para o preparo da suspensao de esporos, os isolados monospéricos de F.

udum foram transferidos para placas de Petri contendo o meio malte (MA), e
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foram mantidos a 25°C em incubadora BOD no escuro por 15 dias, para a
producdo de esporos. Posteriormente, foi adicionado 40 mL de 4gua destilada e
autoclavada as placas, e com auxilio de um pincel, os esporos das colOnias
foram desagregados e mantidos em suspensdo e, em seguida, essa foi calibrada
para a concentragio de 10°conidios / mL.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no delineamento de
blocos casualizados (DBC). Cada tratamento foi composto por isolados
representativos de F. udum de acordo com os resultados das andlises
filogenéticas. A testemunha foi constituida de plantas ndo inoculadas. Cada
parcela foi composta por quatro vasos contendo uma planta cada. As irrigacdes
foram realizadas diariamente, pela manha e a tarde, até que o teor de umidade do
solo atingisse a capacidade de campo. Cinco dias apds a inoculagdo, foi
realizada adubacdo com cdlculos realizados de acordo com as indicacdes da
quinta aproximacao para Minas Gerais. As avaliagdes de incidéncia de plantas

com sintomas foram realizadas diariamente ap6s o transplantio das mudas.
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3 RESULTADOS

3.1 Obtencio de isolados

Sete isolados de F. udum foram obtidos de maracujazeiro (Passiflora
edulis) coletados nos estados de Minas Gerais e Bahia. Além destes, foram
incluidos neste trabalho isolados de F. udum cedidos Agri-Food Toxigenic
Fungi Culture Collection, Institute of Sciences of Food Production, Bari, Italy
(ITEM), Julius Kiihn Institut, Institute for Epidemiology and Pathogen
Diagnostics, Berlin & Braunschweig, Germany (BBA), CABI Bioservices,
Egham, Surrey, UK (IMI), Coleciao de Fungos Fitopatogénicos Maria Menezes,
UFRPE, Recife, Brasil (CMM) (Tabela 1).



Tabela 1 Isolados de Fusarium udum e sequéncias de isolados de referéncia utilizados neste estudo.

CML Cod. Espécie Hospedeiro Origem geografica Pt EF-1a

CML 3227 MR 10 F. udum Passiflora edulis Janudria — MG + X

CML 3219 MR 13 F. udum Passiflora edulis Jaiba—MG X

CML 3225 MR 17 F. udum Passiflora edulis Jaiba— MG X

CML 3214 MR 30 F. udum Passiflora edulis Jaiba— MG X

CML 3226 MR 33 F. udum Passiflora edulis Jaiba — MG X

CML 3230 MR 35 F. udum Passiflora edulis Jaiba— MG + X

CML 3223 MR 77 F. udum Passiflora edulis Sebastido Laranjeira-BA + X

CML 2554 MP 211 F. udum Crotalaria ochroleuca  Lavras_MG + X

CML 2608 CMM 3104 F. udum Crotalaria ochroleuca  Recife-PE -+ X

CML 2617 F. udum Crotalaria ochroleuca  Lavras-MG, 2013 X

CML 2616 F. udum Crotalaria paulinea Terra Roxa PR, 2012 X

CML 2614 F. udum Crotalaria paulinea Seropédica RJ, 2012 X

CML 2612 F. udum Crotalaria ochroleuca  Lavras-MG, 2012 X

CML 2598 F. udum Crotalaria ochroleuca  Terra Roxa PR, 2012 X
CML2601 F. udum Crotalaria paulinea Terra Roxa PR, 2013 X
CML2609 F. udum Crotalaria ochroleuca  Lavras-MG, 2012 X

CML 2600 F. udum Crotalaria sp. Séo Luis MA, 2013 X

CML 262 F. tupiense Mangifera indica Brasil DQ452859
CML2592 ITEM 3586 F. udum Crotalaria juncea India X

CML 3240 ET NRRL 25194  F. udum Cajanus indius India, 1979 X

CML 3238 NRRL 25199  F. udum Cajanus cajan India X

CML 2645 NRRL 22949  F. udum Desconhecido Alemanha, 1925 AF160275

99



NRRL 25118  F. acutatum Homoptera Paquistao JF740744.1

NRRL 22016  F. subglutinans Zea mays EUA U34417

NRRL 25059  F. musae Musa sp. Honduras FN552086

NRRL 13566  F. fujikuroi Oryza sativa Taiwan U34415

NRRL 38273  F. oxysporum Passiflora edulis Austrélia FJ985362.1

CDFA 591 F. oxysporum Fassiflora edulis América do Norte JF332039.1

MRC 8544 F. konzum Sorgh astrumnuttans EUA EU220234

MUCL 52450 F. temperatum Desconhecido Bélgica HMO067695

NRRL 13617  F. phyllophilum Dracena derremensis Itdlia AF160274.1

*Abreviagoes das siglas: Pt= Teste de patogenicidade confirmada por Silva, TC; Mt= Matingtype; TEF-1 Cédigo do sequenciamento
da regido encontrada no Genbank

L9
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3.2 Caracteristicas morfologicas

3.2.1 Caracteristicas morfolégicas da fase assexuada

Todos os isolados avaliados apresentaram caracteristicas tipicas de F.
udum (Figura 1). Seu micélio € abundante, difuso e possui pigmentacao variada:
os isolados apresentaram inicialmente a coloragdo branca, tornando-se salmao,
alaranjada ou violeta. A taxa de crescimento micelial tem a média de 1,1 cm/dia.
Seus clamidésporos sdo globosos, formados nas hifas ou suas extremidades de
coloracio cinza-escura, podendo ser isolados ou aos pares, com paredes duplas e
verrugosas. Similar a F. oxysporum, apresenta fidlides curtas. Outros caracteres
morfolégicos avaliados foram: o tamanho dos esporos, forma e septacdo.
Microconidios estavam presentes em todos os isolados, agregados em falsas
cabecas, apresentando formato fusiforme e reniforme com tamanho variando
entre 5,0-6,5 x 1,5-2,0, com 0-1 septos (predominantemente asseptado) em todos
os isolados. Todos os isolados apresentaram macroconidios de tamanho
variando entre 10,5-22,5 x 1,05-3,5um. Os isolados possuem uma alta
capacidade de producdo de esporoddquio em fragmentos de folhas de cravo e
também na superficie do meio SNA. Os macroconidios produzidos em
fragmentos de folhas de cravo possuem formato falcado com presenga de 3-5
septos. A célula apical do macroconidio é pouco pronunciada, assim como a
célula pé. J4 os macroconidios produzidos no micélio aéreo possuem morfologia
muito varidvel, com 3-5 septos (predominantemente 3), célula apical fortemente

curvada e célula pé evidente.
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Figura 1 Fusarium udum. A: Esporodéquio formado em meio de cultura SNA +
folha de cravo. B: Macroconidios de 3-5 septos formados a partir do
esporodéquio. C-D: Macro- e microconidios formados no micélio
aéreo.

3.2.2 Inducao da fase sexuada

Todos os isolados tiveram o mating type identificado, sendo quatro do
idiomorfo MAT-1 e trés MAT-2. Esses isolados, quando cruzados com os
testadores do mating type oposto CML 2554 (MAT-1) e CML 2608 (MAT-2)
formaram protoperitécios apds sete dias; apds 15 dias foram observados
peritécios e a exsudagdo de cirros de ascosporos foi observada a partir de 21dias.

Os ascésporos germinaram em meio SNA.
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3.2.3 Caracteristicas morfoldgicas da fase sexuada

Os peritécios produzidos em condi¢cdes de laboratério foram
superficiais, agregados ou solitdrios, ndo apresentando base estromdtica, com
formato obovéide 355-520 pum de altura e 311-375um de largura. Os ascos
possuem oito ascosporos, com 1 septo predominantemente, com presenca de
uma leve constricao nos septos. Ascosporos obtidos de cruzamentos assim como
de substrato natural germinaram em SNA, produzindo culturas tipicas de F.

udum (Figura 2).

il 225
g |

Figura2  Fusarium udum. A: Peritécios formados a partir de cruzamento em meio
cenoura-agar. B: Peritécios exsudando ascdsporos. C: Ascosporos.

3.3 Analise filogenética

Os isolados de Fusarium udum obtidos do maracujazeiro agruparam
com os isolados de referéncias (ITEM 3586 e NRRL 22540) oriundos de
Crotalaria. Na andlise filogenética do gene TEF-1 formou um subgrupo apenas
com os isolados de Passiflora edulis e de Crotalaria obtidos do Brasil e India.
Outros isolados de Fusarium udum, provenientes da India e Africa, obtidos de

Cajanus, formaram dois subgrupos distintos (Figura 3).



Figura 3
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CMM 3104 Fusarium udum
CML 2609
NRRL 22540 Fusarium udum
CML 2601
CML 2598
ITEM 3586 Fusarium udum
— CML 2614
CML 2616
CML 2617
MP 89
MR 13
MR 77
CML 2612
CML 2600
MR 30
MR 17
98 MR 33
MR 35a
MR 10
84 |NRRL 25194 Fusarium udum
NRRL 25199 Fusarium udum
FRC L-400 Fusarium xylarioides
NRRL 13617 Fusarium phyllophilum
NRRL 25486 Fusarium xylarioides
NRRL 22949 Fusarium udum
NRRL 25313 Fusarium udum
IMI 275452 Fusarium udum
NRRL 25118 Fusarium acutatum
NRRL 25331 T Fusarium circinatum MP H
MUCL 52450 Fusarium temperatum MP K
NRRL 22016 Fusarium subglutinans MP E
MRC 8544 Fusarium konzum MP |
CML 262 T Fusarium tupiense MP L
NRRL 25623 T Fusarium sterilyphosum
NRRL 13448 T Fusarium nygamai MP G
— FGSC 7600 Fusarium verticillioides MP A
100 L——— NRRL 25059 T Fusarium musae
NRRL 22045 Fusarium thapsinum MP F
NRRL 13999 T Fusarium sacchari MP B
NRRL 25226 Fusarium mangiferae
NRRL 13566 T Fusarium fujikuroi MP C
NRRL 22944 Fusarium proliferatum MP D
NRRL 22549 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
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99

100 NRRL 38273 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
99 | CDFA 591 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

Arvore filogenética de méxima verossimilhanca das espécies do complexo
Fusarium fujikuroi usando sequéncias de TEF-1. F. oxysporum f. sp. passiflorae
foi utilizado como outgroup. Os valores de bootstrap, 1.000 repeticdes, sdo
indicados em porcentagem acima e abaixo dos internddios, mdxima parcimOnia
(MP) Abreviagdes: AC - Colecdo Acleide Cardoso; CDFA - California
Department of Food and Agriculture, Califorinia; CML - Colecdo Micoldgica de
Lavras; FOP - Embrapa Mandioca e Fruticultura; FGSC = Fungal Genetics Stock
Center, Missouri, Kansas City; ITEM, Agri-Food Toxigenic Fungi Culture
Collection, Institute of Sciences of Food Production, Bari, Itdlia; MR —Colecdo
micoldgica Unimontes- Janatba; MRC, Medical Research Council, Tygerberg,
Africa do Sul; MUCL, Mycotheque de 1’Universite Catholique de Louvain,
Louvain-la-Neuve, Bélgica; IMI, CABI Bioservices, Egham, Surrey, UK; NRRL
- Northern Regional Research.
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3.4 Teste de patogenicidade

Apoiado no resultado filogenético realizou-se o teste de patogenicidade
com os isolados de Fusarium udum, fundamentando a hipétese que esse também
poderia induzir sintomas em outras plantas cultivadas. O teste de patogenicidade
foi realizado tré€s vezes. De acordo com a andlise do teste Qui-quadrado. A
porcentagem de plantas que apresentaram sintomas de amarelecimento com
isolados de F. udum causando sintomas de amarelecimento no maracujazeiro
variou de 16 a 41%. Na cultura do feijao guandu 16 a 66%, Crotalaria 25 a
83%, pepineiro 100%, algodoeiro 50 a 83%, feijdo-carioca 25 a 58%, tomateiro
92 a 100% (Tab. 2, 3 e 4).

A porcentagem de plantas que apresentaram amarelecimento variou de
16 a 41% no maracujazeiro, feijdo guandu 25 a 83%, Crotalaria 16 a 66%,
pepineiro 100%, algodoeiro 50 a 83%, feijao carioca 33 a 58% e tomateiro 92 a
100%. Nao foram observadas incidéncia ou patogenicidade de F. udum nas
testemunhas.

O sistema radicular de todas as plantas inoculadas apresentou sintomas
necréticos visiveis. Obteve-se os isolados com as mesmas caracteristicas
morfoldgicas completando o postulado de Koch (Figura 1). Os sintomas de
murcha apresentados nas plantas de maracujazeiro foi entre 20-58 dias pds a
inoculacdo. As plantas mudaram a coloragdo das folhas de verde-brilhante a
verde-pdlido ou verde-amarelado onde os sintomas evoluiram para murcha e
morte das plantas.

Os mesmos isolados, quando inoculados em tomate e pepino,
provocaram morte nas plantas entre 7-12 DAl e 7 a 40 DAL, respectivamente. Os
sintomas de murcha iniciam-se pelas folhas basais que perdem a turgidez,
tornam-se amareladas, apresentam crestamento do limbo e, finalmente, cairam.
Nas raizes das plantas, pode-se observar o escurecimento dessas, onde

evidenciou a presenca do patégeno.
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No algodoeiro, a murcha se manifestou 30-51 DAL Os primeiros
sintomas caracterizaram-se pela murcha de algumas folhas e ramos e observou-
se uma severa reducdo de crescimento. Internamente, observou-se a
descoloracio dos feixes vasculares.

Em feijao guandu e feijao carioca, a murcha se manifestou 17-39 DAL
Os sintomas observados foram de clorose acompanhada de queda prematura das
folhas onde evoluiu para murcha e morte das plantas. Ao seccionar
longitudinalmente os feixes o caule, pode-se perceber uma descoloragdo dos
feixes vasculares com uma pigmentagdo castanha.

Em Crotalaria, a murcha se manifestou 38 DAI O sintoma inicial foi o
amarelecimento internerval nas folhas e plantas com murcha. Ao seccionar
longitudinalmente os feixes o caule, pode-se perceber uma descoloracdo. Em
nenhum tratamento testemunha foi observado a manifestacdo de sintomas de

Fusariose.



Tabela 2 Média percentual do niimero de plantas que apresentaram sintomas de amarelecimento nas tré€s repeti¢cdes do
experimento.

ISOLADO / %MORTE
ESPECIE

Passiflora edulis 16,66 33,33 33,33 33,33 41,66 16,66

Cajanus cajan 25 50 33,33 33,33 83,33 0

Crotalaria ochroleuca 16,66 50 58,33 66,66 66,66 0

Cucumis sativus 100 100 100 100 100 0

Gossypium hirsutum 50 50 50 75 83,33 0
Phaseolus vulgaris

Solanum lycopersicum
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Tabela 3 Média percentual do niimero de plantas que apresentaram sintomas de murcha nas trés repeti¢cdes do
experimento.

ISOLADO / %MORTE
ESPECIE

Passiflora edulis 16,66 33,33 33,333 33,33 41,66 16,66

Cajanus cajan 25 50 33,33 33,33 83,33 0

Crotalaria ochroleuca 16,66 50 58,33 66,66 66,66 0

Cucumis sativus 100 100 100 100 100 0

Gossypium hirsutum 50 50 50 75 83,33 0
Phaseolus vulgaris

Solanum lycopersicum




Tabela 4 Média percentual do niimero de morte de plantas nas trés repeticdes do experimento.

ISOLADO / %MORTE
ESPECIE

Passiflora edulis 16,66 33,33 33,333 33,33 41,66 16,66

Cajanus cajan

Crotalaria ochroleuca

Cucumis sativus

Gossypium hirsutum 50 50 50 75 83,33 0

Phaseolus vulgaris 25 33,33 41,66 33,33 58,33 0

Solanum lycopersicum 91,66 100 100 100 100 0




Figura 4

F. udum inoculado em raizes de plantas. A: Cajanus cajan com o
isolado CML 2608 30 DAI. B: Solanum lycopersicum com o
isolado CML 3230 15 DAL C: Gossypium hirsutum com o
isolado CML 2608 58DAI. D: Passiflora edulis com o isolado
CML 3227 58 DAI. E: Phaseolus vulgaris com o isolado CML
3223 45 DAL F: Crotalaria ochroleuca com o isolado CML 3230
58 DAL G: Cucumis sativus com o isolado CML 3223 15 DAL
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4 DISCUSSAO

Andlise de filogenia, compatibilidade sexual, caracterizagdo morfolégica
e teste de patogenicidade evidenciaram que F. udum induz sintomas de murcha
nas plantas avaliadas. O filograma demonstrou que os isolados de F. udum nao
formaram um grupo monofilético, tendo F. phyllophilum e F. xylarioides no
mesmo clado, o que evidencia que a andlise da regido EF-1a nao foi suficiente
para separar essas espécies. Resultados semelhantes foram obtidos por Geiser et
al. (2005), onde a arvore resultante da regido EF-la indicou uma relacdo
filogenética muito préxima entre F. udum, F. phylophilum e F. xylarioides com
0 apoio de 98% de bootstrap.

No entanto, andlises de Maxima Parcimdnia (MP) de sequéncias
combinadas de EF-1a e RPB2, os isolados de F. udum de Cajanus cajan e
Crotalaria spp. formaram um clado tnico com isolados de referéncia da India,
Malawi e Alemanha, tendo como grupo irmao F. phyllophilum e F. xylarioides
(Melo, 2014). Sendo assim, inferimos que a inclusdo de outras regides génicas
possa melhorar a resolucdo da arvore.

Na caracterizag@o morfoldgica pode-se observar que a fase assexuada de
F. udum possui marcadores morfoldgicos que s@o idénticos aos representantes
das distintas linhagens de F. oxysporum f. sp. passiflorae: coloragdo das
coldnias, formato e tamanho de fidlides, forma e septacdo dos conidios. Nesse
contexto, torna-se improbo separd-las a partir da morfologia.

No teste de patogenicidade em maracujazeiro, os resultados das
varidveis avaliadas: amarelecimento, murcha e morte de plantas ndo variaram
entre os isolados, pois, apesar do baixo nimero de plantas mortas, os isolados
foram capazes de infectar os tecidos das plantas inoculadas e manifestar
sintomas necréticos nas raizes, confirmando a associagdo patdégeno-hospedeiro

pelo postulado de Koch. Resultados semelhantes foram relatados por Dariva
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(2011). A sintomatologia apresentada também foi semelhante a Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae descrita por Viana et al. (2003).

A sintomatologia de F. udum nas outras plantas inoculadas foi similar a
causada pelas formae speciales descrita em cada cultura. Em tomateiro,
assemelha-se a F. oxysporum f. sp. lycopersici (Reis et al. 2005), em pepineiro a
F. oxysporum f. sp. melonis (Jacobson & Gordon 1991), em feijao guandu e
feijdo carioca a F. oxysporum f. sp. phaseoli (Pereira et al. 2013); no algodoeiro
a F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Silva et al. 2007) e em Crotalaria sao
compativeis aos sintomas observados por Melo (2014).

A partir da média dos parametros de morte de plantas pode-se inferir a
sensibilidade dessas culturas a F. udum, que ndo € apenas um patdgeno de
crotalaria e feijao guandu, como reportado anteriormente. Os resultados deste
trabalho contribuirdo para o melhor conhecimento sobre a biologia do fungo e
poderd auxiliar em trabalhos futuros de melhoramento genético e métodos de

controle.
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CONSIDERACOES FINAIS

A fusariose € uma das doengas mais devastadoras do maracujazeiro, pois
provoca interrupcao da absorcdo de dgua, murcha imediata, colapso e morte das
plantas, independente do estidgio de desenvolvimento, reduzindo de forma
significativa a vida 1util dos pomares, antes mesmo de iniciar o ciclo de
producdo. O agente causal da murcha do maracujazeiro foi descrito como
Fusarium oxyporum f. sp. passiflorae, por possuir as mesma caracteristicas
morfolégicas de Fusarium oxyporum. Porém, a andlise filogenética do nosso
trabalho, através do sequenciamento da regido fator de elongacdo (TEF-1)
demonstrou que esses isolados formaram 3 linhagens distintas dentro do
complexo de espécies F. oxysporum e também que 7 isolados se agruparam com
Fusarium udum, espécie pertencente ao complexo de espécies Fusarium
Sujikuroi. A partir desse resultado, objetivamos comprovar a patogenicidade
desses isolados ao maracujazeiro e outras plantas cultivadas. Duas metodologias
foram utilizadas para inoculacio de F. oxysporum e F. udum.

No primeiro procedimento foi utilizada a metodologia proposta por
Oliveira et al. (2014): os isolados MR 77, CML 2608, CML 2554, MR 10, MR
35a (F. udum) MR 32, MR 78, MR 25, FOP 2 e CAJ (F. oxysporum) foram
multiplicados em placas de Petri contendo meio Malte, as quais foram mantidas
em BOD a 25°C no escuro por 15 dias. Apds esse periodo, os esporos contidos
nas colonias foram colocados em suspensio, transferidas para hemacitometro e,
a concentracio ajustada ao microscépio éptico para 7,0x10° esporos mL™. Em
seguida a suspensdo de conidios foi transferida aos vasos com solo arenoso de
forma que ele atinja 70% da capacidade de campo. Em cada vaso foram
semeadas quatro sementes das cultivares BRS Sol Cerrado (maracujd), Super
Marmande (tomate), IAC Alvorada (feijdo), Delta Opal (algoddo) e Shibata
(pepino). O ensaio foi mantido em casa de vegetacdo e o solo foi irrigado 24

horas apds a infestacdo. Apds a emissdo de um par de folhas verdadeiras, foi
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realizado o desbaste deixando apenas uma planta por vaso. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo, no delineamento de blocos casualizados
(DBC). Cada tratamento foi composto por um isolado representativo de cada
linhagem ou espécie de acordo com os resultados das andlises filogenéticas. A
testemunha foi constituida de plantas ndo inoculadas. Cada parcela foi composta
por quatro vasos contendo uma planta cada. As irrigacdes foram realizadas
diariamente, pela manha, até que o teor de umidade do solo atingisse 60% da
capacidade de campo. As avaliacdes de incidéncia de plantas com sintomas
foram realizadas durante 60 dias. Nessa metodologia, nenhum sintoma foi
observado nas plantas, entdo, consideramos que essa foi inadequada para o
nosso teste. Com a metodologia 2 (Silva et al. 2011) descrita nesse trabalho,
conseguimos observar sintomas tipicos de Fusariose.

A avaliac@o dos marcadores morfoldgicos demonstrou que isolados de
F. oxysporum e a fase assexuada F. udum possuem caracteristicas morfolégicas
idénticas. Sendo assim, ndo existem marcadores morfolégicos para separar esses
patogenos. Este trabalho € o primeiro relato de F. udum associado a murcha do
maracujazeiro no Brasil. Inferimos que muitos outros patégenos que causam
murcha em plantas cultivadas que possuem as mesmas caracteristicas
morfoldgicas de F. oxyporum possam ser, na verdade, espécies pertencentes a

outros complexos.
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