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RESUMO GERAL

O complexoFusarium solani(FSSC) é representado por cerca de 60
espécies filogeneticamente distintas. Neste estpdriendeu-se investigar as
seguintes questfes: Quantas linhagens filogengtcadentificadas no FSSC
estdo presentes em uma cole¢do de 52 isoladoside wdgens geograficas, de
diferentes plantas e do solo no Brasil? Existelmlgens filogenéticas ainda ndo
identificadas? O uso do conceito filogenético e Idgiwo, quando
complementado, pode ajudar na definicdo de esp@ci€SSC para os isolados
avaliados? Os objetivos foram: i. verificar a dsidade de espécies do FSSC no
pais por meio de analises filogenéticas das regi@éagcasRPB2e EF-1¢; ii.
desenvolveprimers para determinar mating typedos isolados do FSSC e iii.
identificar a presenca de espécies biologicas eedrisolados estudados por
meio de cruzamentos em laboratdrio. No presentel@s87 isolados do Brasil
foram agrupados em 12 linhagens filogenéticasntéstido Clado 3 do FSSC,
sendo, para 10 linhagens, registros inédfokeratoplasticunfoi previamente
registrada no Brasil em associacdo com a micoserfizipl em humanos e foi
reencontrada neste estudo associada a pimentardo#As linhagens FSSC 5,
FSSC 7, FSSC 9, FSSC 20 e FSSC 34 foram repreaenpad isolados de
varias plantas e solo, embora tenham sido desdriiamimente, em associa¢do
com humanos e animais. Nove isolados homotalicoagpagam-se em trés
linhagens filogenéticas distintas: FSSC 8 (clhdmcosmospojaFSSC 21 K.
striatun) e FSSC 33 e sdo associados a material vegetadcies bioldgicas
foram identificadas por meio geimers desenvolvidos no presente estudo para
determinar amating typepara as espécies do FSSC. Apds a determinacdo dos
mating typesisolados da mesma linhagem filogenética forammstiolos a
cruzamentos em laboratério. Duas linhagens filoteae identificadas também
representam distintas espécies biolégicas: na FEZES@AP-II, f. sp.batatag,
cruzamentos férteis foram obtidos entre isoladoBrdsil de pimenta-do-reino e
isolado da MP-Il, sendo o primeiro relato dessa MPpais, e FSSC 31, que
representa uma espécie filogenética e biolégicacquea doenca na pimenta-
do-reino. Em duas MPs conhecidas (MP-1V, f. spnthoxylj e (MP-V, F.
petroliphilum) foram determinados awating typeslos isolados testadores, por
meio dosprimersdesenvolvidos no estudo e cruzamentos férteisnfaratidos
entre eles. Nova MP foi identificada entre isolagi@gogénicos a soja. Nos
isolados homotdlicos, ocorreu amplificacdo de anmds&liomorfos. No Brasil
existe grande diversidade de linhagens filogergtieabioldégicas do FSSC
associadas a plantas economicamente importantes.

Palavras-chave: Filogenia molecular. Mating populations. Idiomorfos.
Heterotalismo. Homotalismo.



GENERAL ABSTRACT

The Fusarium solani species complé@xSSC)is represented by around
60 species phylogenetically distincthrough these studies we intended to
investigate: (i) how many phylogenetic lineageseady identified in the FSSC,
are present in a collection of 52 isolates fromiowss geographical origens,
different plants and soils of Brazil? (i) are thephylogenetic lineages not
identified yet? (iii) from the assessed straing tisage of phylogenetic and
biological concepts, when complemented, may helghim identification of
species in the complex? These studies aimed tovefify the diversity of
species of the complex in Brazil through phylogenahalysis based oRPB2
andEF-1o datasets; (ii) to develop primers for identifioatthe mating types of
the isolates in FSSC; and (iii) identify the preszif biological species among
studied isolates by crossing in the laboratoryrtyfseven isolates from Brazil
were grouped in 12 distinct phylogenetic lineagethe clade 3 in the FSSC, of
which 10 lineages are unpublished recoFikeratoplasticunhas already been
reported in Brazil in association with superficialycosis in humans and was
found in this study in association with black papfde lineages FSSC 5, FSSC
7, FSSC 9, FSSC 20 and FSSC 34 were representmmlates obtained from
various plants and soils, although they have ajrebden described in
association with humans and animals. Nine homatheiblates are associated
with plant material and were grouped in three ddtiphylogenetic lineages:
FSSC 8 (Noecosmosporaclade), FSSC 21(F. striatun) and FSSC 33.
Biological species were identified by developedrats in the present study to
determine the mating type for the species of FSSfter determination of
mating type, isolates of the same phylogeneticalijgewere subjected to the
crossing in the laboratory. Two phylogenetic linemgdentified also represented
distinct biological species: (i) in the FSSC 23 @UPf.sp. batatag, fertile
crossings were obtained among isolates of blackgrefpom Brazil and isolate
of MP-Il, being the first report of that MP in tlmuntry; and (ii) FSSC 31
represents a phylogenetic and biological specielwbauses disease in black
pepper. From two known MP, MP-IV, f.sganthoxyli and MP-V, F.
petroliphilum were determined the mating types of the isoldtster by
developed primers in this study and, fertile cnogsiwere obtained among
them. A novel MP was identified among isolates pgénic of soybean. From
homothallic isolates was amplified both idiomorpiibere is in Brazil a wide
diversity of biological and phylogenetic lineagestlne FSSC associated with
economically important plants.

Keywords: Molecular phylogeny. Mating populationsldiomorphs.
Heterothallism. Homothallism.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

O Fusarium solanspecies complexou FSSC, compreende espécies de
patdégenos associados a varias doencas em plantas@camente importantes,
como soja, feijdo, pimenta-do-reino e ervilha, @rtutras. Existem também
patégenos de humanos e de animais, espécies masldm® toxinas, enddfitas e
saproéfitas (MATUO; SNYDER, 1973; O'DONNELL, 2000;HANG et al.,
2006).

Muitas espécies e populagbes do FSSC foram ideadidis
primeiramente com o nonte solanie, posteriormente, classificadas farmae
speciales com base na patogenicidade especifica a detetaiplanta. No
entanto, o conceito de espécie baseado somentarantezes morfolégicos ndo
reflete a real diversidade de espécies e populagsese complexo (BAAYEN et
al., 2000; O'DONNELL, 2000). Conhecimentos geradhsante as Ultimas
décadas, por meio de filogenia molecular e congdiioloégicos, permitiram
uma definicdo mais precisa no sistema de identficadas espécies do FSSC
(MATUO; SNYDER, 1973; O'DONNELL, 2000).

Existem, no complexoF. solanj diversas espécies biolégicas e
filogenéticas distintas, distribuidas em trés clafMATUO; SNYDER, 1973;
O’'DONNELL, 2000). O Clado 1 é representado polados da Nova Zelandia;
o Clado 2 é formado por patdgenos associados & sadeijao provenientes da
América do Sul e da Asia e o Clado 3, mais diveéscomposto por patégenos
de varias plantas cultivadas e espécies de ambiesitalar da Africa, Asia e
América do Sul (O'DONNELL, 2000). Atualmente, exist cerca de 60
espécies filogenéticas no FSSC, algumas delasdbitambém como espécies
biolégicas oumating populationgMP) (NALIM et al., 2011; O'DONNELL et
al., 2008; ZHANG et al., 2006).



Em estudos baseados em genotipagem de multiloédsneiou-se a
diversidade de haplétipos que foram designadosmedo de polimorfismo de
nucleotideos (CHANG et al., 2006; O'DONNELL et &Q08; ZHANG et al.,
2006). No intuito de avaliar as relagcbes evolutidas isolados do FSSC de
humanos, ambiente hospitalar, animais, plantas® goatro grandes grupos
foram identificados nas analises filogenéticas.t&mios os grupos foi observada
a inespecificidade de hospedeiro (ZHANG et al.,&00

Em 2005 e 2006, varios surtos de ceratite, inflémarzular, ocorreram
em varias cidades dos EUA e foram associados adeisolucdo de lentes de
contato. F. solani foi identificado, em 70% dos casos, como agentesala
(CHANG et al.,, 2006). Diante desse fato, diversosras trabalhos foram
realizados com o foco principal em isolados do F2S€obciados a micoses
(O'DONNELL et al., 2008; SHORT et al., 2011).

No complexoF. solaniexistem 39 linhagens filogenéticas identificadas
no Clado 3, as quais recebem a denominacdo FSSE& umai nimero
correspondente a linhagem (CHANG et al., 2006; (RMELL et al., 2008;
SHORT et al., 2011). Desse total, somente seisnfdmmalmente descritas:
Fusarium petroliphilum (FSSC 1), Fusarium keratoplasticum(FSSC 2),
Fusarium falciformg(FSSC 3+4)Fusarium lichenicolaFSSC 16),Fusarium
ambrosium(FSSC 19) d~usarium striatum(FSSC 21) (GADD; LOOS, 1947;
SHERBAKOFF, 1915; SHORT et al.,, 2013; SUMMERBELLCISROERS,
2002).

O conhecimento da diversidade de espécies do FSS@rasil é
limitado. De todas as linhagens filogenéticas iifieatlas, apenas para quatro
delas ha o registro no paiSusarium keratiplasticum“Fusarium falciformg
FSSC 3+4, FSSC 31(f. spiperi9 e FSSC 35Kusariumsp.). Com execcao da
linhagem FSSC 31, representada por um isolado dsilBde Piper nigrum
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todas as outras linhagens sdo representadas erohgsite por isolados
associados a micose, em diferentes paises (O'DOMNNIERI., 2008).

Além do uso de filogenia com a andlise de variosegge outra
abordagem, como o uso do conceito biolégico emers para determinar
mating typespode ser utilizada no processo de identificagiiceshécies em
populacdes de fungos em que marcadores morfol6gséms escassos ou
inexistentes, como ocorre no FSSC (LESLIE; SUMMERE2006).

No FSSC existem espécies heterotélicas; reprodseaaml ocorre entre
isolados demating type®postos MAT-1e MAT-2) e, em espécies homotalicas,
reproducdo sexual ocorre a partir de um Unico deplgois osmating types
coexistem no mesmo genoma (LESLIE; SUMMERELL, 209&IN et al.,
2000) No Clado 3 do FSSC foram identificadas MPs por ndei@ruzamentos
no laboratério, denominadas de MP-I a MP-VII (MATUSGNYDER, 1973),
entre isolados dd-. keratoplasticume entre isolados d&. petroliphilum
anteriormente denominada MP-V (MEHL; EPSTEIN, 20GHORT et al.,
2013). No Clado 2, cruzamentos entre isoladosFdsarium tucumaniae
(COVERT et al., 2007).

Primers degenerados foram desenvolvidos para determirgding type
para varias espécies do géneusarium(KERENYI et al., 2004). Essgsimers
foram testados com isolados do FSSC, entretantplifmaram somente o
idiomorfo MAT-2 O desenho d@rimers especificos para determinarating
typeno FSSC pode auxiliar estudos de indugéo da fasmda em laboratério e
identificar novas espécies bioldgicas. Além dissazonceito biolégico pode
complementar estudos com morfologia e filogeniaecwar nesse complexo.

A diversidade de espécies no FSSC pode ser muitdor,ma
principalmente nos trépicos, do que ja foi relataaté o momento. A

identificac@o correta dos patégenos de plantagniteais ou de humanos, do
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FSSC, e sua biologia reprodutiva sdo importantes foanecer subsidios para o

manejo de doengas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e diversidade de espécies no complexosarium solani

O complexoFusarium solaniou FSSC (teleomorfelaematonectrisou
NeocosmospojaNALIM et al., 2011; ROSSMAN et al., 1999), é cposto por
diversas espécies importantes, como patdgenos rikes ydlantas cultivadas,
patégenos de humanos e de animais, e algumas espécdutoras de toxinas,
enddfitas e saprobias (NALIM et al., 2011; O'DONNEI2000; ZHANG et al.,
2006). As populacdes do FSSC sao responsaveisapasvdoencas em plantas
economicamente importantes, como podriddo vernddhaiz na soja, podriddo
radicular no feijao, fusariose na pimenta-do-reenaa ervilha, podriddo seca e
murcha em batata-doce, entre outras. A diversiddde populagcbes é
evidenciada pela quantidade fiemae specialegonhecidas, que representam
varias espécies biologicas e filogenéticas diginf@ DONNELL, 2000;
O’'DONNELL et al., 2008).

O conceito de espécie baseado, principalmente, amacteres
morfoldgicos, patogenicidadef@mae specialegpode nao refletir a diversidade
real de espécies e populacBes no FSSC. Além dissle omitir as relacGes
filogenéticas, a distribuicdo geografica e a vaikd de hospedeiro
(O'DONNELL et al., 2008, 2010). Existem fortes e¥ittias de que, em regides
tropicais e subtropicais do Brasil e de outros gmipode existir um numero
consideravel de novas espécies (O'DONNELL et 81,02

O FSSC é composto por, aproximadamente, 60 espécies
filogeneticamente distintas, distribuidas em trigslas (NALIM et al., 2011;
O'DONNELL et al.,, 2008; ZHANG et al., 2006): o Cladl, composto por
isolados da Nova Zelandia; o Clado 2, formado pmlados associados a
sindrome da morte sibita da soja (SDS) e a podriiiaaiz do feijao,

provenientes da América do Sul e da Asia, e o CRadmmposto por patdgenos
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de outras plantas e de espécies de importanciaeaglencontradas na Africa, na
Asia e na América do Sul (O’'DONNELL, 2000).

A diversidade de espécies no FSSC foi analisad#fjimio, além de
patégeno de plantas, isolados provenientes de sskgciados a infeccdes
humanas e a ambiente hospitalar. Foram identif&cadjoatro grupos,
denominados de Grupo 1 a 4. Todos os grupos forpnesentados por
membros do FSSC que causam infecces em humanom elantas,
demonstrando a inespecificidade de hospedeiro. dgpea Grupos 1 e 2 foram
definidos como linhagens filogenéticas com altcostg(ZHANG et al., 2006).

Entre os anos de 2005 e 2006, surtos de cerataenfoegistrados em
diferentes cidades dos EUA, relacionados com cdntgg&o de solucdo de
lentes de contatdr. solanifoi identificada como agente causal em 70% dos
casos analisados. No mesmo estudo foram realizaddises de genotipagem de
multilocus e identicadas sete espécies filogergtisa FSSC e diferentes
haplétipos encontrados a partir de polimorfismadeleotideos. Nomenclatura
foi proposta para as linhagens, sendo utilizadomenFSSC mais o nimero que
corresponde a espécie (ex: FSSC 1). Para cadaipapdutilizado um namero,
gue corresponde a espécie e uma letra mindscskqugncia tipo (ex: 1a, 1b,
1c) (CHANG et al., 2006).

Ao todo, ja foram identificadas e nomeadas 39 ljeha filogenéticas
no Clado 3 do FSSC, com a denominacao FSSC e urarnlrorrespondente a
linhagem (ex. FSSC 2) (CHANG et al., 2006; O'DONNEEt al., 2008;
SHORT et al.,, 2011). Apenas seis linhagens foram€mdbmente descritas:
Fusarium petroliphilum(FSSC 1), antiga MP-VFusarium keratoplasticum
(FSSC 2);Fusarium falciformgFSSC 3+4), linhagens FSSC 3 e FSSC 4, néo
resolvidas como espécies filogenéticas (CHANG gt24106; ZHANG et al.,
2006) e combinadas provisoriamente com base ngagrento dos isolados de

ambas as linhagens com isolado$-dearium falciformgO’'DONNELL et al.,
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2008); Fusarium lichenicola(FSSC 16);Fusarium ambrosium(FSSC 19) e
Fusarium striatum(FSSC 21) (GADD; LOOS, 1947; SHERBAKOFF, 1915;
SHORT et al., 2013; SUMMERBELL; SCHROERS, 2002).

No Brasil ha registro de somente quatro das 3tafiens identificadas
no FSSC:FSSC Z( keratoplasticurjy FSSC 3+4K. falciformg, FSSC 31 (f.
sp. piperis) e FSSC 35Kusariumsp.). Todas essas linhagens séo representadas
exclusivamente por isolados associados a micoseliferantes paises, exceto a
linhagem FSSC 31, representada por um isolado dgilBde Piper nigrum
(O'DONNELL et al., 2008).

2.2 Nomenclatura da fase sexuada no FSSC

Ao longo dos anos, diversos nomes foram proposios @ teleomorfo
do FSSC, comoHypomyces Nectria Neocosmosporae Haematonectria
Andlises filogenéticas utilizando sequéncias de Dié@elaram queNectria’
haematococcae Neocosmospora vasinfecmrmaram um grupo irmdo de
Nectria cinnabarina Assim, as espécies dd." haematococca deFusarium
(secaoMartiella) foram incluidas no géneideocosmosporROSSMAN et al.,
1999) No entanto, em estudos posteriores revelou-se xjsiaen diferencas no
anamorfo e no teleomorfo dessas espécies. O armmeiil. vasinfectafoi
considerado como Acremonium conidios e asclsporos asseptados.
Possivelmente, isolados dscremoniumperderam a habilidade de produzir
macroconidios e ascosporos septados (O'DONNELL; GR2995). Diante
disso, um novo género, denominadaematonectriafoi proposto a partir de
‘N’. haematococca caracterizado por peritécios globosos ou piriEsm
ascosporos elipsoides com um septo e estriado (RAE:t al., 1999)

Trés espécies estdo incluidas no génekaematonectria
Haematonectria haematococca/F. solaHiaematonectria ipomoeae/Fusarium

striatum e Haematonectria illudens/Fusarium illudens reproducéo sexual de
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populac¢des do FSSC pode ser heterotalica ou hdaozotBimH. haematococga
populacdes heterotalicas tém sido encontradas em@svdlantas cultivadas e
podem representar espécies distintas, principaéramido a rapida especiacdo
em resposta as atividades agricolas. HEnpomoeagsao encontradas espécies
homotalicas ou autoférteis e o anamorfo é denomirdalF. striatum que
corresponde a um sindnimo e Solani(O'DONNELL, 2000; O'DONNELL;
GRAY, 1995; ROSSMAN et al., 1999).

No XVIII Congresso Internacional de Boténica, reatio em
Melbourne, em julho de 2011, na Australia, foranopmstas mudancas na
nomenclatura dos fungos para os préximos anosjdssasdo “um fungo, um
nome”, com 0 uso exclusivo do nome do anamorfo (NPR., 2011).
Seguindo o Cddigo Internacional de Nomenclatur8lNTpara algas, fungos e
plantas, bem como a proposta de Geiser et al. 20180 do hom€&usarium
seria adotado sem a necessidade do uso do norakedmbrfo. A proposta seria
interessante para as espécies do FSSC, diantenfls&o taxondmica existente
na nomenclatura da fase sexuada para esse complexo.

2.3Mating type e o conceito da espécie hiolégica no FSSC

O ciclo de reproducdo sexual em fungos, assim cao® demais
eucariotos, passa pelos processos de acasalameetdnclui fusdo celular,
fus@o nuclear e meiose, para produzir descend§anigticamente recombinante
(COPPIN et al., 1997). A terminologia utilizada patescrever um sistema de
cruzamento entre fungos é denominadandding type Existe um locoMAT
com dois idiomorfosMAT-1 e MAT-2 que sdo sequéncias nao relacionadas,
presentes ha mesma posi¢cdo do cromossomo (LESUMMERELL, 2006;
TURGEON; YODER, 2000). Em espécies heterotalicas aotpestéreis, a
reproducdo sexual € possivel entre dois isoladawatang typesopostos. Em

espécies homotalicas, os dois idiomorfos coexist®m mesmo genoma,
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fundidos ou diretamente ligados, e estas espéoi@pletam o ciclo de vida a
partir de um dnico esporo, por isso sdo consideraddoférteis (LESLIE;
SUMMERELL, 2006)

Os genes dos idiomorfdd AT apresentam regides conservadas entre
ascomicetos filamentosos; os componentes basica@s fancdo deles séo
constantes, embora a organizagdo estrutural pcmsar \de acordo com a
espécie (TURGEON; YODER, 2000). Os gene\T de muitos fungos
filamentosos tém sido estudados, principalmente Meurospora crassa
Podospora anserina patdgenos de plantas co@ochliobolus heterostropu®
conhecimento da estrutura organizacional e da efiolldo geneMAT em
Fusariumainda é limitado, sendo as espécie§&dsberellamais bem estudadas
para esse género (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Espécies heterotalicas apresentam, no idiombtAr2, uma regido
conservada entre o0s ascomicetos, que codifica uanpogrde proteinas
denominado déligh mobility group(HMG-box). O grupo de proteinas HMG-
box desempenha papel importante na ascosporogénesedeterminacdo de
cruzamentos especificos. O idiomoNBAT-1 é relativamente mais complexo,
codifica um grupo de proteinas denominado debox com trés transcritos
(MAT-1-1, MAT-1-2 e MAT-1-3, estanddVIAT-1-1relacionado a formacgédo de
peritécios e ascésporos, MAT-1-2 e MAT-1-3 aumentam a eficiéncia dos
cruzamentos (LESLIE; SUMMERELL, 2006; YUN et alQ(D).

O conceito bioldgico por meio de cruzamentos erorktidrio pode ser
utilizado para fornecer evidéncias de espécie@ichs. Espécie biologica é
definida pela capacidade de produzir cruzamenttsigésomente entre isolados
de uma mesma MP. Técnicas baseadas em reacdo em dadpolimerase
(PCR) foram desenvolvidas para facilitar a deteagéio demating typese,

assim, evitar o trabalho laborioso de fazer nunmerosruzamentos em
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laboratério. ApGs determinar osating typeso cruzamento é realizado somente
entre isolados opostos (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Experimentos de inducdo da fase sexuada em laborggérmitiram
caracterizar distintas espécies bioldgicas no C&do FSSC: MP-I a MPV-II
(MATUO; SNYDER, 1973);F.solani f. sp. piperis patégeno da fusariose da
pimenta-do-reinof. keratoplasticune F. petroliphilumassociadas a micoses
em humanos (MEHL; EPSTEIN, 2007; SHORT et al., 3043no Clado 2,
F.tucumaniae patdégeno da SDS na soja (COVERT et al., 2007). spg@es

biol6gicas também correspondem a espécies filogasélistintas.

2.4Primers para identificacdo demating typesno FSSC

Regides conservadas dos gelhEST foram utilizadas para desenvolver
primers degenerados que podem ser utilizados para amplgiequéncias de
ambos os idiomorfos de muitas espéciesdsarium(KERENYI et al., 2004;
LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Com o uso deprimers degenerados, desenvolvidos para amplificar o
idiomorfo MAT-2 de varios ascomicetos, foi possivel verificar wigmificativa
semelhanca dessa regido nos pirenomicétesrospora crassa, Podospora
anserinae N. haematococcARIE et al., 1997). Essgwimerstambém foram
utilizados para isolados pertencentesGibberella fujikuroi species complex
(GFC). Em Fusarium oxysporum outro pirenomiceto, primers foram
desenvolvidos para amplificar o idiomortdAT-1 (ARIE et al., 1999) E
possivel detectar genBFAT também em espécies que supostamente apresentam
apenas reproducdo assexuada, como, por exempgienoma dé-. oxysporum,
os dois idiomorfoMAT-1e MAT-2 estao presentes e sdo expressos (YUN et al.,
2000). Assim, a falta de reproducdo sexual ndo deswr diretamente

relacionada aos idiomorfddAT e sim o resultado da desordem funcional dos
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genes ainda ndo identificados que estdo envolvidoseproducdo sexual bem
sucedida (ARIE et al., 2000).

No complexo G. fujikuroi foram utilizados, inicialmenteprimers
degenerados para amplificar os idiomof®A&T-2 (ARIE et al., 1997) MAT-1
(ARIE et al., 1999, 2000). A partir das sequénciagdas,primers especificos
foram desenvolvidos para determinaating typepara varias espécies bioldgicas
do GFC (STEENKAMP et al., 2000).

Primersdegenerados foram desenvolvidos para identificdedoating
type em diversas espécies dausarium (incluindo isolados deF. solan)
(KERENY! et al., 2004). Oprimers degenerados foram testados com isolados
do FSSC, em estudos anteriores realizados pel® rgyspo, e amplificaram
somente o idiomorfoMAT-2. A funcionalidade dosprimers pode estar
relacionada com a divergéncia de sequéncia que podeer, mesmo em
regibes conservadas para o géneugarium (STEENKAMP et al., 2000), ou
pelo fato de qué&. solanindo corresponde a uma Unica espécie. Além disso, os
primers sdo degenerados, podem ter baixa homologia eighrekss sequéncias
dos isolados e ndo sao especificos para 0 FSSCpiinsrs degenerados,
durante o processo de sintese, podem ser incogmrdiderentes bases
nitrogenadas em alguns sitios especificos, a fintat@emplar a sequéncia
génica.

Os estudos na literatura geimers para determinamating typepara
isolados do FSSC séao limitadoBles poderiam auxiliar em estudos com
cruzamentos em laboratério e na identificacdo dasespécies bioldgicas.
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CAPITULO 2

DIVERSIDADE DE ESPECIES FILOGENETICAS DO COMPLEXO D E
ESPECIESFusarium solani QUE OCORREM NO BRASIL

RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivoatdivar a diversidade
de linhagens filogenéticas do complexo de espétisarium solan{FSSC) que
ocorrem no Brasil. Foi analisado um total de 52asos obtidos do solo, de
plantas cultivadas e nativas provenientes de difeseestados do Brasil. Foram
utilizadas, nas andlises filogenéticas de maximacimppénia e maxima
verossimilhanca, 52 e 48 sequénciagkBela e RPB2 respectivamente. Foram
incluidas, ainda, na analise, 80 sequénciaEFdéa e 72 deRPB2de material
de referéncia, representando as diferentes linisdgegenéticas ja identificadas
do FSSC. As andlises de ambas as regides génican fealizadas de forma
individual e combinada. Os isolados proveniente8i@sil ficaram distribuidos
em 12 linhagens filogenéticas distintas do Cladio FSSC. Com excecédo de
FSSC 2 F. keratoplasticume do FSSC 31 (f spiperis), as outras 10 linhagens
sao registradas pela primeira vez para o Briaskeratoplasticumpreviamente
registrada no Brasil associada a micose em huménegncontrada no presente
estudo, associadaPaper nigrum.As linhagens FSSC 5, FSSC 7, FSSC 9, FSSC
20 e FSSC 34 sédo associadas a diversas plantaaspgilantas cultivadas e
solo, embora tenham sido descritas em associagddomanos e animais, em
diferentes paises do mundo. Isolados homotalicesfoagrupados em trés
linhagens filogenéticas distintas, FSSCN&g¢cosmosporalade), FSSC 21
striatum e FSSC 33 K. pseudoensiforme evidenciando que linhagens
homotalicas sdo representadas por isolados asescigitincipalmente, a
material de origem vegetal. Duas linhagens filoeag encontradas também
correspondem a espécies bioldgicas: FSSC 23, epieela por isolados d&
nigrum e isolados danating populatiorMP-II (f. sp.batata3, sendo o primeiro
relato dessa MP no Brasil e FSSC 31, representadasg@ados obtidos dB.
nigrum, causando fusariose. O Brasil pode ser um importaetgro de
diversidade de espécies do FSSC diante da grandedade de plantas
cultivadas e nativas que podem ser encontradasiso @ o patégeno ainda é
comumente denominado Hesolani

Palavras-chave: Patégeno de humanos e plantamdpiidimo de nucleotideos.
Filogenia molecular.



24

ABSTRACT

The present study aimed to verify the diversitypbflogenetic lineages
of the Fusarium solanispecies complex — FSSC which occur in Brazil. Were
analysed 52 isolated obtained from the soil anthfooltivated and wild plants
from different States of Brazil. In the phylogegetanalysis Maximum
parsimony and Maximum likelihood were used 52 aBdsdquences d&F-1a
and RPB2 respectively. Were also included 80 sequencesFofa andRPB2
72 of reference material, representing differenflgienetic lineages identified
in the FSSC. The analyses were carried out asithdilly and as combined
dataset. Isolates from Brazil were distributed 2nphylogenetic distinct lineages
of the clade 3 of the FSSC. Ten lineages were fasnihe first record in Brazil,
except FSSC 2F. keratoplasticumn and FSSC 31 (f.spiperis). The F.
keratoplasticum,already recorded in Brazil in association with ogis in
humans, was found in this study in association Witfer nigrum The lineages
FSSC 5, FSSC 7, FSSC 9, FSSC 20 and FSSC 34 aaatsd with various
cultivated and wild plants and the soil, althougkyt have been described in
association with human and animals in different ntims in the world.
Homothallic isolates were grouped in three distjpitglogenetic lineages: FFSC
8 (Neocosmosporaclade), FFSC 21 K striatun) and FFSC 33 K
pseudoensiformeshowing that homothallic lineages are represthteisolates
mainly associated with plant material. Two phylogiin lineages found in this
study also correspond to biological species: (IFERX3 represented by isolates
of P. nigrumand isolates of mating population MP-II (f.4gatatag, the first
report of this MP in Brazil; and FSSC 31 represerg isolates that caused
disease oP. nigrum Brazil can be an important center of speciesrditye of
the FSSC on the wide variety of cultivated and wilants, where this pathogen
is commonly designated" solanf.

Keywords: Pathogen of humans and plants. Nuclestigelymorphism.
Molecular phylogeny.
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1 INTRODUCAO

O Fusarium solani species complexu FSSC, corresponde a,
aproximadamente, 60 espécies filogenéticas, distléls em trés clados
(NALIM et al., 2011; O'DONNELL et al., 2008; ZHANG®t al., 2006). O mais
diverso € o Clado 3, composto por patdégenos das/gtantas, de humanos e de
animais, além de espécies endofitas e saprobiasieadas na Africa, na Asia e
na Ameérica do Sul (O'DONNELL, 2000). O Clado 1 €fidieo por alguns
isolados da Nova Zelandia, enquanto o Clado 2réddo por patégenos de soja
e feijao que ocorrem nas Américas e na Asia.

No FSSC ocorrem espécies heterotalicas e homatalen como as
gue ndo tém reproducdo sexual conhecida (O’'DONNERQQO). Mating
populations(MP), ou espécies bioldgicas no FSSC, foram didimina década
de 1970 (MATUO; SNYDER, 1973), e foram, posteriontee confirmadas
também como distintas espécies filogenéticas (O'DNBINL, 2000). No Clado
3 foram encontradas espécies bioldgicas por meiocmzamentos em
laboratério. MP-1 a MP-VII, cada uma supostamentgsoaiada a um
determinado hospedeiro (MATUO; SNYDER, 1973); MRée{/ posteriormente,
nomeada dé-usarium petroliphilume Fusarium keratoplasticumassociada a
micoses em humanos (SHORT et al., 2013). No Cladm£arium tucumanige
agente etiologico da sindrome da morte subita (Si2S30ja, foi reconhecido
como espécie biolégica (COVERT et al., 2007).

Inicialmente, a diversidade de espécies e formasralelo FSSC foi
estudada em material proveniente de plantas (MAT@®YYDER, 1973;
O’'DONNELL, 2000) e, posteriormente, também comasdok provenientes de
solo e associados a humanos (O'DONNELL et al., 2d6BANG et al., 2006).
Com base em polimorfismo de nucleotideos, variggdtipos foram definidos
(CHANG et al.,, 2006; O'DONNELL et al., 2008; ZHAN@t al., 2006). A
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nomenclatura proposta para cada hapl6tipo consgste um ndmero que
corresponde a espécie acompanhada de uma letraaulialique é a sequéncia
tipo (ex: 1a, 1b, 1c) (CHANG et al., 2006).

No intuito de aumentar o entendimento sobre a sidade de espécies
no FSSC e verificar as relacbes filogenéticas ddades de diferentes
substratos, Zhang et al. (2006) analisaram amplec@o de isolados
provenientes de solo, plantas, humanos, animaiskéeate hospitalar. Quatro
grupos foram encontrados, denominados de Grupo4l #®s grupos 1 e 2
representam espécies filogenéticas com alto sugoms grupos 3 e 4 nao
receberam bom suporte. Em todos 0s grupos anadisimiam encontrados
isolados de diferentes substratos, comprovando aqee, FSSC, existe
inespeficidade de hospedeiro.

Em 2005 e 2006, surtos de ceratite ocorreram emsvaidades dos
EUA e foram associados ao uso de solu¢éo de ldatesntato. F. solani foi
identificado, em 70% dos casos, como agente c§UsBANG et al., 2006). A
partir desse fato, varios outros estudos foramizeeds com o objetivo de
identificar quais eram os patdgenos associadosiGeses em humanos, ja que
“F. solanf representa um complexo de espécies (O'DONNELlalet 2008;
SHORT et al, 2011, 2013). No FSSC foram identifacsa 39 linhagens
filogenéticas no Clado 3. Nomenclatura foi propgestea a denominagéo dessas
linhagens, considerando o0 nome FSSC para todaseelamda, um ndmero
correspondente a cada linhagem (ex: FSSC 1) (CHA&tGal.,, 2006;
O'DONNELL et al., 2008; SHORT et al., 2011). De asdas linhagens
identificadas, somente seis foram formalmente dascr Fusarium
petroliphilum (FSSC 1), Fusarium keratoplasticum(FSSC 2), Fusarium
falciforme (FSSC 3+4)Fusarium lichenicold FSSC 16)Fusarium ambrosium
(FSSC 19) e Fusarium striatum (FSSC 21) (GADD; LOOS, 1947,
SHERBAKOFF, 1915; SHORT et al.,, 2013; SUMMERBELLCISROERS,
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2002). No Brasil, h4 o registro de apenas quatssate 39 linhagend:.
keratiplasticum “Fusarium falciform& FSSC 3+4, FSSC 31(f smiperis) e
FSSC 35 Fusariumsp.). Com execdo da linhagem FSSC 31, represeptada
isolado do Brasil d€iper nigrum todas as outras linhagens sdo representadas
exclusivamente por isolados associados a micose ddarentes paises
(O'DONNELL et al., 2008).

No Brasil, existe uma variedade de doengas emraslimportantes que
tém como agente etioldgicd-. solanf, porém, a diversidade de espécies do
FSSC no pais pode ser muito maior. A identificag@oeta dos patdgenos é
fundamental para fornecer subsidios para o contt®ldoencas. Além disso, é
importante ressaltar que, por se tratar de fungostunistas, eles podem causar
doencas tanto em plantas como em humanos e emisn@en o objetivo de
verificar a diversidade de espécies do complensarium solanique ocorrem
no Brasil, andlises filogenéticas das regibes @&nrRPB2 e EF-1a foram

realizadas com isolados de diferentes plantasradiis e do solo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Isolados

No presente estudo, foram utilizados 52 isoladofF88C, obtidos do solo, de
plantas cultivadas e nativas de diferentes estdddrasil e 80 sequéncias de isolados
de referéncia, representando diferentes linhagégehéticas identificadas dentro do
FSSC de vérios paises e diferentes substratostiadzabase de dados do GenBank, do
National Center for Biotechnological InformatiofNCBI), por meio da ferramenta
BLAST (O’'DONNELL et al., 2008) (Tabela 1). Os isdtzs estdo preservados em
microtubos e criopreservados, a -80, na Colecdo Micoldgica de Lavras (CML),
Laboratério de Sistematica e Ecologia de fungodJdiaversidade Federal de Lavras

(UFLA), em Lavras, Minas Gerais, Brasil.

2.2 Extracdo de DNA e amplificagéo por PCR

Os isolados foram cultivados em meio completo Hqu{LESLIE;
SUMMERELL, 2006), incubados em um agitador (100 )ppor trés dias, a
temperatura ambiente (25 °C a 28 °C). O micéliofifshdo e a extracdo de
DNA foi realizada através do kit Wizard®Genomic DgArification (Promega
do Brasil), de acordo com as especificacdes dactatte. As concentracdes de
DNA foram estimadas utilizando-se o aparelho Naop000 €, visualmente,
em gel de agarose 1%, por comparacdo da intensidedeanda com um
marcador de tamanho de fragmentos de 1 Kb (InwtrpgFragmentos dos
genes fator de elongaca&R-1a) e da segunda maior subunidade da RNA
polimerase RPB2 foram amplificados utilizando-se g®imers listados na
Tabela 2.



Tabela 1 Isolados testados cprimersdesenvolvidos para determinamating typeno FSSC

CML # Outro c6digo®© Espécies Substrato Origerfi Mating type ©
526* MES1624 Fusariumsp. Glycine max Planaltina, DF 1
527* MES1497 Fusariumsp. Glycine max Planaltina, DF 2
528* Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 2
575* Fusariumsp. Glycine max Planaltina, DF 2
577* Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 2
691* Fusariumsp. Glycine max Araxa, MG 2
860* Fusariumsp. Glycine max Brasil 2
1771* Fusariumsp. Glycine max Campo Novo dos Parecis, MT 1
1780* Fusariumsp. Glycine max Uberlandia, MG 1
1781* Fusariumsp. Glycine max Uberlandia, MG 1
1782* Fusariumsp. Glycine max Uberlandia, MG 2
1829* MES28 Fusariumsp. Glycine max Tapera, RS 2
1830* MES24 Fusariumsp. Glycine max Cristalina, GO 1
1833+ MES13 Fusariumsp. Glycine max Campo Mourdo, PR 1
1836* Fusariumsp. Glycine max Guarapuava, PR 2
1837* MES 01 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1
1839* MES 60 Fusariumsp. Glycine max Patrocinio, MG 1
1987* MES730 Fusariumsp. Glycine max Chapadso do Sul, MS 2
1988+ MES 732 Fusariumsp. Glycine max Chapadao do Sul, MS 1
1989+ Fusariumsp. Glycine max Guarapuava, PR 2
1990* Fusariumsp. Glycine max Guarapuava, PR 2




Tabela 1, continuacao

CMmL ? Outro cédigo® Espécies Substrato Origem® Mating type ©
1991* Fusariumsp. Glycine max Lunardelli, PR 2
1992+ Fusariumsp. Glycine max Lunardelli, PR 1
1993* Fusariumsp. Glycine max Marinalva, PR 1
1994* Fusariumsp. Glycine max S&o Jodo do Ivai, PR 1
1995* Fusariumsp. Glycine max Marinalva, PR 2
1996* Fusariumsp. Glycine max S&o Jodo do Ilvai, PR 1
1997* Fusariumsp. Glycine max Castro, PR 1
1998* Fusariumsp. Glycine max Castro, PR 2
1999+ Fusariumsp. Glycine max Castro, PR 1
2000* MES34 Fusariumsp. Glycine max Carambei, PR 2
2001* MES 64 Fusariumsp. Glycine max Palmeira, PR 2
2002* MES73 Fusariumsp. Glycine max Faxinal, PR 2
2003* MES722 Fusariumsp. Glycine max Londrina, PR 1
2004* MES723 Fusariumsp. Glycine max Campo Mour3o, PR 1
2005* MES724 Fusariumsp. Glycine max Ubiratd, PR 1
2007* MES735 Fusariumsp. Glycine max Ivaipord, PR 1
2009* MES728 Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 1
2010* MES741 Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 1
2011* Fusariumsp. Glycine max Montividiu, GO 1
2012* Fusariumsp. Glycine max Rio Verde, GO 2
2014* Fusariumsp. Glycine max Montividiu, GO 1
2015* MES 721 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1
2016* MES 02 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1

o€



Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cédigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2020* Fusariumsp. Glycine max Maracaju, MS 2
2021* Fusariumsp. Glycine max Marapud, MS 1
2023+ MES720 Fusariumsp. Glycine max S&o Gotardo, MG 1
2022* MES 05 Fusariumsp. Glycine max Patos de Minas, MG 1
2028* MES27 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1
1245 Fusariumsp. SoloGlycine max Montividiu, GO 1
2025 JEM 3582 Fusariumsp. SoldGlycine max Unai, MG 2
581* Fusariumsp. FSSC5 Chrysanthemursp. Holambra, SP 2
1842* Fusariumsp. FSSC5  Cyrtopodium cardiochilum Vigosa, MG 2
52 Fusariumsp. Solanum tuberosum Sta Rita de Caldas, MG 2
73 Fusariumsp. Solanum tuberosum Espirito Santo de Dourado, MG 1
45 Fusariumsp. FSSC9  Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 2
46" Fusariumsp. Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG

52 Fusariumsp. FSSC 9  Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 2
53 Fusariumsp. FSSC 38 Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 1
555 Fusariumsp. FSSC5  Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 1
50 Fusariumsp. Solanum tuberosum Muzambinho, MG 1
60 Fusariumsp. Solanum tuberosum Alfenas, MG 2
64 Fusariumsp. Solanum tuberosum Alfenas, MG 2
65* Fusariumsp.FSSC5  Solanum tuberosum Alfenas, MG 1
89 Fusariumsp. Solanum tuberosum Argentina 1
576° Fusariumsp. Gossypiunsp. Planaltina, DF

580 Fusariumsp. Gossypium hirsutum MS 1

%>



Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cédigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
214* Fusariumsp. FSSC5 Passiflora edulis Carmo da Cachoeira, MG 2
613 Fusariumsp. Passiflora edulis Rio de Janeiro, RJ 2
2183° Fusariumsp. Passiflora edulis Jaiba, MG

1346° Fusariumsp. Passiflora edulis Alemanha

2172 Fusariumsp. Passiflora edulis Seb. da Laranjeira, BA 1
2174 Fusariumsp. Passiflora edulis Seb. da Laranjeira, BA 1
2176 Fusariumsp. Passiflora edulis Seb. da Laranjeira, BA 2
2177 Fusariumsp. Passiflora edulis Espinosa, MG 1
2178 Fusariumsp. Passiflora edulis Espinosa, MG 1
2182 Fusariumsp. FSSC 20 Passiflora edulis Jaiba, MG 2
2184 Fusariumsp. Passiflora edulis Januaria, MG 2
2185 Fusariumsp. Passiflora edulis Jaiba, MG 2
2192 Fusariumsp. Passiflora edulis Sebastido Laranjeiras, BA 1
1834 Fusariumsp. Phaseolus vulgaris Vigosa, MG 1
1835 Fusariumsp. Phaseolus vulgaris Vigosa, MG 2
2043* Fusariumsp. FSSC5  Phaseolus vulgaris Sebastido Laranjeiras, BA 1
2046* Fusariumsp. FSSC5 Phaseolus vulgaris Patos de Minas, MG 1
2047% Fusariumsp. FSSC 5  Phaseolus vulgaris Lavras, MG 1
2186* f. sp.piperisFSSC 31  Piper nigrum Valenca, BA 2
2187* f. sp.piperisFSSC 31  Piper nigrum Valenga, BA 1
2188* f. sp.piperis FSSC 31 piner nigrum Valenca, BA 1
2189* f. sp. piperisFSSC 31 Piper nigrum Valenga, BA 1
2190* f. sp. piperisFSSC 31 Piper nigrum Valenga, BA 2
2191* f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Taperoa, BA 2

ce



Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2201* f. sppiperisFSSC 31 Piper nigrum ltubera,BA 1
2205* f. sppiperisFSSC 31 Piper nigrum ltuberd, BA 1
2207* f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Taperoa, BA 2
2209* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Taperoa, BA 1
2210* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Taperoa, BA 1
2211* f. sp. piperisFSSC 31 Piper nigrum Taperoa, BA 1
2220* f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Porto Grande, AP 1
2364 CMM3618 f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Baido, PA 1
2357* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Castanhal, PA 1
2365+ CMM3617 f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Baido, PA 1
2464* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Linhares, ES 2
2465* f. sp. piperisFSSC 31 Piper nigrum Jaguaré, ES 2
2466* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Jaguaré, ES 2
2350* f. sp.batatasFSSC 23  Piper nigrum Tomé-Acu, PA 1
2355* f. sp.batatas FSSC 23 Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
2361 Fusariumsp. Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
2194° Fusariumsp. Piper nigrum Nilo Pecanha, BA

2195 Fusariumsp. FSSC 9  Piper nigrum ltuberd, BA 2
2196 Fusariumsp. FSSC 34 Piper nigrum ltubera,BA 2
2199 Fusariumsp. FSSC 9  Piper nigrum ltuberd, BA 2
2204 Fusariumsp. Piper nigrum ltuberd,BA 1
2214 Fusariumsp. FSSC 20 Piper nigrum Taperoa, BA 2
2219 Fusariumsp. Piper nigrum Taperoa, BA 2
2291 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1




Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2297 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1
2348 Fusariumsp. Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
2301 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1
2302 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1
2305 Fusariumsp. Piper nigrum Jaguaré, ES 1
2361 Fusariumsp. FSSC 20 Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
F. keratoplasticum

2193 FSSC 2 Piper nigrum Nilo Pecanha, BA 2
2463 Fusariumsp. FSSC 20 Piper arboreum Belém, PA 2
185 Fusariumsp. Coffea arabica Lavras, MG 2
217* Fusariumsp. FSSC5 Coffea arabica Machado, MG 1
220 Fusariumsp. Coffea arabica Lavras, MG 2
223 Fusariumsp. Coffea arabica Brasil 2
230 Fusariumsp. Coffea arabica Brasil 1
377 Fusariumsp. Coffea arabica Vigosa, MG 2
758 Fusariumsp. Coffea arabica Santa Rita do Sapucai, MG 2
763 Fusariumsp. Coffea arabica Santa Rita do Sapucai, MG 2
1137 Fusariumsp. Citrus sp. Cordeiropolis, SP 1
1139 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1141 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1142 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 2
1147 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1149 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 2
1151 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 2

%>



Tabela 1, continuacéo

CML 2 Outro cédigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
1156 Fusariumsp. Citrussp. Cordeirépolis, SP 2
1158 Fusariumsp. Citrussp. Barretos, SP 1
1160 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1884* NRRL 22163 f. sp.xanthoxyliMP-IV  Xhanthoxylum piperitum Japéo 2
2230* NRRL 22277 f. sp.xanthoxyliMP-IV  Xanthoxylumpiperitum Japédo 1
1885 NRRL 22586 f. sp.robiniae MP-VII Roninea pseudocacia Virginia, EUA 2
1889 NRRL 22098 f. sp.cucurbitaeMP-| Cucurbitasp. EUA 1
1883* NRRL 22142 F. petroliphilumMP-V  Cucurbitasp. California, EUA 2
1895* NRRL 22141 F. petroliphilumMP-V  Curcubitasp. Nova Zelandia 1
1893 NRRL 22230 f. sp.mori MP-III Morus alba Japédo 2
2167 NRRL 22157 f. sp.moriMP-III Morus alba Japao 2
1894* NRRL 22400 f. sp. batatadiP-II Ipomoeae batatas Carolina do Norte, EUA 2
2169 NRRL 22278 f. sp.pisi MP-VI Pisum sativum EUA 2
Neocosmosposp.
1159° FSSC 8 Citrus sp. Barretos, SP
1242° NeocosmospoEp. Solo Montividiu, GO
Neocosmosposp.
1262° FSSC 8 Solo Montividiu, GO
1617° Neocosmosposp. Theobroma cacao Brasil
2232 NRRL 22090 Nectria illudens Beilschmiedia tawa Nova Zelandia Nd
2447 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2448 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2449 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2450 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2057 F. decemcellulare Theobroma cacao llhéus, BA Nd




Tabela 1, conclusao

CML ? Outro cédigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2254 F. decemcellulare Theobroma cacao Amazonas, AM Nd
2273 F. decemcellulare Theobroma cacao lIhéus, BA Nd
2593 MP59 F. udum Crotalaria ochroleura Lavras, MG Nd
262 F. tupiense Mangifera indica Lavras, MG Nd

%ML = Colecdo Micoldgica de Lavras, DepartamentoFitepatologia, Universidade Federal de Lavras,rhayMinas Gerais,
Brasil; * Isolados utilizados nos cruzamentBidpmotalico;¢ MES = Micoteca Embrapa Soja, Embrapa Soja, LoadRarana,
Brasil; JEM = Jem Andlise Agricola, Aparecida da&b@, Goias, Brasil; CMM = Colecéo de CulturasFdmgos Fitopatogénicos
Profa. Maria Menezes; NRRL = Northern Regional Reste Laboratory, Peoria, lllinois, EURestados do Brasil: Amazonas - AM;
Amapa - AP; Bahia - BA; Distrito Federal - DF; B$fgi Santo - ES; Goids - GO; Minas Gerais - MG; M@&rosso - MT; Mato
Grosso do Sul - MS; Para - PA; Parana - PR; Ridateiro - RJ; Rio Grande do Sul -RS; Sdo Paula SN&®T - Mating typedos
isolados identificados por PCRIAT-1= 1; MAT-2= 2; nd = ndo determinado

9€
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Tabela ZPrimersutilizados para PCR e sequenciamento
Sequéncia

Locus® Primer obtida (pb) Sequéncia (5’ - 3" Referéncia
EF-1lo EF1 502 ATGGGTAAGGARGACAAGAC O’Donnell et al. (28)
EF-1a EF2 GGARGTACCAGTSATCATG O’Donnell et al. (1998)
EF-1lo EF3 GTAAGGAGGASAAGACTCACC O’Donnell et al. (1998)
EF-1lo EF22 AGGAACCCTTACCGAGCTC O’Donnell et al. (1998)
RPR2 5f2 638 GGGGWGAYCAGAAGAAGGC O’Donnell et al. (20D
RPB2 7cr CCCATRGCTTGYTTRCCCAT Liu et al. (1999)

3 Fator de elongaca&F-1a); Segunda maior subunidade da RNA polimer&ssQ); °
Primerdegenerado: R=AouG;S=CouG,W=AouETCouT

As reacdes de PCR foram realizadas no termocicldtioiCycler™
(BIO-RAD). As condicdes para a amplificacéo Ele-1a foram: 94 °C, por 1
minuto; 34 ciclos: 94 °C, por 30 segundos; 62 %,45 segundos; 72 °C, por 1
minuto e 72 °C, por 5 minutos (O'DONNELL et al.,98). ParaRPB2foram:

94 °C, por 90 segundos; 40 ciclos: 94 °C, por 3jusdos; 55 °C, por 90
segundos; 68 °C, por 2 minutos e 68 °C, por 5 ma©O’'DONNELL et al.,
2008). Os produtos da PCR foram submetidos a fdedse em gel de agarose
1% corado com GelRed (Biotilft) com posterior visualizagdo realizada em um
fotodocumentador MiniBis Pro (Uniscience). Os fregitos amplificados foram
purificados utilizando-se o kit GenElute PCR ClegnKit (Sigma-Aldrich)

para, posteriormente, serem sequenciados.

2.3 Sequenciamento e analises filogenéticas

Os produtos da PCR das duas regides génicas daddsodo FSSC
foram sequenciados na Macrogen, EUA, e os elebgfamas gerados foram
analisados visualmente com o auxilio do programgASe&em (HEPPERLE,
2004). Sequéncias de referéncia das linhagens efiiticas do FSSC
correspondentes ao fator de elongaga@ RPB2 previamente depositadas no
GenBank, também foram acrescentadas as analiSe©MNELL et al., 2008).
Foram utilizadas 52 e 48 sequéncias dos isolad®rakil deEF-1o e RPB2
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respectivamente, e 80 sequénciagHelo e 72 sequéncias dRPPB2de isolados
de referéncia (Tabela 1). As analises filogenétioaam realizadas de forma
individual EF-1a 502 pb) e RPB2638 pb) e analises combinadas (1.140 pb)
(Tabela 2). Alinhamentos miltiplos das sequénciasndcleotideos foram
gerados utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (THOMRS HIGGINS;
GIBSON, 1994), implementado pelo programa MEGA % @inhamentos
foram corrigidos manualmente. A analise filogereéfm realizada pelo método
de méaxima parcimdniarn@aximum parsimony MP) e méaxima verossimilhanca
(maximum likelihood ML), por meio do programa MEGA 5 (TAMURA et al.,
2011). Sequéncias drusarium illudens Fusarium plagianthforam utilizadas

comooutgroup com base nos resultados de O’Donnell et al. (2008
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3 RESULTADOS

A diversidade de espécies do FSSC presente no Braavaliada por
meio das relacdes filogenéticas das regifes géhiedls: e RPB2.Topologias
semelhantes foram encontradas para todas as ardgidéP e ML (Figura 1, 2 e
3). Nas analises combinadas foram utilizadas 12W&wias, pois algumas
sequéncias ndo foram obtidas ou ndo estdo dispemweGenBank. Todos os
isolados avaliados do Brasil pertencem ao CladMB € ML = 99%), com
excecdo do isolado CML 2448. Foram identificadadidiagens filogenéticas
distintas nas analises combinadas e a linhagem FEEBS®i identificada na
andlise d&F-1a (Figura 1 e 2).

Trés linhagens filogenéticas foram observadas dewado suporte nas
analises combinadas, 99% Mhmootstrap. Linhagem FSSC 2 K
keratoplasticurp foi representada pelos isolados CML 2193Pifger nigrume
NRRL 28036 e FRC S-2477de humanos; a linhagem FSi&€uiu os isolados
CML 2195 e CML 2199 dé€. nigrume um isolado doFusarium ensiforme
clade” NRRL 28009; a linhagem FSSC 9 foi composta@ML 45 e CML 52
de Solanum tuberosum FRC S2542 e NRRL 32755 associado a humanos e a
animais (Figura 1).

As linhagens FSSC 5 e FSSC 20 séo representadasuius isolados
do Brasil de diferentes plantas nativas e cultisad@ém de isolados de
referéncia. A linhagem FSSC 5 inclui os isoladosLC38, CML 65, CML 214,
CML 217, CML 581, CML 1842, CML 2043, CML 2046, CMR047 e 13
isolados de referéncia provenientes de humanosgegortao do isolado NRRL
22783, proveniente de animal, com valorbdmtstrapde 95% MP (Figura 1,
Tabela 1)
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A linhagem FSSC 20 é composta pelos isolados CMi22CML 2214,
CML 2361 e CML 2463 e cinco isolados de referéobitidos de humanos, com
baixo valor débootstrap76% MP.



F. ensiforme
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— NRRL 32542 F. falciforme 3+4-ii
CML 2174 Fusarium sp. P. edulis
— CML 2008 F. paranaense G. max
CML 1833 F. paranaense G. max
CML 1830 F. paranaense G. max
CML 1771 F. paranaense G. max

?—5:— CML 2194 Fusarium sp. P. nigrum
—— NRRL 28555 F. falciforme 3+4-m
74 _LNRRL 22781 F. falciforme 3+4-f
62[ .- CML 2184 Fusarium sp. P. edulis
NRRL 28351 F. falciforme 3+4-j
NRRL 32538 F. falciforme 3+4-gg
CML 2173 Fusarium sp. P. edulis
NRRL 28563 F. falciforme 3+4-q
CML 860 F. paranaense G. max
CML 2177 Fusarium sp. P. edulis
CML 2291 Fusarium sp. P. nigrum
54 53| CML 2176 Fusarium sp. P. edulis
50, CML 2297 Fusarium sp. P. nigrum
NRRL 22608 Fusarium sp. 20-a
CML 2182 Fusarium sp. P. edulis 20
CML 2463 Fusarium sp. P. arboreum 20
CML 2361 Fusarium sp. P. nigrum 20
761~ NRRL 28001 Fusarium sp. 20-b FSSC 20
60| NRRL 32316 Fusarium sp. 20-c
NRRL 32858 Fusarium sp. 20-d
NRRL 28000 Fusarium sp. 20-e
r| 'CML 2214 Fusarium sp. P. nigrum 20
. — NRRL 28036 F. keratoplasticum 2-d
—|97 CML 2193 . keratoplasticum P. nigrum 2 FSSC2
%L FRC 52477 F. keratoplasticum 2-ss. -
9 | FRC 52542 Fusarium sp. 9-d
67| = NRRL 32755 Fusarium sp. 9-a
WF}:ML 45 Fusarium sp. S. tuberosum 9 FSSC9
CML 52 Fusarium sp. S. tuberosum 9
75 NRRL 32705 F. ensifrome clade 14-b
L NRRL 22157 f. sp. mori MP-IIl 17-a
NRRL 22586 f. sp. robiniae MP-VI1 13-b
I j '— orn
\72_ ol | 9105 F. ensif clade P.
LI E CML 46 Fusarium sp. S. tuberosum
NRRL 22278 f. sp. pisi MP-VI 11-a
NRRL 28009 F. ensiforme clade 15-a
] NRRL 43489 F. ensiforme clade 6-a
NRRL 31169 F. ensiforme clade 25-a
NRRL 46707 Fusarium sp. 35-a
g5; NRRL 28546 F. petroliphilum MP-V 1-;
8290/ NRRL 22141 F. petroliphilum MP-V 1-1
87/97. @ NRRL 22389 Fusarium sp. 24-a
54l 90 NRRL 31158 F. ensiforme clade 18-a
NRRL 28008 F. ensiforme clade 29-a
CML 2206 Fusarium sp. P. nigrum
NRRL 32309 F. ensiforme clade 12-d
NRRL 28541 F. ensiforme clade 26-a
NRRL 37625 F. ensiforme clade 27-a
/:// NRRL 32437 F. ensiforme clade 28-a
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W\

CML 581 Fusarium sp. Chrysanthemum sp.5

INRRL 43474 Fusarium sp. 5-b

NRRL 32484 Fusarium sp. 5-

CML 2047 Fusarium sp. P. vulgaris §

NRRL 32791 Fusarium sp. 5-1

96 | |63 CML 2043 Fusarium sp. P. edulis 5

NRRL 25388 Fusarium sp. 5-g

NRRL 32737 Fusarium sp. 5-k

CML 217 Fusarium sp. C arabica 5

INRRL 28679 Fusarium sp. 5-h

CML 214 Fusarium sp. P. edulis 5

NRRL 31168 Fusarium sp. 5-i FSSC5

CML 1842 Fusarium sp.C. cardiochilum 5

CML 2046 Fusarium sp. P. vulgaris 5
NRRL 43468 Fusarium sp. 5-a

58 NRRL 32492 Fusarium sp. 5

NRRL 32810 Fusarium sp. 5-m

NRRL 22779 Fusarium sp. 5-8

NRRL 32741 Fusarium sp. 5-n

NRRL 22783 Fusarium sp. 5-f

CML 55 Fusarium sp. S. tuberosum 5

CML 65 Fusarium sp. S. tuberosum 5

a1— NRRL 46703 Fusarium sp. 34-a

T CML 2196 Fusarium sp. P nigrum 34 FSSC 34

CML 60 Fusarium sp. S. tuberosum

® NRRL 22101 F. striatum 21-a

5ol @ CML 2358 Fusarium sp. P. nigrum 21

51| |'® NRRL 22147 H. ipomoeae 21

B85
88

561

F. batatas il
CML 2055 Fusarium sp. C. annum 21
@ CML 2203 Fusarium sp. P. nigrum 21 Fssc 21
® CML 2052 Fusarium sp. Soil 21
;g @ CML 582 Fusarium sp. Chrysanthemum sp. 21
1 @ CML 2053 Fusarium sp. Soil 21
NRRL 22163 1. sp. xanthoxyli MP-IV 22-a
o5 [~ CML 2365 F.batatas P nigum 23
a1 |3 CML 2350 . batatas P. nigrum 23 FSSC 23
* “gslsa- NRRL 22400 F. batatas MP-Il 23-a
78! NRRL 22402 F. batatas MP-11 23-a

= @ NRRL 22178 Fusarium sp. 32-a
55157 NRRL 22098 f. sp. curcubitae MP-1 10-b
61 100 NRRL 22570 F. piperis 31-a
5al| CML 2186 F. piperis P. nigrum 31 FSSC 31
77 ' CML 2187 F. piperis P. nigrum 31
NRRL 32434 F. lichenicola 16-b
Clade 3 L \RRL22579 Fusarium sp. 30-a
e ® NRRL 43467 Neocosmospora sp. 8-a

68
53

75L @ NRRL 22436 N. africana 8-b FSSC8

@ NRRL 34174 Neocosmospora sp. 8-d

= % NRRL 20438 F. aml’;osium 19-a
A%@ML 2054 Fusarium sp. Soil 33
72 | 96— NRRL 22354 Fusarium sp. 33-a FSSC 33
94— @ NRRL 46517 F. pseudensiforme 33

Clade ® NRRL 22825 F. virguliforme
100" | — NRRL 31104 F. cuneirostrum
78l CML 2448 F. tucumaniae
61 | |NRRL 31096 F. tucumaniae

794 NRRL 22743 F. brasiliense
70 | NRRL 31949 F. crassistipitatum
Clade 1 NRRL 22276 F. phaseoli
100* I: NRRL 22090 F. illudens
NRRL 22632 F. plagianthi

—

Figura 1 Arvore filogenética de maxima parcimoras éspécies do complekasarium
solani usando sequéncias combinadasRiRB2 e EF-1a. F. plagianthie F.
illudensutilizados comaooutgroup Algarismo arabico corresponde a espécie e
letra mindscula, ao haplétipo dentro do Clado 3mB@®ados cinza-claro e
cinza-escuro indicam as linhagens filogenéticagjeeos isolados do Brasil se
encontram. Isolado homotélico é indicado por umt@amegro ao lado do
namero. Os valores déootstrap 1.000 repeticdes, s&o indicados em
porcentagem acima e abaixo dos internddios, maxyaraimoénia (MP) e
maxima verossimilhanga (ML), respectivamente, esteréco representa que
os valores sao idénticos. Abreviagbes: MP-I a MP-\thating populationsf.
sp. - formae specialis CML - Colecdo Micolégica de Lavras; NRRL -
Northern Regional Research Laboratory



CML 2214 Fusarium s2. P. ngrum 20

NRRL 32858 Fusarium sp. 20-d

CML 2182 Fusarium sp. P edulis 20

CML 2463 Fusarium sp. P. arboreum 20 FSSC 20
| NRRL 32316 Fusarium sp. 20-c¢

CML 2361 Fusarium sp. P. nigrum 20

NRRL 22608 Fusarium sp. 20-a

—1 — NRRL 28001 Fusarium sp. 20-b

_C. NRRL 22101 F. striatum 21 a FSSC 21
NRRL 28000 Fusarium sp. 20-e

L— CML 219€ Fusarium so. P. ngrum 34 FSSC a4
zl— NRRL 22400 F. babatas MP-Il 23-a

NRRL 22402 F. batatas M>-1l 23-a FSSC 23

[ — CML 2350 F. batatas P. nigrum 23
L—— CML 2355 F. batatas F. nigrum 23

W CML 45 Fusarium sp. 8. tuberosum 9
A@ML 52 Fusarium sp. S. uberosum 9 Fsscd

89 |-y, FRC S-2542 Fusarium sp. 9-d
72! NRRL 32755 Fusariumsp. 9-a
— NRRL 43474 Fusarium sp. 5-b
CML 2047 Fusarium sp. P. vulgaris 5
—— NRRL 32484 Fusarum sp. 5
{ NRRL 32791 Fusarium sp. 5-1 FSSCS
Cl

ML 2045 Fusaium sp. P. edulis &
NRRL 32810 Fusarium sp. 5-m
NRRL 25388 Fusarium sp. 5-g
— NRRL 46703 Fusarum sp. 34-a
CML 581 Fusarium ep. Chrysanthemum ep. 5
NRRL 32737 Fusarium sp. 5-k
— CML 217 Fusarium sp. C arabica 5
FRC S-2477 F. keratoplasticum 2-ss
%&2193 F. keratcplasticum P. nigrum 2 FSSC2
NRRL 22661 F. keratoplasticum 2-d
CML 214 Fusarium sp. P. edullis 5
NRRI 31168 Fusarium sp 5-i
NRRL 43468 Fusarum sp. 5-a
CML 1842 Fusarium sp. C. cardiochilum 5
CML 55 Fusarium sp. S. wberosum 5
NRRL 32741 Fusarum sg. 5-n
—— NRRL 22779 Fusarum sp. 5-e FSSC 5
CML 2046 Fusarium sp. P. vulgaris 5
CML 613 Fusarium sp. P. edulis
NRRL 22783 Fusarium sg. 5-f
CML 65 Fusarium sp. S. tuberosum 5
NRRL 286749 Fusarum sp. 5-h
NRRL 32492 Fusarium sp. 5-c
® CML 2053 Fusarium sp. Soil 21
gg @ CML 582 Fusarium sp. Chrysanthemum sp. 21
@ CML 2052 Fusarium sp. Soil 21
@ CML 2358 Fusarium sp. P nigrum 21
@ CML 54 Fusarium sp. S. tuberosum 21
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26 L@ NRRL 22389 Fusarium sp. 24-a
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NRRL 32308 F. ensiforme clade 12-d
|— CML 2206 Fusarium sp. P nigrum
MRRL 37625 F. ensiforme clade 27-a
GML 2177 Fusarium sp. P. edulis
CML 2291 Fusarium sp. P. nigrum
CML 2178 Fusarium sp. P. edulis
CML 2173 Fusarium sp. P. edulis
CML 2297 Fusarium sp. P. nigrum

GML 860 F. paranaense G. max
CML 1771 F_paranaenseG. max
CBS 101427 F. falciforme 3+4-ddd

Clade CML 1830 F. paranaense 6. max
5 CBS 475.67 F. falciforme 3#4-coc
[} MRRL 32542 F. falciforme 3+4-ii

CML 1833 F. paranaense G. max
CML 2194 Fusarium sp. P nigrum
CML 2008 F paranaense G. max
NRRL 28351 F. falcilorme 3+4-]
NRRL 28555 F. falciforme 3+4-m
CML 2174 Fusarium =p. P. edulis
CML 2184 Fusarium sp. P. edulis
NRRL 22781 F. falciforme 3+4-1
@ NRRL 22166 N. vasinfecta 8-¢
® NRRL 43467 Neocosmaspora sp. 8-a
(] ® NRRL 22468 N. omamentata 8-c
50! @ NRRL 34174 Neocosmospora sp. 8-d FSSC 8
62| @ CML 1262 Neocosmospora sp. Soil 8
53| @ CML 1159 Neocosmospora sp. Citrus sp.
® NRRL 22436 N, africana 8-
NRRLZ0438F. 19-a

- B3 NRRL 22354 Fusaium sp. 33-a
&2 {5~ ® ML 2054 Fusarium sp. Soll 33 FssC 3
&1 @ NRRL 46517 F. pseudensiforme 33

§§ MRRL 31948 F. crassistipitatum
‘CML 2444 F. tucumaniae
Clads 1 NRRL 31096 F. tuoumaniae

4oglj NRRL 22632 F. plagianthi
NRRL 22000 F. illudens
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Figura 2 Arvore filogenética de maxima parcimoras éspécies do complekasarium
solani usando sequéncias d&g-1a. F. plagianthi e F. illudens utilizados
comooutgroup Algarismo arabico corresponde a espécie e leinasaula, ao
haplétipo dentro do Clado 3. Sombreados cinza-darimza-escuro indicam as
linhagens filogenéticas em que os isolados do Bezsiencontram. Isolado
homotalico é indicado por um ponto negro ao ladadmero. Os valores de
bootstrap 1.000 repeti¢Bes, sdo indicados em porcentagenaar abaixo dos
internddios, méxima parciménia (MP) e méaxima vam#ksanca (ML),
respectivamente, e asterisco representa que osresaledo idénticos.
Abreviac¢des: MP-I a MP-VII mating populationsf. sp. -formae specialis
CML - Colecdo Micoldgica de Lavras; NRRL - NortheRegional Research
Laboratory; MAFF - Ministry of Agriculture, Forestrand FisheriesFRC —
Fusarium Research Center; CBS — Centraal Bureau Sobimmelcultures-
Fungal Biodiversity Center
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NKHEL32/4" Fusanum gp.5-n
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CML 2355 §. tuberasum 23
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NRRL 22400 £ batatas MPAI 23-2 FSSC23
8L oML 2350 5. tubercsum 23
NRRL 2208 f.sp. curcubitaz MP-| 10-b
@ NREL 22176 Fusarium sp. 32-a
47+ NRRL22570F. piperis 31-a
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4 |CML 2187 F. piperis P. nigrum 31
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Figura 3 Arvore filogenética de maxima parcimoras éspécies do complekasarium
solani usando sequéncias 8®B2 F. plagianthie F. illudensutilizados como
outgroup Algarismo arabico corresponde a espécie e leti@isoula, ao
haplétipo dentro do Clado 3. Sombreados cinza-@asimza-escuro indicam as
linhagens filogenéticas em que os isolados do Bsssiencontram. Isolado
homotalico € indicado por um ponto negro ao ladodmero. Os valores de
bootstrap 1.000 repeti¢des, sdo indicados em porcentaganaacabaixo dos
internédios, maxima parciménia (MP) e maxima vdrodsanca (ML),
respectivamente, e asterisco representa que osrevaledo idénticos.
Abreviagdes: MP-I a MP-VII mating populationsf. sp. -formae specialis
CML - Colecdo Micolégica de Lavras; NRRL - NortheRegional Research
Laboratory
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A linhagem FSSC 34 inclui apenas dois isolados, CMP6 deP.
nigrume NRRL 46703 de nematoide com suporte de 91%bbtRstrap(Figura
1). A linhagem FSSC 38 foi identificada na anatiseeF-1a com alto suporte
de 97% MPbootstrape é formada pelo isolado CML 53 8etuberosune dois
isolados do solo, FRC S1950 e FRC S1950, para afs gxistem apenas
sequéncias deF-la(Figura 2)

Os isolados identificados como homotdlicos (Veritcdp 2) estdo
presentes em trés linhagens filogenéticas distintBSSC 8 (clado
Neocosmospoja FSSC 21 K. striatun) e FSSC 33. A linhagem FSSC 8 é
formada pelos isolados CML 1159 @érus sp. e CML 1262 do solo juntamente
com outros cinco isolados de referéncia do géNexmcosmosporgrovenientes
de humano, solo, amendoim e nematoide, com 91%bddstrapnas analises
combinadas (Figuras 1 e 2).

Outras duas linhagens homotdlicas foram identifisacembora com
baixo suporte: a linhagem FSSC 21, composta porisitlados do Brasil de
diversas plantas cultivadas e do solo CML 582, C\B2, CML 2053, CML
2055, CML 2203 e CML 2358, e os isolados de ref@eéhlaematonectria
ipomoeaeNRRL 22147, dd’assiflora edulise Fusarium striatunNRRL 22101,
de Solanum tuberosurrom 69% MPhootstrap Linhagem FSSC 33 é formada
pelo isolado CML 2054 de solo e isolados enconaglm casca de arvore,
Fusarium pseudoensifornRRL 46517 eFusariumsp. NRRL 22354, com
68% MP debootstrap(Figura 1).

Duas linhagens filogenéticas também corresponddistiatas espécies
biolégicas (ver capitulo 2). A linhagem FSSC 23lunalois isolados deP.
nigrumdo Brasil, CML 2350 e CML 2355, e dois isoladosf dp. batatasMP-

II, NRRL 22400 e NRRL 22402, com 93% MP lieotstrap.A linhagem FSSC
31 é composta somente por isoladosPdaigrum CML 2186, CML 2187 e f.
sp. piperis NRRL 22570 com elevado suporte 100% Midbtstrap O isolado
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previamente identificado confeusarium tucumanigeCML 2448 deG. max é o
Unico isolado do Clado 2 do FSSC, representad@giiigenos da soja. Outros
15 isolados pertencem ou a linhagens com alta ddidae, ainda indefinidas,
como FSSC 3+4F. falciformé ou “Fusarium ensiformeslade”, ou ndo foi

possivel associa-los a linhagens previamente fautas (Figura 1).
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4 DISCUSSAO

Com o objetivo de aumentar a base de conhecimehte & diversidade
de espécies do FSSC que ocorrem no Brasil, 52is®lde diferentes substratos
e origens geograficas foram analisados quanto iggmfilogenética dentro do
complexoF. solani O total de 12 linhagens filogenéticas foi ideéatifio no
Clado 3 do FSSC com elevado valor de bootstrap (0% ¥P), exceto as
linhagens FSSC 20, FSSC 21 e FSSC 33 (Figura )l €oth excecdo de FSSC
2 (F. keratoplasticume de FSSC 31 (f. spiperig), as outras 10 linhagens séo
registradas pela primeira vez no Brasil e somems delas, FSSC 2 e FSSC 21,
foram formalmente descritas, denominadas-dé&eratoplasticum{(SHORT et
al., 2013) & . striatum(SHERBAKOFF, 1915).

A linhagem FSSC 2H, keratoplasticumfoi previamente registrada no
Brasil associada a micose em humanos (O'DONNELAl.e2008; ZHANG et
al., 2006) e foi reencontrada, no presente esagkmciada &. nigrum(Figura
1). Fusarium keratoplasticumepresenta uma espécie filogenética e biolégica
distinta no FSSC, associada a infecces em hunmarasmais, presente na
Asia, na Africa do Norte, nas Américas, na Europa ©ceania (SHORT et al.,
2013; ZHANG et al., 2006). Outra espécie biolégdidogenética do FSSE..
petroliphilum conhecida como f. sp. cucurbitae MP-V, patéogen® d
cucurbitaceas (MATUO; SNYDER, 1973; MEHL; EPSTEIN2007),
posteriormente foi detectada também em ambientpitatzs e formalmente
descrita como espécie do FSSC (SHORT et al., ZDHBNG et al., 2006). A
provavel fonte de inéculo para esses patdégenosngadoes em diferentes
ambientes pode ser por meio de fonte de agua, cqmp, exemplo,
encanamentos de pia, chuveiro e esgoto (MEHL; ERGTID08).

A existéncia da linhagem FSSC 34, proposta por @ied et al.

(2008), baseados em um unico isolado da Espanldooté nematoide, foi
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comprovada por mais um isolado do BrasilRdenigrum Esse fato comprovou
que as coletas ainda podem ser consideradas lasitad

A linhagem FSSC 7, associada a infeccdo em humanssEUA
(CHANG et al., 2006), também esta presente no Brassociada &. nigrum.
Essa linhagem pertence de ‘ensiformeclade”, um clado heterogéneo proposto
por Nalim et al. (2011), que abrange, ainBagnsiforme mating populations
MP-IIl, MP-V (F. petroliphilun), MP-VI e MP-VII, representando diferentes
formae speciales(MATUO; SNYDER, 1973) e outros isolados nao
identificados. A linhagem filogenética FSSC 9, aarila por isolados de
humanos e animais nos EUA (O'DONNELL et al., 20BA0ORT et al., 2011), é
relatada no estudo associada. auberosunfFigura 1)

As linhagens FSSC 5, inicialmente representada ipolados de
humanos nos EUA, Nova Zelandia, india e Cuba, eCF88, associada a
humanos nos EUA (O'DONNELL et al., 2008) e a saboSri Lanka (NALIM
et al., 2011), foram agrupadas com isolados derghigeplantas cultivadas e
nativas, comoPassiflora edulis P. nigrum Piper arboreum S. tuberosum
Chrysanthemunsp., Cyrtopodium cardiochilumPhaseolus vulgari® Coffea
arabica. Ambas as linhagens nao foram formalmente descitsdo relatadas
pela primeira vez no Brasil em associacdo com géargconomicamente
importantes. A capacidade desses fungos oportardst@e adaptar a diferentes
ambientes pode refletir sua diversidade metabddicalasticidade genética
(COLEMAN et al., 2009).

Os isolados homotalicos deste estudo foram agrspamiotrés distintas
linhagens: FSSC 8 (claddeocosmospojla FSSC 21 e FSSC 33. Isolados
homotélicos do Brasil, provenientes @érus sp. e de solo, agruparam com
isolados da linhagem FSSC 8 provenientes de humswio, amendoim e
nematoide dos EUA, Africa do Sul e Guiana (O’DONNIE al., 2008) (Figura

1 e 2). O géneroNeocosmosporafoi proposto por Smith, em 1899.
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Neocosmospora vasinfectaspécie tipo, € homotélica e considerada patogéni
a diversas plantas, causando podriddo de raiz de c@O0ANNON;
HAWKSWORTH, 1984; PAN et al., 2010). Atualmente, hd espécies e
variedades descritas, a maioria delas identificatiao homotalica e encontrada
no solo como saprébias ou patégenos de plantas KON HAWKSWORTH,
1984; ROSSMAN et al.,, 1999). Baseando-se em fil@gerspécies de
Neocosmosporéormam a linhagem FSSC 8. Mudanga de nomenclatgente
propde o noméusarium neocosmosporiellyram substituicdo &l. vasinfecta
(GEISER et al., 2013).

A linhagem filogenética homotalica FSSC 21, enaafdrneste estudo, é
formada por sete isolados associados a variasapl&ttuberosurmP. nigrum
Chrysanthemunsp., Capsicum annuure solo de diferentes estados brasileiros,
além de um isolado dd! striatum” de S. tuberosumdo Panaméa e um isolado
de “H. ipomoeae; de Passiflora edulisna AlemanhaUm isolado homotalico
do Brasil proveniente do solo agrupou com doisadad provenientes de casca
de arvore do Sri Lank&,. pseudoensiformeFusariumsp. FSSC 33 (Figura 1).
A linhagem FSSC 33 forma um grupo irmdo da linhageB5C 19 K.
ambrosiun), espécie morfologicamente distinta, associad&souros, no Sri
Lanka e na india (GADD; LOOS, 1947kusarium pseudensiformé uma
espécie homotalica e agrupa junto a linhagem FSBSNALIM et al., 2011).
Esta espécie ocorre no Brasil, representada pasalado também homotalico,
obtido do solo. Os resultados observados nesseloesividenciam que as
linhagens FSSC 8, FSSC 21 e FSSC 33, represemqades®lados homotalicos,
ocorrem em associacdo com material vegetal, exgmtésolado da linhagem
FSSC 8 associado a humano (O'DONNELL et al., 2008).acordo com o0s
resultados obtidos, a hipétese é a de que os @laamotalicos ndo apresentam
capacidade para ocasionar micoses superficiais wemartos. Provavelmente,

esses isolados sdo menos tolerantes a altas téumpera
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Duas linhagens filogenéticas identificadas no estuthmbém
representam distintas espécies bioldégicas no FZS0Gnhagem FSSC 23,
representada por isolados moea batatage deP. nigrum e a linhagem
FSSC 31, composta por isoladosRlenigrum.A denominacad-. solanif. sp.
batatas considerada como patdgeno especifico de batata-ibb@ribuida por
McClure (1951). A espécie biolégica, auating populationdessaformae
specialis foi denominada de MP-Il, por Matuo e Snyder (0978
posteriormente, confirmada como espécie filogeaéfl@’ DONNELL, 2000).
Cruzamentos férteis foram encontrados entre oadseldo Brasil da pimenta-
do-reino e o isolado NRRL 22400, que representadamtestadores da MP-I|
(MATUO; SNYDER, 1973) Esse é o primeiro relato desseting population
no pais (ver capitulo 2). Os isolados foram sexeaten compativeis e sdo
associados a pimenta e a batata-doce, como é o teasoeém deF.
petroliphilum que corresponde a antiga MP-V do FSSC, que é upeécies
patogénica a cucurbitaceas e a humanos (MATUO; SBR,D1973; MEHL;
EPSTEIN, 2007; SHORT et al., 2013). A partir desssslltados, a linhagem
FSSC 23 representa uma espécie filogenética egialdistinta no FSSC

A linhagem FSSC 31 foi identificada, por O’'Donn@000), a partir de
um Unico isolado do Brasil de. nigrum.Nesse estudo, outros dois isolados
associados ®. nigrumforam observados nessa linhagem. Resultados ebtido
pelo nosso grupo de trabalho identificaram aind&osu20 isolados que
agruparam nessa linhagemm@ting typedos isolados foi determinado por meio
de primers desenvolvidos para o FSSC (ver capitulo 2) e cnentos férteis
foram observados entre eles. A linhagem FSSC 3&gepta uma nova espécie
filogenética e bioldégica no FSSC que causa fusammaspimenta-do-reino, e sera
descrita comoFusarium piperis”(Figura 1). A linhagem filogenética FSSC 38,
encontrada por Nalim et al. (2011), tem isoladosluskvamente do solo

provenientes do Sri Lanka e da Australia. No eotagbm os resultados
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encontrados, é possivel verificar que essa linhagenbém esta presente no
Brasil, associada @. tuberosunfFigura 2)

Nas anadlises filogenéticas individuais e combina@déguns isolados
estdo presentes no FSSC 3+4 (Figura 1, 2 e 3jniAadens indefinidas FSSC 3
e FSSC 4 foram provisoriamente agrupadas por O’Blom al. (2008), pois
formaram um clado junto com o isolado tipoFddalciforme introduzido como
membro do FSSC a partir dAcremonium falciforme(SUMMERBELL;
SCHROERS, 2002)-usarium falciformeé comumente associado as infec¢des
oculares em humanos e, provavelmente, as caussasdateccbes podem estar
diretamente ligadas a residuos vegetais e de ZblANG et al., 2006). Nesse
clado heterogéneo, existem os isolados associadogmaue representam uma
nova espécie filogenética identificada em estuduerres pelo grupo de
trabalho. Omating typedos isolados foi determinado e cruzamentos férteis
foram encontrados entre eles (ver capitulo 2). Espécie filogenética também
corresponde a uma espécie biolégica que causadpodvermelha de raiz na
soja e que sera formalmente descrita c&msarium paranaens€om base nas
regioes génicas analisadas no presente estuddirmgfismo néo foi suficiente
para separar esses isolados.

Surtos de ceratite associados ao uso de solugddgrdes de contato
ocorreram, entre 0s anos 2005 e 2006, nos EUA.nfmo de uma ampla
investigacao epidemioldgica e analises filogenstitsalados do tipoF. solanf
foram identificados, em 70% dos casos, como ageaigsais e a provavel fonte
de contaminacao considerada foi material vegetabtm(CHANG et al., 2006).
A partir disso, varios estudos foram realizados pagrificar a diversidade de
espécies no FSSC envolvendo, principalmente, iesladle humanos
(O'DONNELL et al., 2007, 2008). No presente estustoa amostra de isolados
do FSSC associados a plantas nativas ou cultivadsslo foi analisada, no

intuito de aumentar a base de conhecimento sotieeesidade de espécies do
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FSSC a partir de outros substratos que ndo fossehumhanos. Os resultados
comprovam que o Brasil pode ser considerado um ritapie centro de
diversidade de espécies nesse complexo, de acond@ @norme variedade de
plantas que existem no pais, algumas delas de egiemmbrtancia econdmica,
em que o patégeno, muitas vezes, ainda € denomileelgsarium solani

O uso de estudos de filogenia molecular com baseagmordancia de
genes é importante para auxiliar estudos de tax@nopmincipalmente em
complexos de espécies que compartilham caractadgtiorfoldgicas, como é o
caso do complex&. solani Muitas linhagens encontradas no FSSC precisam
ser formalmente descritas, pois, entre as 39 letsmgonhecidas na literatura,
somente F. ambrosium F. striatum F. falciforme F. lichenicola F.
petroliphilum e F. keratoplasticumforam descritas (GADD; LOOS, 1947
SHERBAKOFF, 1915; SHORT et al.,, 2013; SUMMERBELLCISROERS,
2002). Diante da grande diversidade filogenética guiste no Clado 3 do
FSSC, é importante considerar que muitos isoladsscéados a plantas, a
animais e a solo podem ter o potencial para cdofeucdes oportunistas em
pessoas que apresentem deficiéncia imunolégica@@ELL et al., 2008).
Além disso, a identificacdo correta dos agentesdogicos € fundamental para
fornecer subsidios para programas de melhoramengegnoplasma vegetal e

para o controle de doencas.
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CAPITULO 3

PRIMERS PARA DETERMINACAO DE MATING TYPESE IDENTIFICACAO
DE ESPECIES BIOLOGICAS NO COMPLEXO DE ESPECIES Fusarium solani

RESUMO

Primerspara a amplificacéo especifica dos idiomoiNosT-1e MAT-2
em espécies do complex@ibberella fujikuroi que pertencem ao género
Fusarium estdo disponiveis na literatura, mas nao geramufpmedde PCR,
guando usados em isolados do complexo de espEuoium solani Este
estudo foi realizado com os objetivos de desenvgrienerspara determinar o
mating typeem isolados do FSSC e identificar espécies bicddgiem uma
colecdo de isolados do FSSC que ocorrem no Bissisequéncias da regido
conservada do idiomorfd AT-1 de Nectria haematococcilP-VI disponivel no
Joint Genome InstituteJGI foram analisadas e utilizadas para constsir
primers para este idiomorfo. Para o idiomorfdAT-2 foram utilizados,
inicialmente, primers degenerados descritos na literatura para sequezssa
regido. A partir de regides Unicas conservadassdidos do FSSC, foram
desenvolvidos primers para esse idiomorfo. Ogprimers desenvolvidos
amplificam com sucesso fragmentos de 200 e 212 ebMAIT-1 e MAT-2
respectivamente, de isolados que pertencem ao Glademating typesie 146
isolados foram determinados, resultando eMA®B-1e 71MAT-2 Em isolados
homotéalicos, ocorreu a amplificacdo de ambos o®mdifos. Apdés a
determinacdo dosnating types isolados que pertencem a mesma linhagem
filogenética foram submetidos a cruzamentos enr#bioo: FSSC 5, FSSC 23,
FSSC 31, isolados associados a soja e isoladasitess da MP-IVK. solanif.
sp. xanthoxylj e MP-V (F. petroliphilun), totalizando 84 isolados. Cruzamentos
férteis foram obtidos entre isolados testadoresMias conhecidas do FSSC,
MP-1V e MP-V, validando ogrimersdesenvolvidos. Cruzamentos férteis foram
observados entre isolado testador da MHA=lIplanif. sp. batatag com dois
isolados da pimenta-do-reingendo o primeiro relato dessa MP no Brasil. Duas
novas MPs foram identificadas entre isolados paicgé a soja e entre isolados
deF. solanif. sp.piperisda pimenta-do-reino.

Palavras-chaveMating populationsHeterotalismo. IdiomorfdAT-1e MAT-2.
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ABSTRACT

Primers to specific amplification of the idiomorpl&T-1 and MAT-2
in the species of th&ibberella fujikuroispecies complex which belong to the
genusFusariumare available in the literature, but do not geteeRCR product
when used for isolates of tHeusarium solanispecies complex. This study
aimed to develop primers to determine the matipg fipr isolates of the FSSC,
and to identify biological species in a collectiohisolates of the FSSC which
occur in Brazil. Sequences of the conserved regfahe idiomorphMAT-1 of
Nectria haematococcElP-VI available in theJoint Genome InstituteJGI were
analysed and used to develop primers for this idiqim. For the idiomorph
MAT-2 were firstly used degenerated primers describetériterature for this
gene region. Then, from conserved single regiorisathtes of the FSSC were
developed primers for this idiomorph. All the primmén this study amplified
successfully fragments MAT-1 (200bp) andVAT-2 (212bp) of isolates that
belong to the clade 3. Mating types of 146 isolatese determined, resulting in
75MAT-1and 7IMAT-2 For homothallic isolates, occurred the amplifmatof
both idiomorphs. After determining the mating typasotal of 84 isolates which
belong to the same phylogenetic lineage were selimid crossing in the
laboratory: FSSC 5, FSSC 23, FSSC 31, isolatexiassd with soybean and
isolates tester of MP-IV H solani f.sp. xanthoxyl) and MP-V F.
petroliphilum). Fertile crossings were obtained among isolastet of known
MP of the FSSC, MP-IV and MP-V, validating the peim in this study.
Besides, fertile crossings were found among issl&ster of MP-II (F. solani
f.sp. batatas) with two isolates from black peppeing the first report of that
MP in Brazil. Two novel MP were identified amongtipegenic isolates of
soybean, and among isolated~okolanif.sp. pipersfrom black pepper.

Keywords: Mating population. HeterothallisMAT-1andMATZ2idiomorphs.
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1 INTRODUCAO

O complexo de espéciésisarium solancompreende, atualmente, cerca
de 60 espécies filogenéticas, algumas delas dasinidmbém como espécies
biolégicas, oumating populationgNALIM et al., 2011; O'DONNELL et al.,
2008; ZHANG et al., 2006).

No FSSC existem espécies heterotdlicas e homaalem como as
gue ndo possuem reproducdo sexual conhecida (O'IEDNN2000). Em
espécies heterotdlicas, o ciclo sexuado pode deritto em laboratério entre
isolados demating typeopostos MAT-1e MAT-2.Em espécies homotdlicas, o
ciclo sexual ocorre a partir de um isolado mondsp60s dois idiomorfoMAT
coexistem no mesmo genoma, fundidos ou diretamégéelos (LESLIE;
SUMMERELL, 2006) Em experimentos de inducdo da fase sexuada em
laborat6rio com isolados do FSSC foram encontradeaas espécies bioldgicas.
No Clado 3 foram encontradas sete espécies bial®glesignadas de MP-I a
MP-VII (MATUO; SNYDER, 1973), entre isolados de keratoplasticume
entre isolados dE. petroliphilumMP-V (MEHL; EPSTEIN, 2007; SHORT et
al.,, 2013).No Clado Zrusarium tucumanigepatdégeno da sindrome da morte
subita (SDS) na soja, foi definida também camaiing populatio(COVERT et
al., 2007).

O uso deprimers para determinamating typese cruzamentos em
laboratério podem evidenciar a identificagdo de ées biolégicas em
populacdes de fungos nas quais marcadores mordokgao escassos ou
inexistentes (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Estudos baseados em determinacaendéng typee cruzamentos tém
sido utilizados para delimitar espécies dentroGdleberella fujikuroi species
complex(GFC). O complexo é composto por distintas espéfiiegenéticas e

biolégicas que antes eram desconhecidas por causantelhanca morfoldgica,
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denominadas apenas corRoisarium moniliforme Atualmente, existem pelo
menos 13 MPs bem caracterizadas no GFC (KVAS et2aD9; LESLIE;
SUMMERELL, 2006; LIMA et al., 2012)Primers foram desenvolvidos para
determinar anating typeno complexoG. Fujikuroi e auxiliar na identificacao
de espécies biolégicas (STEENKAMP et al., 2000).

Alguns isolados do FSSC foram utilizados em tiadlnos quais
primers degenerados foram desenvolvidos para determimating typeem
Neurospora crass¢ARIE et al., 1997) e em outras espécied-dsariumcom
teleomorfo emCalonectrig Gibberella e Nectria (KERENYI et al., 2004).
Todos esse@rimers foram testados em isolados do FSSC, mas somente o
idiomorfo MAT-2foi amplificado por meio dogrimersde Kerényi et al. (2004).

O desenho derimers para determinamating typeno FSSC pode
auxiliar estudos de inducdo da fase sexuada eifidantnovas espécies
biolégicas, assim como no comple®o fujikuroi. De acordo com a diversidade
de espécies existentes no FSSC que causam doemcadrias plantas de
importancia agricola, principalmente na regidoit@alpe subtropical, ha fortes
evidéncias de que um numero consideravel de nmpécies ainda pode ser
encontrado nos trépicos, inclusive no Brasil (O'DMELL, 2000;
O’'DONNELL et al., 2008). O presente estudo foi imdo com o objetivo de
desenvolvemprimers para determinamating typee identificar a presenca de
espécies biolégicas em uma colecao de isoladosS&CFobtidos de diferentes
espécies de plantas cultivadas e do solo no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados

Os isolados do complexeusarium solaniutilizados no presente estudo
foram obtidos de diferentes substratos e regidegrgécas do Brasil, incluindo
sequéncias de isolados de referéncia (Tabela lisdlmlos estdo preservados
em microtubos e criopreservados, a 280 na Colecdo Micolégica de Lavras
(CML), Laboratério de Sistematica e Ecologia dedas Universidade Federal

de Lavras (UFLA), em Lavras, Minas Gerais, Brasil.

2.2 Extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados em meio completo dqui(LESLIE;
SUMMERELL, 2006), incubados em um agitador (100 Ypmor trés dias, em
temperatura ambiente (25 °C a 28 °C). O micélidifoado e a extracdo de DNA foi
realizada com o emprego do kit Wizard®Genomic DN#rification (Promega do
Brasil), de acordo com as condi¢bes do protocol.cncentracbes de DNA foram
estimadas visualmente em gel de agarose 1%, pgparagéio da intensidade de banda

com um marcador de comprimentos de fragmentoskde (Invitrogen).

2.3 Desenvolvimento doprimers para amplificacao do idiomorfo MAT

Sequéncias da regido conservada do idiondAd-1do isolado NRRL
44580 Nectria haematococcaP-VI foram obtidas da base de dados Joint
Genome Institute - JGI (2013). Estas sequénciasrfalinhadas e comparadas
com sequéncias geimersdegenerados, previamente descritos para o idiomorf
MAT-1e com sequénciddAT-1de outras espécies Hasarium.Sequéncias da
regido conservada do idiomofdAT-2de isolados do FSSC foram inicialmente
obtidas a partir do uso geimersdegenerados (KERENY! et al., 2004).



Tabela 1 Isolados testados cprimersdesenvolvidos para determinamating typeno FSSC

CML # Outro c6digo® Espécies Substrato Origerfl Mating type ©
526* MES1624 Fusariumsp. Glycine max Planaltina, DF 1
527* MES1497 Fusariumsp. Glycine max Planaltina, DF 2
528* Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 2
575+ Fusariumsp. Glycine max Planaltina, DF 2
577* Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 2
691* Fusariumsp. Glycine max Araxa, MG 2
860* Fusariumsp. Glycine max Brasil 2
1771* Fusariumsp. Glycine max Campo Novo dos Parecis, MT 1
1780* Fusariumsp. Glycine max Uberlandia, MG 1
1781* Fusariumsp. Glycine max Uberlandia, MG 1
1782* Fusariumsp. Glycine max Uberlandia, MG 2
1829+ MES28 Fusariumsp. Glycine max Tapera, RS 2
1830* MES24 Fusariumsp. Glycine max Cristalina, GO 1
1833+ MES13 Fusariumsp. Glycine max Campo Mour3o, PR 1
1836* Fusariumsp. Glycine max Guarapuava, PR 2
1837* MES 01 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1
1839* MES 60 Fusariumsp. Glycine max Patrocinio, MG 1
1987* MES730 Fusariumsp. Glycine max Chapadso do Sul, MS 2
1988* MES 732 Fusariumsp. Glycine max Chapadao do Sul, MS 1
1989+ Fusariumsp. Glycine max Guarapuava, PR 2
1990* Fusariumsp. Glycine max Guarapuava, PR 2

79



Tabela 1, continuacao

CML ? Outro cddigo® Espécies Substrato Origem® Mating type ©
1991* Fusariumsp. Glycine max Lunardelli, PR 2
1992+ Fusariumsp. Glycine max Lunardelli, PR 1
1993* Fusariumsp. Glycine max Marinalva, PR 1
1994* Fusariumsp. Glycine max S&0 Jodo do Ivai, PR 1
1995* Fusariumsp. Glycine max Marinalva, PR 2
1996* Fusariumsp. Glycine max S&0 Jodo do Ivai, PR 1
1997* Fusariumsp. Glycine max Castro, PR 1
1998* Fusariumsp. Glycine max Castro, PR 2
1999* Fusar!umsp. Glycine max Castro, PR 1
2000* MES34 Fusariumsp. Glycine max Carambef, PR 2
2001* MES 64 Fusariumsp. Glycine max Palmeira, PR 2
2002* MES73 F”S""rfumSp- Glycine max Faxinal, PR 2
2003* MES722 Fusariumsp. Glycine max Londrina, PR 1
2004* MES723 Fusariumsp. Glycine max Campo Mourio, PR 1
Fusariumsp. ; P
2005* MES724 Glycine max Ubiratd, PR 1
2007* MES735 Fusariumsp. Glycine max Ivaipord, PR 1
2009* MES728 Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 1
2010* MES741 Fusariumsp. Glycine max Passo Fundo, RS 1
2011* Fusariumsp. Glycine max Montividiu, GO 1
2012* Fusariumsp. Glycine max Rio Verde, GO 2
2014* Fusariumsp. Glycine max Montividiu, GO 1
2015* MES 721 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1
2016* MES 02 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1




Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2020* Fusariumsp. Glycine max Maracaju, MS 2
2021* Fusariumsp. Glycine max Marapud, MS 1
2023+ MES720 Fusariumsp. Glycine max S&o Gotardo, MG 1
2022* MES 05 Fusariumsp. Glycine max Patos de Minas, MG 1
2028* MES27 Fusariumsp. Glycine max Brasilia, DF 1
1245 Fusariumsp. SoloGlycine max Montividiu, GO 1
2025 JEM 3582 Fusariumsp. SoldGlycine max Unai, MG 2
581* Fusariumsp. FSSC5  Chrysanthemursp. Holambra, SP 2
1842* Fusariumsp. FSSC 5  Cyrtopodium cardiochilum Vigosa, MG 2
52 Fusariumsp. Solanum tuberosum Sta Rita de Caldas, MG 2
73 Fusariumsp. Solanum tuberosum Espirito Santo de Dourado, MG 1
45 Fusariumsp. FSSC 9  Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 2
46° Fusariumsp. Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG

52 Fusariumsp. FSSC 9  Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 2
53 Fusariumsp. FSSC 38 Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 1
55* Fusariumsp. FSSC5  Solanum tuberosum Santa Rita de Caldas, MG 1
50 Fusariumsp. Solanum tuberosum Muzambinho, MG 1
60 Fusariumsp. Solanum tuberosum Alfenas, MG 2
64 Fusariumsp. Solanum tuberosum Alfenas, MG 2
65* Fusariumsp.FSSC5  Solanum tuberosum Alfenas, MG 1
89 Fusariumsp. Solanum tuberosum Argentina 1
576" Fusariumsp. Gossypiunsp. Planaltina, DF

580 Fusariumsp. Gossypium hirsutum MS 1

99



Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
214* Fusariumsp. FSSC5 Passiflora edulis Carmo da Cachoeira, MG 2
613 Fusariumsp. Passiflora edulis Rio de Janeiro, RJ 2
2183° Fusariumsp. Passiflora edulis Jaiba, MG

1346° Fusariumsp. Passiflora edulis Alemanha

2172 Fusariumsp. Passiflora edulis Seb. da Laranjeira, BA 1
2174 Fusariumsp. Passiflora edulis Seb. da Laranjeira, BA 1
2176 Fusariumsp. Passiflora edulis Seb. da Laranjeira, BA 2
2177 Fusariumsp. Passiflora edulis Espinosa, MG 1
2178 Fusariumsp. Passiflora edulis Espinosa, MG 1
2182 Fusariumsp. FSSC 20 Passiflora edulis Jaiba, MG 2
2184 Fusariumsp. Passiflora edulis Januaria, MG 2
2185 Fusariumsp. Passiflora edulis Jaiba, MG 2
2192 Fusariumsp. Passiflora edulis Sebastido Laranjeiras, BA 1
1834 Fusariumsp. Phaseolus vulgaris Vigosa, MG 1
1835 Fusariumsp. Phaseolus vulgaris Vicosa, MG 2
2043* Fusariumsp. FSSC5  Phaseolus vulgaris Sebastido Laranjeiras, BA 1
2046* Fusariumsp. FSSC5 Phaseolus vulgaris Patos de Minas, MG 1
2047* Fusariumsp. FSSC5  Phaseolus vulgaris Lavras, MG 1
2186* f. sp.piperisFSSC 31  Piper nigrum Valenca, BA 2
2187* f. sp.piperisFSSC 31  Piper nigrum Valenga, BA 1
2188* f. sp.piperis FSSC 31 piner nigrum Valenca, BA 1
2189* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Valenca, BA 1
2190* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Valenca, BA 2
2191* f. sp.piperisFSSC 31 piner pigrum Taperoa, BA 2

L9



Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cédigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2201* f. sppiperisFSSC 31 Piper nigrum Itubera,BA 1
2205* f. sppiperisFSSC 31 Piper nigrum ltuberda, BA 1
2207* f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Taperoa, BA 2
2209* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Taperoa, BA 1
2210* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Taperoa, BA 1
2211* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Taperoa, BA 1
2220* f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Porto Grande, AP 1
2364+ CMM3618 f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Baido, PA 1
2357* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Castanhal, PA 1
2365+ CMM3617 f. sp.piperisFSSC 31 piner nigrum Baio, PA 1
2464* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Linhares, ES 2
2465* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Jaguaré, ES 2
2466* f. sp.piperisFSSC 31 Piper nigrum Jaguaré, ES 2
2350* f. sp.batatasFSSC 23  Piper nigrum Tomé-Acu, PA 1
2355* f. sp.batatas FSSC 23 Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
2361 Fusariumsp. Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
2194° Fusariumsp. Piper nigrum Nilo Pecanha, BA

2195 Fusariumsp. FSSC 9  Piper nigrum Itubera, BA 2
2196 Fusariumsp. FSSC 34 Piper nigrum Itubera,BA 2
2199 Fusariumsp. FSSC 9  Piper nigrum Itubera, BA 2
2204 Fusariumsp. Piper nigrum Itubera,BA 1
2214 Fusariumsp. FSSC 20 Piper nigrum Taperoa, BA 2
2219 Fusariumsp. Piper nigrum Taperoa, BA 2
2291 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1

89



Tabela 1, continuacao

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2297 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1
2348 Fusariumsp. Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
2301 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1
2302 Fusariumsp. Piper nigrum Sooretama, ES 1
2305 Fusariumsp. Piper nigrum Jaguaré, ES 1
2361 Fusariumsp. FSSC 20 Piper nigrum Tomé-Acu, PA 2
F. keratoplasticum

2193 FSSC 2 Piper nigrum Nilo Pecanha, BA 2
2463 Fusariumsp. FSSC 20 Piper arboreum Belém, PA 2
185 Fusariumsp. Coffea arabica Lavras, MG 2
217* Fusariumsp. FSSC5 Coffea arabica Machado, MG 1
220 Fusariumsp. Coffea arabica Lavras, MG 2
223 Fusariumsp. Coffea arabica Brasil 2
230 Fusariumsp. Coffea arabica Brasil 1
377 Fusariumsp. Coffea arabica Vigosa, MG 2
758 Fusariumsp. Coffea arabica Santa Rita do Sapucai, MG 2
763 Fusariumsp. Coffea arabica Santa Rita do Sapucai, MG 2
1137 Fusariumsp. Citrus sp. Cordeiropolis, SP 1
1139 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1141 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1142 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 2
1147 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1149 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 2
1151 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 2




Tabela 1, continuacéo

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
1156 Fusariumsp. Citrussp. Cordeiropolis, SP 2
1158 Fusariumsp. Citrussp. Barretos, SP 1
1160 Fusariumsp. Citrus sp. Barretos, SP 1
1884* NRRL 22163 f. sp.xanthoxyliMP-IV  Xhanthoxylum piperitum Japao 2
2230* NRRL 22277 f. sp.xanthoxyliMP-IV ~ Xanthoxylumpiperitum Japéo 1
1885 NRRL 22586 f. sp.robiniae MP-VII Roninea pseudocacia Virginia, EUA 2
1889 NRRL 22098 f. sp.cucurbitaeMP-I Cucurbitasp. EUA 1
1883* NRRL 22142 F. petroliphilumMP-V  Cucurbitasp. California, EUA 2
1895* NRRL 22141 F. petroliphilumMP-V  Curcubitasp. Nova Zelandia 1
1893 NRRL 22230 f. sp.mori MP-IlI Morus alba Japéo 2
2167 NRRL 22157 f. sp.moriMP-IlI Morus alba Japao 2
1894* NRRL 22400 f. sp batatadP-Il Ipomoeae batatas Carolina do Norte, EUA 2
2169 NRRL 22278 f. sp.pisi MP-VI Pisum sativum EUA 2
Neocosmosposp.
1159° FSSC 8 Citrus sp. Barretos, SP
1242° Neocosmosposp. Solo Montividiu, GO
Neocosmosposp.
1262° FSSC 8 Solo Montividiu, GO
1617° Neocosmosposp. Theobroma cacao Brasil
2232 NRRL 22090 Nectria illudens Beilschmiedia tawa Nova Zelandia Nd
2447 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2448 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2449 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2450 F. tucumaniae Glycine max Guarapuava, PR Nd
2057 F. decemcellulare Theobroma cacao llhéus, BA Nd

0L



Tabela 1, conclusao

CML 2 Outro cddigo® Espécies Substrato Origem ¢ Mating type ©
2254 F. decemcellulare Theobroma cacao Amazonas, AM Nd
2273 F. decemcellulare Theobroma cacao llhéus, BA Nd
2593 MP59 F. udum Crotalaria ochroleura Lavras, MG Nd
262 F. tupiense Mangifera indica Lavras, MG Nd

%ML = Colecdo Micoldgica de Lavras, DepartamentoFitepatologia, Universidade Federal de Lavras,ragvMinas Gerais,
Brasil; * Isolados utilizados nos cruzamentBidpmotalico;¢ MES = Micoteca Embrapa Soja, Embrapa Soja, LoadRarana,
Brasil; JEM = Jem Analise Agricola, Aparecida dedb@, Goias, Brasil; CMM = Colec¢do de CulturasFdmgos Fitopatogénicos
Profa. Maria Menezes; NRRL = Northern Regional Resfe Laboratory, Peoria, lllinois, EURestados do Brasil: Amazonas - AM;
Amapa - AP; Bahia - BA; Distrito Federal - DF; Bs$@ Santo - ES; Goias - GO; Minas Gerais - MG; d@&rosso - MT; Mato
Grosso do Sul - MS; Para - PA; Parana - PR; Ridaieiro - RJ; Rio Grande do Sul -RS; S&o Paulo. SN&RT - Mating typedos
isolados identificados por PCRIAT-1= 1; MAT-2= 2; nd = ndo determinado

I
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Os produtos da PCR foram sequenciados e as seaséfaiam
alinhadas e comparadas compasnersdescritos parMAT-2(KERENY!I et al.,
2004) e com sequénciablAT-2 de outras espécies dEusarium. Os
alinhamentos das sequéncias nucleotidicas coprimers degenerados foram
gerados utilizando-se o programa CLUSTALW (THOMPSONGGINS;
GIBSON, 1994), implementado pelo programa MEGA BRANIURA et al.,
2011). Osprimers foram desenvolvidos de acordo com a homologia das
sequénciadMAT dos isolados do FSS®rimers para determinar o idiomorfo
MAT-1e MAT-2para espécies do compleiosolaniforam analisados por meio

do software OligoAnalyzer 3.1.

2.4 Especificidade doprimers e otimizacdo da PCR

Os primers desenvolvidos foram testados com isolados do FSSC
disponiveis na CML (Tabela 1). A reacdo de PCRc@miduzida, inicialmente,
de acordo com protocolos disponiveis na litera{fBBNTLEY et al., 2008;
KERENY! et al., 2004; LESLIE; SUMMERELL, 2006). [Rifentes
concentracbes de MgQl,0, 1,5 e 2,0) e temperaturaS de anelamentoG50 °
55 °C, 58 °C e 60 °C) foram utilizadas durantenssies.

Depois da otimizacdo, a reacdo da PCR pbkd-1 foi realizada com
um volume final de 2@l contendo tampé&o 1 x (Invitrogen); 1,5 mM Mg, 2
mM de cada dATP, dCTP, dGTP, e dTTP; QuRbde cadgrimer, 1 U deTaq
DNApolimerase e20 ng de DNA do fungo. A reacdo pMAT-2foi realizada
com volume final de 2l contendo tampdao 1x (Invitrogen); 1,5 mM Mg@,5
mM de cada dATP, dCTP, dGTP, e dTTP; Q,85de cadgrimer, 1 U deTaq
DNA polimerase 20 ng de DNA do fungo.

Na amplificacé@o, a desnaturacao inicial foi de @4 gor 30 segundos,
seguida por 30 ciclos de 94 °C, por 30 segundofpdeatura de anelamento de
55 °C MAT-1) e 60 °C, paraMAT-2 por 30 segundos, 72 °C, por 90 segundos
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e extensao final de 72 °C, por 1 minuto. O prodl#d®CR foi visualizado em

gel de agarose a 1%, corado c@elRed™ em luz UV.

2.5 Determinacao demating type por PCR

O mating typedos isolados monospdricos foi determinado por rdeio
amplificacdo do idiomorfdMAT-1 e MAT-2 utilizando osprimers forward e
reverse desenvolvidos e validados para isolados do FS&&enestudo. O
produto da PCR foi submetido a eletroforese emdgeagarose a 1%, para a
visualizacdo dos resultados. O comprimento dosnfeados amplificados foi

comparado com um marcador DNA ladder 1 Kb.

2.6 Inducéo da fase sexuada

As linhagens filogenéticas do FSSC que apresentasaiados de
ambos osgnating typeqVer Cap 1) foram selecionadas para a inducaase f
sexuada entre os isolados em laboratério (FSSCSSCR3, FSSC 31 e isolados
associados a soja), totalizando 84 isolados. Ozanrentos foram realizados
utilizando-se protocolo adaptado por Leslie e Sureth€2006), entre nove
isolados da FSSC 5; trés isolados da FSSC 23 (sloizdos do Brasil e o
testador NRRL 22400 da MP-II); 19 isoladassolanif. sp. piperis 49 isolados
associados a soja, que representam uma nova esifggemética no FSSC, e
entre isolados testadores da MP-IV e MP-V (Tabgla 1

Cada isolado foi testado como parental masculincomo parental
feminino em cruzamentos reciprocos. Os isoladosndedeterminadanating
type testados como parentais masculinos, foram cdbivaem tubo de ensaio
contendo meio completo e incubados, a 20 °C, smipdoiodo de 12 horas, por
sete dias. Os isolados do outnating type testados como parentais femininos,

foram cultivados em placas de Petri de poliestir@® x 15 mm) em meio
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cenoura 4gar (CA), incubados a 25 °C, no escurosgie dias. Apos o periodo
de incubacdo, uma suspensao de esporos foi prapacatlibo de ensaio, pela
adicdo de 2 mL de solucdo Tween 80 a 2,5% (vi)zando uma pipeta de
Pasteur. Em seguida, a suspensédo foi transferigapaa placa contendo o
isolado demating typeoposto e, com o auxilio de uma alca de Drigalski,
espalhada de modo a umedecer completamente oanicéli

Os fungos foram incubados, a 22 °C -23 °C, conblanca fluorescente
constante, por um periodo de até seis semanasal@adms semanalmente.
Cruzamentos foram considerados férteis quando pi@ah peritécios com
exsudacdo de ascosporos. Os cruzamentos foranidosppaira a confirmacgéo
dos resultados. A viabilidade dos ascoOsporos falisada pelo teste de
germinagdo em agar-agua 2%. Cirros de ascésporam fooletados com o
auxilio de um estilete de ponta extremamente finane seguida, espalhados
sobre a superficie do 4gar com uma alca de Drigalskgumas gotas de agua
estéril. As placas de Petri contendo os ascésporam incubadas no escuro, a
25 °C, por 24 horas. Apos o periodo de incubaghA@viliada a germinacado dos
ascosporos com objetiva de 40 vezes, em microsamilnz. Um isolado de
cadamating typeque apresentou maior fertilidade foi selecionamtoa testador
para a espécie bioldgica do estudo.
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3 RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento derimers para a determinag¢éo dosnating types no FSSC

Apb6s o alinhamento das sequéncias dos isoladosS8€ Fas posicoes
correspondentes a degeneracdo piasiers de Kerényi et al. (2004) foram
substituidas por bases nitrogenadas, de acordadmsmologia das sequéncias
MAT dos isolados do FSSC. Para o desenvolviment@uioers MAT-1foram
realizadas quatro substituicbes de bases fmaweard e quatro paraeverse
(Figura 1) Para o desenvolvimento dpsimers MAT-2 as sequéncias obtidas
dos isolados do FSSC nédo apresentaram tamanh@&stéicquando comparadas
com oprimer forwardde Kerényi et al. (2004). Por isso, uma regidseorada
entre os isolados foi selecionada para a constrdogwimer. Para oprimer

reverseforam realizadas cinco substituicbes de basesr@&).

FsolMatl F 5’ -CGC CCT CTG AAT GCCTIIL ATG-3'

|Necha2 | 67661
iBechal | 676560

5’ -GCCCTC ATT GCCAAG GTC TAC TCC- 37

3’ -CGG GAGTAA CGGTTC CAG ATG AGG- 5"
-

Primer MAT-1 R 5" -GGA GTA GAC CTT GGC AAT GAG GGC-3'

Figura 1 Desenho dgmimers para amplificagdo do idiomorfdAT-1 para isolados do
FSSC Numeros de 1 a 3 correspondem as sequéndia3-1 de N.
haematococcaVIP-VI obtidas no JGI (2013); 4 e primers degenerados
forward e reverse de Kerényi et al. (2004). Para o deselehBsolMatlF e
FsolMatlR, foram realizadas quatro substituicbesa®es nitrogenadas nos
locais especificos da degeneracéo
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OdL 2918 Glycine it -HHUIIKIIIKII HEK|
. DML 1235 Phases

FsolMat2 F  5'-GTC TAT GCA CCC TGG CAT C-3'

] 1 '} 1 T T T -L]' T
= T 1 ¥ |
: &

CML 1835 Phasecli vulgaces
CHML 2013 Glycinc max

OERREBALE

5'-CCC GAC TAC CIT GAC CGC CCA-3'

3'-GGG CTG ATG GAA CTG GCG GGT- 5"

—

FsolMatz F 5'-TGG GCG GTC AAG GTA GTC GGG-3'

Figura 2 Desenho dgeimers para amplificagdo do idiomorfdAT-2 para isolados do
FSSC Numeros de 1 a 4 correspondem as sequéncias dédtRidicadas no
FSSC: f. spbatatasMP-II, F. petroliphilumMP-V, f. sp robineaMP-VII, f.
sp. mori MP- Ill, respectivamente; de 5 a 7 sequénciassdlados do FSSC
depositados na Colecédo Micoldgica de Lavras - CBlprimersdegenerados
forward e reversede Kerényi et al. (2004). Para o desenho de F@mMtoi
selecionada uma regido conservada das sequénctassdados e, para
FsolMat2R, foram realizadas cinco substituicbesbdses nitrogenadas nos
locais especificos de degeneracéo

Os primers desenvolvidos para o idiomorfdAT-1 foram FsolMatlF
(5'-CGCCCTCTGAATGCCTTTATG-3) e FsolMat1R (5'-
GGAGTAGACCTTGGCAATGAGGGC-3) e, para o idiomorfdAT-2 foram
FsolMat2F  (5-GTCTATGCACCCTGGCATC-3) e FsolMat2R 5
TGGGCGGTCAAGGTAGTCGGG-3'), com amplificacéo de 2010 e 212 pb,

respectivamente (Figura.3)
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12345678 9111121

200 pb
MAT-1

212 pb
MAT-2

Figura 3 Amplificacéo dos idiomorfdd AT-1 e MAT-2 para MPs do FSSC. Rrimers
FsolMatlF e FsolMatlR, 200bp. Brimers FsolMat2F e FsolMat2R, 212bp.
Linha 1: DNA ladder; linhas 2 e 3: MP dos isoladessoja, CML 1830, CML
860; linhas 4 e 5: MP de f.spiperis CML 2187, CML 2186; linhas 6 e 7:
MP-II, CML 2350, CML 1894 (NRRL 22400); linhas 8% MP-IV, CML
2230 (NRRL 22277), CML 1884 (NRRL 22163); linhasd.01: MP-V, CML
1895 (NRRL 22141), CML 1883 (NRRL 22142); linhas &213: isolados
homotalicos, CML 576, CML 2183

3.2 Determinacao demating type por PCR

Os primers desenvolvidos foram eficientes para a determinadéio
mating typesem todos os isolados do FSSC do Clado 3 testaddsjndo
isolados de diferentes substratos, as sete MPsitdespor Matuo e Snyder
(1973) e isolados homotdlicos (Tabela 1). Forarerdehados osnating types
de 146 isolados, sendo MBT-1 e 71 MAT-2. Nos isolados homotalicos foi
possivel a amplificacdo de ambos os idiomorfosa Fsslados do clado 2 e
isolados de-. decemcellulareF. udume F. tupiense,nenhum idiomorfo foi

amplificado. Somente o idiomorfdAT-2 foi determinado para os isolados das
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linhagens FSSC 7, FSSC 9 e FSSC 20 (ver capitulasllinhagens FSSC 5,
FSSC 23 e FSSC 31 apresentam isolados de ambostiog) types.

3.3 Identificagcdo de espécies bioldgicas no FSSC

Cruzamento fértil foi encontrado entre isoladod.dm xanthoxyliMP-

IV (NRRL 22277,MAT-1com NRRL 22163MAT-2 e entre isolados def. sp.
cucurbitae MP-V (NRRL 22141, MAT-1 com NRRL 22142, MAT-2.
Cruzamentos férteis também foram observados emasotriés linhagens: FSSC
23, FSSC 31 e entre a linhagem filogenética reptada por isolados
associados a soja. Na linhagem FSSC 23. fbagatas houve cruzamento entre
isolados deP. nigrumCML 2350 MAT-1) com CML 2355 MAT-2 e CML
2350 com o testador da MP-Il, NRRL 2240MAT-1). Foi observado
cruzamento entre os isolados da linhagem FSSC .34p.fpiperis e entre
isolados patégenos da soja. Para todas as espéaliggicas, peritécios foram
observados nos cruzamentos, apds duas ou trés aerdanincubacédo e a
exsudacdo de ascosporos ocorreu a partir da gereemana apés a formacédo
dos peritécios. Cruzamentos férteis foram encoogradmente entre isolados de
uma mesma espécie biologica, quando testados odexlds testadores de outra
MP n&o produziram peritécios.

Em algumas linhagens identificadas no FSSC nagdssivel realizar
cruzamentos entre os isolados, pois apresentavamnicu isolado (FSSC 2,
FSSC 34 e FSSC 38) ou somente um idiomorfo ideatib (FSSC 7, FSSC 9 e
FSSC 20). Na linhagem FSSC, cinco isolados de ambomting typedoram

determinados, no entanto, ndo foi observada a fgimde peritécios.
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4 DISCUSSAO

Primers para determinamating typepara espécies do FSSC foram
desenvolvidos no intuito de diferenciar os isolagos podem ser utilizados em
cruzamentos no laboratério e identificar espédel®dicas presentes no Brasil.
Essegprimerspodem ser aplicados com sucesso na amplificacdmidosorfos
MAT-1e MAT-2 para diferentes espécies do Clado 3 do FSSC.

O conceito biolégico pode ser aplicado para auxilmidentificacéo de
espécies morfologicamente semelhantes, como éocodeasespécies do FSSC.
Espécie bioldgica é composta por grupo de indivddyuee podem cruzar e gerar
descendentes férteis e a populacdo é delimitadabpaeira reprodutiva
(LESLIE, 1995). Com osmating typesdeterminados, cruzamentos sao
realizados somente entre isolados oposM8,T-1 com MAT-2, reduzindo
tempo, meios de cultura, espaco e evita o tradallwrioso de fazer numerosos
cruzamentos, testando diferentes condicbes de tatopg Iluminosidade,
nutricdo e receptividade do micélio (LESLIE; SUMMER., 2006).

No FSSC, o primeiro relato de espécie bioldgicatifleada por meio
de cruzamentos em laboratério foi na década de, @%@ a identificacédo de
sete MPs (MATUO; SNYDER, 1973). Somente ap0s tésadas, novas MPs
foram identificadas, entre isolados deusarium tucumanige Fusarium
keratoplasticune Fusarium petroliphilum anteriormente conhecida como MP-
V (COVERT et al.,, 2007; MEHL; EPSTEIN, 2007; SHORT al., 2013),
totalizando nove espécies biologicas. Todas as MBs FSCC foram
confirmadas como espécies filogenéticas (O’'DONNE2QQO; SHORT et al.,
2013). No géner&usarium outro complexo de espécies amplamente estudado é
0 Gibberella fujikuroi species compleXGFC). Em adi¢cdo a caracterizacao
morfologica, o conceito biol6gico vem sendo apl@acbm sucesso para

delimitar espécies dentro desse compl&dmers foram desenvolvidos para o
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GFC, a fim de determinanating typee auxiliar na identificacdo de espécies
biolégicas (STEENKAMP et al., 2000). Existem I8ating populations
identificadas (KVAS et al., 2009; LESLIE; SUMMERELPROO6; LIMA et al.,
2012).

Primers degenerados desenvolvidos para identificacaondtng type
emN. crassaARIE et al., 1997) e para varias espécie$dgarium incluindo
isolados deNectria(KERENYI et al., 2004), foram utilizados pelo noggopo
de estudo em trabalhos anteriores, na tentativdetirminarmmating typepara
isolados do FSSC. No entanto, ocorrereu amplifcagibandas inespecificas e
que nao correspondem ao tamanho dos idiomorfosp amscrito na literatura
para isolados ddNectria (ARIE et al., 1997). A falta de amplificacdo, ou
amplificacdo de bandas inespecificas, provavelmemee ser em decorréncia
de divergéncia de sequéncias que podem ocorrer onesnmegides conservadas
para o géner&usarium(STEENKAMP et al., 2000) ou pelo fato demémers
ndo serem especificos para espécies do FEBCGdiomorfo MAT-2 foi
identificado para o FSSC, quando utilizadopsiersdegenerados de Kerényi
et al. (2004), mas essg®@imers também funcionaram para espécies nédo
relacionadas ao FSSC, conteé decemcellularee Gibberella sp. Quando
utilizados osprimersdesenvolvidos no presente estudo, houve ampl#xaps
idiomorfosMAT somente para as espécies do FSSC.

Todos os isolados heterotalicos testados corpriosers apresentaram
amplificacdo de um ou outrating typeNos isolados homotalicos foi possivel
a amplificacdo de ambos idiomorfos, assim comoofmservado em isolados
homotélicos deF. graminearum (KERENYI et al., 2004). As espécies
homotdlicas carregam genes para ambasaiig typesio mesmo genoma, que
podem estar ligados ou ndo (MARTIN et al., 2011;Nvet al., 2000). Essas
espécies, quando comparadas com espécies hetarmtddodem apresentar os

mesmos geneMIAT, mas com diferenca de tamanho e de bases nessEs ge
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Por causa dessas diferencas, um evento raro denbewgdo do genoma
poderia ter convertido dois idiomorfddAT de espécie heterotalica em dois
idiomorfos separados ou ligados em espécie hormatdDNURM, 2011). Com
base nisso, a hip6tese é a de que o heterotalismofogma ancestral da
reproducédo sexual em fungos (LEE et al., 2003).

O teste de homotalismo pode ser realizado como leongmtacdo da
técnica de determinacdo deating types pois isolados homotalicos podem
fornecer resultado falso positivo nos cruzamenss.natureza, a escassez de
nutrientes pode induzir o ciclo sexual (LESLIE; SMERELL, 2006) e, sendo
assim, o teste consiste em repicar o isolado enmein pobre em nutrientes,
comosynthetic nutrient-poor agapu SNA.

Nossos resultados evidenciam a validacéo e a idnpoé do uso dos
primersdesenvolvidos para determimaating typee identificar MPs no FSSC.
Na literatura, ndo existem relatos aoating typeslos isolados de referéncia das
MPs descritas no FSSC. Por meio gonesdesenvolvidos neste estudo foi
possivel determinar osating typeslos isolados representantes das sete espécies
biolégicas, MP-I a MP-VII, dentro do FSSC (MATUONSDER, 1973). As
MPs f. sp.xanthoxily MP-IV e F. petroliphilum MP-V apresentaram isolados
testadores de ambos asating types.Dessa forma, foi possivel validar os
primers pois cruzamentos férteis foram encontrados esttados dessas duas
espécies biologicas.

Cruzamentos férteis também foram encontrados estado da
linhagem FSSC 23 f. sphatatas MP-Il (MATUO; SNYDER, 1973) com
isolados dé-. solanida pimenta-do-reino, sendo o primeiro relato désBano
Brasil. Os isolados sdo sexualmente compativeisderp ser encontrados em
ambos hospedeiros. A inespecificidade de hospetlinbém foi relatada entre
isolados dd-. solanj patdgenos de humanos e isolados de tispurbitaeMP-

V. Ambos o0s patégenos compreendem a mesma espdogenética
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formalmente descrita. petroliphilum (SHORT et al., 2013), mesma espécie
bioldgica, e sao igualmente virulentos a cucurb#dce tolerantes a temperatura
do corpo humano (MEHL; EPSTEIN, 2007). A diversigaghetabdlica e a
plasticidade genética existentes nesses fungosypoefetir a habilidade deles
em adaptar diferentes tipos de ambientes (COLEM®dN. £2009).

Com o uso dogrimers desenvolvidos no estudo e cruzamentos em
laboratério, duas novas MPs foram identificadasa pa-SSC, entre isolados
patogénicos a soja e entre isolados de fpigris da pimenta-do-reino (FSSC
31). Ambas as espécies também correspondem aatistispécies filogenéticas.

Na linhagem FSSC 5 ndo foi observada a formacaped&écios. Os
isolados apresentam baixa fertilidade, o que alettamente o sucesso dos
cruzamentos. Além disso, as condi¢cdes de incubtg@bém influenciam os
cruzamentos, como temperatura e luminosidade, enpodariar para cada
espécie (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O uso deprimers para determinamating typesalém de permitir a
identificacdo de espécies biolégicas, pode auxdiddentificar populacbes em
campo, fornecendo um diagndstico rapido de possieptoducdo sexual.
Isolados testadores para cada espécie bioldgieatéqu alta fertilidade de cada
mating type devem ser identificados e disponibilizados parara utilizados em
experimentos de cruzamentos e identificacdo de KPsestadores das espécies
biolégicas encontradas no presente estudo serfionililizados para estudos
futuros, com inducéo da fase sexuada no FSSC. @dacom a diversidade de
espécies encontradas no compl&xasolanj a aplicacdo do conceito bioldgico
utilizando osprimers desenvolvidos para o Clado 3 do FSSC e cruzamentos
pode ser importante para complementar outros @oscde espécies, como
morfoldgico e filogenético, e a presenca de nogpgaes bioldégicas em regides

tropicais e subtropicais, inclusive no Brasil, évyavel.
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