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RESUMO

Cordia americana (L.) Gottschling & J. S. Mill. (guajuvira) € uma espécie florestal amplamente distribuida
no territério brasileiro e que apresenta importancia econémica e ambiental devido a qualidade de sua
madeira e utilizagdo em reflorestamentos. Com o objetivo de avaliar a patogenicidade de Fusarium sp.
associado as sementes, foram caracterizados, morfolégica e molecularmente, quatro isolados do fungo que
foram inoculados nas sementes de guajuvira. A caracterizacdo morfologica foi realizada com o auxilio de
uma chave de identificac@o para o género Fusarium e para a identificacdo molecular foram sequenciadas as
regides gendmicas Internal Transcribed Spacer (ITS) e Fator de elongagao 1 - alpha (TEF1-a). Os resultados
do sequenciamento de DNA concordaram com os da caracterizagdo morfologica e permitiram identificar
as espécies Fusarium acuminatum e Fusarium verticillioides. No teste de patogenicidade, verificou-se que
ambas as espécies do fungo foram patogénicas a Cordia americana, causando tombamento em pré e pos-
emergéncia, além de apodrecimento de raizes e necrose no hipocotilo.

Palavras-chave: tombamento de plantulas; guajuvira; ITS; TEF1-a.

ABSTRACT

Cordia americana (L.) Gottschling & J. S. Mill. (guajuvira) is a forest species widely distributed in
Brazil and represents environmental and economic importance due to the quality of its timber and use in
reforestation. In order to evaluate the pathogenicity of Fusarium sp. associated with seeds, characterizing
the isolates morphologically and molecularly in order to identify them on the species level, was obtained
four fungal isolates that were inoculated in seeds to demonstrate their pathogenicity. The morphological
characterization was performed using an identification key for the genus Fusarium and, for the molecular
identification, genomic regions Internal Transcribed Spacer (ITS) were sequenced with its elongation
factor 1 alpha (TEF1-a). The results of the molecular identification agreed with the morphological
characterization and allowed to identify the species Fusarium acuminatum and Fusarium verticillioides,
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both being pathogenic to Cordia americana, causing damping-off in pre and post emergence, and rotting of

roots and necrosis of hypocotyl.
Keywords: damping-off; Guajuvira; ITS; TEF1-a.

INTRODUCAO

O género Fusarium, de acordo com a
classificagdo taxondémica, constitui um estado
anamorfo da ordem Hypocreales, filo Ascomycota.
Dentro desse género, as espécies Fusarium
verticillioides ((Saccardo) Nirenberg), Fusarium
proliferatum ((Matsushima) Nirenberg) e Fusarium
subglutinans ((Wollenweber) e Reinking) participam
de um grupo de aproximadamente 20 espécies
que compdem o complexo Gibberella fujikuroi, e
estdo associadas a doencas de diversas culturas de
importancia econdmica, dentre elas: milho, trigo
e cana-de-agiicar. Em frutiferas como a manga
(Mangifera indica) ocorre a doenca conhecida
como a malformacdo da mangueira, localizadas
em areas tropicais e subtropicais do mundo, que
tem sido atribuida a varias espécies de Fusarium,
incluindo  Fusarium  mangiferae,  Fusarium
proliferatum,  Fusarium  sacchari, Fusarium
sterilihyphosum e Fusarium subglutinans (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Espécies de Fusarium formam um grupo
de fungos cosmopolita ¢ ¢ comum sua ocorréncia
no solo, sendo comum a necrose de raizes de
plantas em solos agricolas colonizados por espécies
desse género (NELSON et al., 1983). Em regides
temperadas e tropicais, espécies de Fusarium
apresentam diferengas em termos de numero de
espécies, distribuigdo, gama de hospedeiros e
viruléncia (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Espécies desse género sdo amplamente
distribuidas em todo o mundo, e sdo bem conhecidas
como agentes patogénicos de viveiros, ocasionando
sintomas de pré e pos-emergéncia, damping-off,
bem como reducdo da germinagdo de sementes em
viveiros de coniferas (MARTIN-PINTO; PAJARES;
DIEZ, 2008). No Brasil uma das principais doengas
da erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.), em
viveiro e, principalmente, a campo, ¢ a podriddo-
de-raizes, causada por Fusarium spp. (POLETTO et
al., 2012). Em plantulas de Pinus elliottii Engelm,
sintomas de murcha, tombamento, apodrecimento
de cotilédones e lesdo seguida de ruptura do
hipocétilo, foram observados devido a infecgdo
das sementes por Fusarium sambucinum Fuckel

(MACIEL et al., 2013).

A correta identificagdo de espécies de
Fusarium spp. associadas as sementes de Cordia
americana, espécie florestal nativa de importancia
econdmica e ambiental, ¢ importante paraa conducao
de estratégias de controle do patégeno. Nesse
sentido, a identificacdo de espécies de Fusarium,
que era mais subjetiva quando baseada apenas em
aspectos morfologicos, agora abrange, além dos
critérios bioldgicos, critérios filogenéticos baseados
em informa¢des moleculares (SUMMERELL;
SALLEH; LESLIE, 2003), de diferentes regides
genomicas (WATANABE et al., 2011).

Diante do exposto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a patogenicidade de Fusarium
spp. associada as sementes de Cordia americana,
caracterizando os isolados de forma morfologica
e molecular com vistas a identifica-los em nivel de
espécie.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da area de estudo

As sementes de guajuvira (Cordia
americana) foram coletadas de trés arvores-
matrizes em uma area situada na Fundacdo
Estadual de Pesquisa Agropecudria (FEPAGRO),
coordenadas geograficas de 29°39°45” de latitude
Sul e 53°55°12” de longitude Oeste, localizada no
municipio de Santa Maria, regido fisiografica da
Depressao Central do Rio Grande do Sul. O clima
da regido caracteriza-se como subtropical umido, do
tipo “Cfa”, segundo a classificacao de K&ppen, com
temperatura média do més mais frio entre -3 e 18°C
e do més mais quente superior a 22°C e precipitagdo
média anual de 1.769 mm (MORENO, 1961).

Otestedepatogenicidade foidesenvolvidono
Viveiro Florestal Juarez Martins Hoppe, pertencente
ao Centrode Ciéncias Ruraisda Universidade Federal
de Santa Maria. A caracterizacdo morfologica dos
isolados foi realizada no Laboratério de Pesquisa
em Fitopatologia, pertencente ao Departamento
de Defesa Fitossanitaria e o sequenciamento de
DNA foi feito no Laboratério de Bioquimica
Fitopatologica do Instituto Biologico de Sao Paulo.
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Coleta e beneficiamento dos frutos

A coleta dos frutos foi realizada aos 52 dias
apos antese, através de dois métodos de coleta: coleta
diretamente na copa das arvores e coleta no solo.
Primeiramente, os frutos foram coletados no solo e
apos estendeu-se uma lona sob a copa das arvores
e efetuou-se a coleta dos frutos extraidos da planta,
procurando-se coletar na porg¢do superior e inferior
da copa, em quatro diregdes, com o auxilio de podao
e escadas. Dessa maneira, os frutos da planta que
cairam sob a lona foram coletados, evitando-se o
contato com o solo. As amostras dos frutos foram
devidamente identificadas de acordo com o método
de coleta, acondicionadas em embalagens plasticas
e encaminhadas ao laboratorio. O beneficiamento
foi realizado imediatamente ap0s a coleta, através da
retirada manual do calice do fruto, sendo que, apos
esse procedimento, as sementes foram armazenadas
em geladeira a temperatura de 6 + 2°C até o
momento da realizagdo do teste de patogenicidade.

Isolamento dos fungos

No teste de transmissdo de Fusarium
spp. das sementes para as plantulas, foi realizada
a semeadura em areia autoclavada. Quando se
observaram sintomas de murcha e tombamento em
pré e pés-emergéncia, as plantulas sintomaticas
foram analisadas quanto a presenca de micélio
de Fusarium spp. Em seguida, procedeu-se o
isolamento do fungo para placas de Petri contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA; 200 g
batata, 20 g dextrose, 20 g agar e 1000 mL de agua
destilada), suplementado com 0,05 g de sulfato de
estreptomicina/100 mL de meio. Foram obtidos,
de plantulas com sintomas, quatro isolados de
Fusarium spp., que foram utilizados no teste de
patogenicidade, sendo denominados FICW, F2CW,
F3CW e FACW.

Para a purificac@o dos isolados, foi utilizada
a técnica da cultura monosporica (FERNANDEZ,
1993), em que fragmentos do micélio dos fungos
foram colocados em 5 mL de agua destilada e
esterilizada, agitados e plaqueados em placas de
Petri contendo meio de cultura agar-agua (AA, 20
g de agar e 1000 mL agua destilada). Apos 24 h de
incubacdo em temperatura ambiente, foi realizada
a observacdo dos conidios germinados em meio
AA, através de microscopio 6tico. Os conidios que
germinaram isoladamente foram repicados para

tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA
(para observacdo da cor e medicdo da coldnia), e
para placas de Petri contendo meio de cultura folha
de cravo-agar (CLA, 20 g de agar, 1000 mL de dgua
destilada e 3 pedagos de folhas de cravo, Dianthus
caryophyllus L., esterilizadas a 60°C/72 h), que
permitiu a melhor caracterizagdo de macroconidios,
microconidios e clamidosporos. As culturas
monosporicas de cada isolado foram utilizadas
para a realizagdo do teste de patogenicidade e
caracterizacao molecular.

Teste de patogenicidade

Para arealizacao do teste de patogenicidade,
foi utilizado o método de contato com a cultura
fingica, através da inoculagdo dos isolados de
Fusarium spp. em sementes de Cordia americana.
Inicialmente, as sementes foram desinfestadas com
uma solugao de hipoclorito de sédio a 1% (v/v) (por
30 segundos), seguida por alcool 70% (v/v) (durante
30 segundos) e, apos, trés lavagens sucessivas
em agua destilada e esterilizada (30 s cada). Apods
esse procedimento, as sementes foram colocadas
sobre papel-filtro esterilizado para retirar o excesso
de umidade. Posteriormente, as sementes foram
dispostas em contato com a cultura fungica, com
excecdo da testemunha que foi colocada apenas em
meio de cultura BDA. As sementes permaneceram
em contato com o patdégeno por um periodo de 48
horas (temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de
12 horas).

Apds o periodo de incubagdo, as sementes
foram semeadas em bandejas de isopor de 200
células, contendo substrato comercial, previamente
autoclavado por duas vezes (1 atm, 120°C por 60
min, com intervalo de 24 h entre autoclavagens).
As bandejas permaneceram em casa de vegetacao
(durante 57 dias), com irrigagao feita com o auxilio
de uma barra mével de microaspersores.

Durante o periodo de emergéncia e avaliagao
final, as plantulas com sintomas de tombamento
de pré e pds-emergéncia foram contabilizadas e,
posteriormente, retiradas e colocadas em camara
umida (método de blotter test) e mantidas, durante
sete dias, em temperatura controlada a 25 &+ 2°C e
fotoperiodo de 12 horas, para o reisolamento do
patogeno.
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Caracterizacao morfolégica dos isolados
Crescimento micelial

Para a determinacdo do crescimento
micelial dos quatro isolados de Fusarium sp.,
foram utilizadas as culturas monosporicas descritas
anteriormente, em que discos de micélio (8§ mm
de didmetro) foram transferidos para o centro das
placas de Petri, contendo meio de cultura BDA.
Posteriormente, as mesmas foram incubadas a 25 +
2°C e em regime de luz alternado com fotoperiodo
de 12 h. A avaliagdo do crescimento micelial
consistiu na medi¢do, a cada 24 h, do didmetro da
coldnia em sentidos diametralmente opostos, com o
auxilio de um paquimetro digital. As leituras foram
concluidas quando o crescimento da colonia cobriu
completamente o didmetro da placa e, assim, pode-
se determinar o Indice de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM) para cada isolado, utilizando-se a
formula proposta por Maguire (1962), adaptada por
Oliveira (1991).

Coloragao da colonia flingica

A coloragao da colonia, produzida pelo
fungo, em tubos de ensaio contendo meio de cultura
BDA foi determinada com o auxilio de literatura
(NELSON et al., 1983). Inicialmente, para a
preparagao do material, transferiu-se uma aliquota de
micélio do fungo, advindo de cultivo monosporico,
para tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA
e incubou-se por 10-14 dias, em temperatura de 25
+ 2°C e em regime de luz alternado com fotoperiodo
de 12 horas.

Analise das estruturas reprodutivas em meio de
cultura folha de cravo (CLA)

Os i1solados cultivados, entre 10-14 dias,
em meio de cultura folha de cravo-dgar (CLA)
(NELSON et al., 1983), foram avaliados quanto as
seguintes caracteristicas morfologicas: formacao
de esporoddquio; presenca de macroconidios;
comprimento e largura, numero de septos e
forma da célula basal e apical dos macroconidios;
auséncia/presenca de clamidosporo; tipo de célula
conidiogénica (monofialide; polifidlide); disposicao
de microconidios sobre a célula conidiogénica (em
cadeias; “falsas cabecas”). As dimensdes de 15
macroconidios, selecionados de forma arbitraria,
foram obtidas em microscopio de contraste

Olympus BX41® na objetiva de 40x, com o auxilio
de uma ocular OSM acoplada ao microscopio. A
identificacdo das espécies do fungo foi realizada de
acordo com as chaves de classificacdo de Nelson et
al. (1983), Leslie e Summerell (2006) e Gerlach e
Nirenberg (1982).

Identificacio Molecular dos Isolados

Para a extragdo de DNA, os isolados
fungicos foram cultivados em tubos de ensaio
contendo meio de cultura BDA e incubados a 25 +
2°C e em regime de luz alternado com fotoperiodo de
12 horas. O material foi enviado para o Laboratério
de Bioquimica Fitopatoldgica (Instituto Biologico,
Sao Paulo) para o sequenciamento.

A extracdo do DNA foi efetuada pelo
método CTAB (cetiltrimetil brometo de amonio)
(DOYLE; DOYLE, 1990). As amostras de DNA
genomico extraidas foram submetidas a Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a amplificagdo
das regides: ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA com os
oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE
et al., 1990), e fator de elongacdo 1-alfa (TEF1-a),
com o par de oligonucleotideos iniciadores EF1-T
(ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF1-1567R
(ACHGTRCCRATACCACCRATCTT) (REHNER;
BUCKLEY, 2005).

As reacdes continham, aproximadamente,
30 ng de DNA, tampdo 10X, 2,5 uM de cada
dNTP, 20 nM de MgCl,, 25 _moles de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores, 5 U da enzima Tag
DNA polimerase e agua ultrapura para completar o
volume da reacdo. As reacoes foram realizadas em
termociclador MJ Research (INC. PTC — 100MT),
sob as seguintes condi¢des térmicas: 94°C por 2
min, 30 ciclos de 94°C por45 s, 55°C por 30's, 72°C
por 35 s e 72°C por 10 min. Ao final da reagdo, os
produtos da PCR foram mantidos a4°C. Um controle
negativo sem DNA foi incluido nas amplifica¢des do
PCR. Os fragmentos amplificados e o controle foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,2%,
em tampao TBE 1X (10,8 g de tris base, 5,5 g de
acido borico, 4 mL de EDTA a 0,5 M e 4 ml de 4gua
destilada), contendo brometo de etidio, visualizado
sob luz ultravioleta. Os produtos da PCR foram
purificados com PEG 8000 a 13% e, nas reacdes de
sequenciamento para os oligonucleotideos ITS1 e
ITS4, as sequéncias geradas continham de 400 a 900
pb, tamanho referente ao segmento que corresponde
a regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA. Para a regido
TEF1-a foram utilizados fragmentos de 1100 pb.
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O sequenciamento foi efetivado em sequenciador
Mega BACE 500 (Amersham).

Analise dos dados

Para as varidveis didmetro de colonia e
indice de velocidade de crescimento micelial, o
delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado e os dados foram submetidos a analise
de variancia e de regressao polinomial, em funcao
do tempo (h). Foram testados os modelos linear,
quadratico e cubico, sendo selecionado o modelo
significativo de maior ordem para explicar os
resultados. As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2009).

Os fragmentos sequenciados foram
analisados e comparados com sequéncias ja
existentes através da ferramenta BLAST, na base de
dados do GenBank, sediado no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1997). As
sequéncias do GenBank que apresentaram os maiores
escores foram selecionadas e alinhadas, juntamente
com as sequéncias obtidas no sequenciamento
pelo algoritmo ClustalW, utilizando-se o programa
BioEdit (HALL, 1999). A analise filogenética foi
conduzida adotando-se o método Neighbor-joining
com 1000 replicatas, pelo programa MEGA versao
4 (TAMURA et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da patogenicidade de isolados de
Fusarium spp.

Os resultados da avaliagdo da emergéncia de
plantulas, ap6s a inoculagao de isolados de Fusarium
spp. demonstraram que o fungo foi patogénico
causando tombamento de pré e pds-emergéncia em
plantulas de Cordia americana, sendo observado
apodrecimento das raizes, necrose do hipocotilo
seguida de ruptura. Outros trabalhos ja foram
publicados relatando tombamento de plantulas de
espécies florestais, causados por diversas espécies de
Fusarium sp. No noroeste da Espanha, Martin-Pinto,
Pajares e Diez. (2008) observaram tombamento
de pods-emergéncia em mudas de Pinus nigra
causados por Fusarium verticillioides e Fusarium
oxysporum, sendo verificada uma mortalidade de
65,6 e 61,3%, respectivamente. Lazarotto, Muniz
e Santos (2010) verificaram que Fusarium sp. foi

patogénico causando os sintomas de tombamento
de plantulas de paineira (Ceiba speciosa), além da
podridao-de-raizes.

Caracterizaciao morfologica dos isolados

De acordo com os resultados de crescimento
micelial, verificou-se que Fusarium acuminatum
(FICW) e Fusarium verticillioides (F2CW, F3CW
e FACW) apresentaram tendéncia quadratica entre
o diametro da colénia (DC) e o tempo durante
a avaliacao (144 e 192 h, respectivamente), nas
quais ambos atingiram 9 cm no final desse periodo
(Figura 1). Observou-se que, para Fusarium
acuminatum, o crescimento da colonia foi cerca
de 1,60 cm a cada 24 h, diminuindo a velocidade
a partir das 96 h. O crescimento para Fusarium
verticillioides foi mais lento em relacdo a essa
espécie (aproximadamente 1,12 cm a cada 24 h).

Em relagdo ao indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), observou-se que os
dados ajustaram-se a um modelo quadratico. Para
Fusarium acuminatum e Fusarium verticillioides, o
crescimento micelial maximo foi de 0,84 € 0,77 cm,
respectivamente, sendo este atingido as 48 h apds a
incubagao.

A chave de classificagdo de Nelson et al.
(1983) divide as espécies de Fusarium em secdes,
conforme as similaridades morfologicas das
espécies. Dessa maneira, os isolados de Fusarium
spp. foram inseridos dentro dos grupos, para
posterior identificacdo em nivel de espécie. Neste
trabalho, de acordo com a chave de classificacdo de
Nelson et al. (1983), o isolado FICW foi alocado
na secdo Gibbosum, sendo identificado como
Fusarium acuminatum. Nessa se¢do, também
estdo classificadas as seguintes espécies: Fusarium
equiseti, Fusarium scirpi e Fusarium longipes. Os
isolados F2CW, F3CW ¢ F4CW foram identificados
como Fusarium verticillioides, sendo alocados na
secdo Liseola. Existia controvérsia em relagdo ao
nome com que alguns taxonomistas denominavam
Fusarium moniliforme, mas atualmente Fusarium
verticillioides € aceito como a denominacdo que
deve ser utilizada para essa espécie. Além disso,
Fusarium verticillioides deve ser utilizado apenas
para cepas que tém Giberella moniliformis como
seu teleomorfo e ndo apenas como uma substitui¢ao

ao mnome Fusarium moniliforme (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).
Fusarium acuminatum, em meio de

cultura BDA, apresentou a formagdo de micélio
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FIGURA 1: Analise de regressao para didmetro da colonia e indice de velocidade de crescimento micelial
de Fusarium acuminatum (A) e Fusarium verticillioides (B) em meio BDA, incubado a

25 £ 2°C e fotoperiodo de 12 h.

FIGURE 1: Regression analysis for the colony diameter and mycelial growth speed index of Fusarium
acuminatum (A) and Fusarium verticillioides (B) on PDA, incubated at 25 £ 2 °© C with

photoperiod of 12 h.

aéreo abundante de coloracdo branca, enquanto
que na superficie inferior da cultura foi observada
coloracao vermelho-carmim, variando entre tons de
bronzeado e de marrom. Fusarium verticillioides
desenvolveu micélio aéreo de coloragdo branca,
porém, ao longo do crescimento, foi observada uma
pigmentagao violacea, corroborando a descricao de
Leslie e Summerell (2006). Em relagdo a coloragao
na superficie inferior da cultura, observaram-se
tons de bronze-acinzentado até violeta-acinzentado,
ocorrendo também alguns tons de violeta-escuro

(Tabela 2).
Em meio CLA foram observadas
as caracteristicas das estruturas (Figura 2),

concordando com as informacdes descritas por
Leslie e Summerell (2006), além das descri¢des
de Nelson et al. (1983). Fusarium acuminatum
apresentou esporodoquios de coloragdo laranja-
palida a marrom-escura, macroconidios delgados
e fortemente curvados (35,7 x 5,0 um) em forma
de foice e com uma média de trés septos. A célula
basal apresentou forma distinta e a célula apical

TABELA 2: Caracteristicas morfologicas de Fusarium acuminatum ¢ Fusarium verticillioides, em meio de
cultura BDA, isolados a partir de sementes de Cordia americana.

TABLE 2:
from Cordia americana seeds.

Morphological characteristics of Fusarium acuminatum and Fusarium verticillioides isolated

Caracteristicas morfologicas

Fusarium acuminatum (FICW)

Fusarium verticillioides
(F2CW, F3CW ¢ F4CW)

Pigmentagdo da cultura

Vermelho-carmim, bronze a

Bronze a violeta-acinzentado, violeta-escuro

marrom
Coloragao miceélio aéreo Branca Branca, pigmentagao violacea
Tamanho de macroconidio 14,27 x 2,0 pm 17,3 x 1,13 pm
Numero médio de septos 3 (trés) 4 (quatro)
Esporodoquio Presente Presente
Microconidios Presentes/esparsos Presentes/abundantes
Clamidosporo Presente/isolados ou em cadeia Ausente
Conididforo Monofialides Monofialides ramificadas ou ndo
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FIGURA 2: Caracteristicas morfoldgicas da cultura de Fusarium acuminatum em meio folha de cravo
(CLA) vista em microscopio 6Otico com aumento de 40 x. Esporodéquio (A); medida
microscopica de macroconidio (B); clamidosporos (C) e conidiéforo em monofialide (D).

FIGURE 2: Morphological characteristics of Fusarium acuminatum in carnation leaf agar (CLA) culture
as seen in an optical microscope with a magnification of 40 x. Sporodochia (A); microscopic
measurements macroconidia (B); chlamydospores (C) and monofialides in conidiophore (D).

formato alongado, enfatizando a curvatura do
esporo. A formacdo de microconidios foi escassa.
Além dessas caracteristicas foi constatada a
presenca de clamiddsporos, de forma isolada, em
cadeia ou agrupados. De acordo com Nelson et al.
(1983), a presenca de clamiddsporos em Fusarium
acuminatum € uma caracteristica importante na
distingdo de Fusarium graminearum, pois as duas
espécies apresentam semelhangas na forma dos
macroconidios.

Fusarium verticillioides em meio CLA
apresentou macroconidios com forma falcada
(acanoada) ou reta com paredes finas, a célula basal
em forma de pé e a célula apical relativamente
alongada, tamanho médio dos macroconidios de
43,8 x 2,8 um com 4 septos, de acordo com as
descricoes de Leslie ¢ Summerell (2006) e Nelson
et al. (1983). Os microconidios sdo formados em
monofidlides e dispostos em cadeias, ocasionalmente
produzidas em pares com aparéncia de “orelha de
coelho” (Figura 3). Fusarium verticillioides nao
forma clamiddsporos, caracteristica importante
para distingui-lo de Fusarium nygamai (LESLIE;

SUMMERELL, 2006).

Através da amplificacdo da regido
ITS (Internal Transcribed Spacer) por PCR
(Figura 4), sequenciamento e comparacdo com
sequéncias depositadas no GenBank, foi construido
o dendrograma para essa regido. Observou-se que
o isolado F1 foi alocado no mesmo grupo que
as espécies Fusarium acuminatum, Fusarium
armeniacum e Gibberella acuminata. De acordo com
Leslie e Summerell (2006), Fusarium armeniacum
¢ uma subespécie de Fusarium acuminatum e
Gibberella acuminata ¢ a fase sexuada de Fusarium
acuminatum. Nesse grupo, foi apresentado elevado
suporte de bootstrap de 95. Esses resultados
poderiam sugerir que o isolado F1CW, dentro desse
clado, foi geneticamente mais proximo dessas
espécies do que entre isolados de outros ramos.

Com o sequenciamento da regido do fator
de elongacao 1-alpha (TEF1-a) foram obtidos altos
valores de cobertura e similaridade, que aumentam
a confiabilidade do alinhamento. Na constru¢ao do
dendrograma (Figura 5) verificou-se que o isolado
F1CW foi alocado no mesmo clado que as espécies:
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FIGURA 3: Caracteristicas morfologicas da cultura de Fusarium verticillioides, em meio folha de cravo-
agar (CLA), vistas em microscopio otico com aumento de 40 x. Esporodoquio (A); medida
microscopica de macroconidio (B); conidioforo em monofidlide (C) e microconidios em

longas cadeias (D).

FIGURE 3: Morphological characteristics of Fusarium verticillioides culture in carnation leaf agar (CLA)
as seen in an optical microscope with a magnification of 40 x. Sporodochia (A); microscopic
measurements macroconidia (B); monophialides in conidiophore (C) and microconidia

chains (D).

Fusarium acuminatum, Fusarium armeniacum,
Fusarium armeniacum e Fusarium armeniacum. O
elevado suporte de bootstrap, igual a 100, indicou
que ndo houve desvio entre os dados originais
da matriz de similaridade e os dados utilizados
para a constru¢do do dendrograma, o que explica
adequadamente os dados. Portanto, de acordo com
o sequenciamento da regiao ITS e TEF 1-a, pode-se
concluir a caracterizagdo molecular deste isolado,
pois os resultados corroboram a analise morfologica
e fornecem subsidios suficientes para enquadra-lo
como Fusarium acuminatum.

Na confeccdo do dendrograma para
os isolados F2CW, F3CW e F4CW, através da
amplificagdo daregido ITS, verificou-se que todos os
isolados foram alocados no mesmo grupo, composto
pela fase sexuada de Fusarium verticillioides
(Gibberella moniliformis ou Gibberella fujikuroi),
apresentando suporte de bootstrap igual a 99
(Figura 6). Além dessas espécies, agruparam-
se também, Fusarium proliferatum e Fusarium

subglutinans, que pertencem a mesma se¢ao
que Fusarium verticillioides (secdo Liseola) e,
portanto, apresentam caracteristicas morfologicas
semelhantes. A conservacao de locus em Fusarium
verticillioides e Fusarium subglutinans mostra duas
espécies intimamente relacionadas, apresentando
o mesmo haplotipo e conformando um mesmo
clado (SILVA et al., 2006). Isolados de Fusarium
subglutinans encontraram-se no dendrograma
a uma distdncia genética menor de Fusarium
verticillioides se comparado com a distancia de
Fusarium proliferatum (QUERALES, 2010).

Para a regido TEF 1-a (Figura 7) verificou-
se que os isolados F2CW, F3CW e F4CW se
alocaram no grupo do complexo Gibberella
Sfujikuroi, apresentando valores de bootstrap
confidveis (igual a 92). Nesse grupo foi alocado
Fusarium verticillioides, considerado anamorfo
de Gibberella moniliformis Wineland, segundo
Leslie e Summerell (2006), ou Gibberella fujikuroi
(Sawada) Wollenw (NELSON et al., 1983).
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AF 414972 Fusarium sporotrichioides
90 | AB587021 Fusarium langsethiae
AF414969 Fusarium pulverosum

43 AB587022 Fusarium langsethiae
HMO037924 Fusarium sporotrichioides

AB587001 Fusarium acuminatum

94
GU205408 Fusarium armeniacum

95 |U85533 Gibberella acuminata
FLITS

* GQ505462 Fusarium armeniacum

60 |AB587002 Fusarium acuminatum

99 |GQ505462 Fusarium armeniacum
AF414971 Fusarium kyushuense

e

JF739304 Fusarium pseudograminearum

0.000

0.010 0.{]08 0.606 0.604 0.&]02

FIGURA 4: Dendrograma baseado no método Neighbor-joining derivado das sequéncias da regido ITS1-
5.8S-ITS2 do rDNA, com base em 1000 réplicas de bootstrap, do isolado F1ICW (Fusarium
acuminatum) e de sequéncias obtidas no GenBank de diferentes isolados de Fusarium spp. O
numero nas ramificagdes representa o valor de bootstrap.

FIGURE 4: Dendrogram based on Neighbor-Joining method from the sequence ITS1-5.8S-ITS2 from
rDNA region, based on 1000 replicates of the bootstrap of the isolated FICW (Fusarium
acuminatum) and GenBank sequences obtained from different Fusarium spp. The number on

the branches indicate the bootstrap value.

87 AB674280 Fusarium acuminatum
GU116572 Fusarium armeniacum

100 r[ GQ915501 Fusarium armeniacum
L HM744659 Fusarium armeniacum

F1 EF
100 _JN107806 Fusarium langsethiae

|

JN107806 Fusarium langsethiae

46 DQ842060 Fusarium equiseti
100 | JE740876 Fusarium sporotrichioides
771JF740876 Fusarium sporotrichioides
JF270274 Gibberella zeae

0.02 001  0.00

FIGURA 5: Dendrograma baseado no método Neighbor-joining derivado das sequéncias da regido
TEF1-0, com base em 1000 réplicas de bootstrap, do isolado F1CW (Fusarium acuminatum)
e de sequéncias obtidas no GenBank de diferentes isolados de Fusarium spp. O nlimero nas
ramificagdes representa o valor de bootstrap.

FIGURE 5: Dendrogram based on Neighbor-Joining method from the sequences TEF1-a region, based on
1000 replicates of the bootstrap of the isolated F1ICW (Fusarium acuminatum) and GenBank
sequences obtained from different Fusarium spp. The number on the branches indicate the

bootstrap value.

O sequenciamento das regides ITS1- complementou a molecular ¢ houve convergéncia

5.8S-ITS2 do rDNA e TEFI-a oferece indicios
que permitiriam classificar os isolados estudados
como Fusarium acuminatum (FICW) e Fusarium.
verticillioides (F2CW, F3CW e F4CW). A
identificacdo a partir de caracteres morfoldgicos

entre os resultados obtidos nestes estudos. Este ¢ o
primeiro relato dessas espécies de Fusarium como
patogénicas a Cordia americana no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil.
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99

JQO014691 Gibberella moniliformis
HQ995667 Gibberella moniliformis
ABS587008 Fusarium subglutinans
HQ718417 Gibberella moniliformis
GU205425 Fusarium subglutinans
F21ITS

HQ995667 Gibberella moniliformis
JNO088235 Gibberella moniliformis

EU821492 Fusarium proliferatum
AYRB98250 Gibberella fujikuroi
F31TS

GU480956 Gibberella moniliformis
EU821478 Fusarium proliferatum
AYRB98257 Gibberella moniliformis
AYRB98251 Fusarium subglutinans
F41TS

—AY213653 Fusarium acutatum

L AY569567 Fusarium acutatum

0.030 0,025 0.020 0.015 0.010 0.005

FIGURA 6: Dendrograma baseado no método Neighbor-joining derivado das sequéncias da regido ITS1-
5.8S-1TS2 do rDNA, com base em 1000 réplicas de bootstrap, dos isolados F2CW, F3CW e
FACW (Fusarium verticillioides) e de sequéncias obtidas no GenBank de diferentes isolados

0.000

de Fusarium spp. O nimero nas ramificagdes representa o valor de bootstrap.

FIGURE 6: Dendrogram based on Neighbor-Joining method from the sequence of ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA region, based on 1000 replicates of the bootstrap of the isolated FICW (Fusarium
verticillioides) and GenBank sequences obtained from different Fusarium spp. The number on

the branches indicate the bootstrap value.
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63

65

FN179338 Fusarium verticillioides
FN179343 Fusarium verticillioides
F4 EF

AMA422699 Gibberella fujikuroi
AM422699 Gibberella fujikuroi

I~ F2 EF

— AM404149 Gibberella fujikuroi
— JE740739 Gibberella moniliformis
— JE740737 Gibberella moniliformis
—F3 EF

AM422693 Gibberella fujikuroi
AM422692 Gibberella fujikuroi
ABG674287 Gibberella moniliformis
FN552085 Fusarium musae

98 'FN552086 Fusarium musae
| AF160276 Fusarium acutatum

100'HM347129 Fusarium acutatum

0.03 0.02 0.01 0.00

FIGURA 7: Dendrograma baseado no método Neighbor-joining derivado das sequéncias da regido TEF1-a,
com base em 1000 réplicas de bootstrap, dos isolados F2CW, F3CW e FACW (Fusarium
verticillioides) e de sequéncias obtidas no GenBank de diferentes isolados de Fusarium spp. O

numero nas ramificagdes representa o valor de bootstrap.

FIGURE 7: Dendrogram based on Neighbor-Joining method from the sequences TEF1-a region, based on
1000 replicates of the bootstrap of the isolated F1CW (Fusarium verticillioides) and GenBank
sequences obtained from different Fusarium spp. The number on the branches indicate the

bootstrap value.
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CONCLUSOES

As espécies Fusarium acuminatum e
Fusarium verticillioides sdo transmitidas pelas
sementes e sdo patogénicas a Cordia americana,
causando tombamento de plantulas em pré e pos-
emergéncia, com apodrecimento das raizes e
necrose do hipocétilo.
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