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RESUMO GERAL

A fusariose do abacaxizeiro (Ananas comosus) tem como agente etioldégico o fungo
Fusarium guttiforme (sin. Fusarium subglutinans f. sp. ananas). Esta doenca, considerada a
mais importante da cultura, tem como sintoma a exsudacdo de goma, sendo conhecida
também como gomose ou resinose fungica. A maior parte dos estudos publicados avaliou a
resisténcia de variedades de abacaxizeiro a F. guttiforme. A estimativa da diversidade
genética em populagdes de Fusarium é fundamental para o entendimento da estrutura
populacional, do movimento de material genético do patdgeno entre regides produtoras
através da disseminacdo do mesmo, bem como do entendimento dos processos que levam a
resisténcia a defensivos e superacdo da resisténcia genética de cultivares de abacaxi. Esse
fungo, que se encontra disseminado por todas as regides produtoras do pais, ainda ndo possui
0 teleomorfo conhecido e pertence ao complexo Gibberella fujikuroi, um grupo com
caracteristicas heterogéneas. O presente trabalho teve como objetivos: a) obter uma colegédo
de isolados de Fusarium associados a fusariose do abacaxizeiro no pais; b) avaliar a filogenia
de isolados de Fusarium das regides Nordeste e Sudeste; c) testar a patogenicidade dos
isolados obtidos. Foram analisadas sequéncias parciais de DNA dos genes fator de elongacao
1-a (tefl) e calmodulina (cmd), inferindo-se a historia dos alelos através de métodos
filogenéticos. Sequéncias parciais do gene tefl foram utilizadas para estimar o numero de
haplotipos dos isolados coletados em diferentes regides produtoras. Observou-se que a
espécie F. guttiforme € o agente causal da gomose do abacaxizeiro no Brasil e que o gene tefl

possibilitou uma melhor distingdo de grupos infraespecificos que o gene cmd.

Palavras-chave: Fusarium guttiforme, Fusarium ananatum, filogenia, Ananas comosus var.

comosus



GENERAL ABSTRACT

Fusarium guttiforme (sin. Fusarium subglutinans f. sp. ananas) is the causal agent of
fusariosis on pineapple (Ananas comosus). This disease, considered the most important to this
crop, has the exudation of gum as the most common symptom. Most of the published studies
focus on the evaluation of the resistance of pineapple varieties against F. guttiforme. The
estimative of genetic diversity in Fusarium populations is fundamental to understand the
population structure, the movement of pathogen genetic material between producing regions,
as well as understanding the processes that lead to resistance against pesticides and
overcoming genetics resistance of pineapple cultivars. This fungus, which can be found in
most regions of the country, does not have a known teleomorph and belongs to the Gibberella
fujikuroi species complex, a group with heterogeneous characteristics. This study aimed: a) to
obtain a collection of Fusarium isolates associated with pineapple fusariosis in the country; b)
to reconstruct the phylogeny of Fusarium isolates that causes fusariosis on pineapple from
Northeast and Southeast regions; c) to test the pathogenicity of isolates. DNA sequences of
translation elongation fator 1-a (tef1) and calmodulin (cmd) were analyzed, and the history of
the alleles was inferred by phylogenetic methods. Tefl gene sequences were used to estimate
the number of haplotypes from isolates collected in different regions. It was observed that the
F. guttiforme is the causal agent of fusariosis on pineapple in Brazil, and the tefl gene

allowed a better infraspecific group distinction than cmd gene.

Keywords: Fusarium guttiforme, Fusarium ananatum, phylogeny, Ananas comosus var.

comosus
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INTRODUCAO GERAL

1.1 A cultura do abacaxizeiro

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merr.] tem origem no hemisfério sul, na
América tropical e subtropical, correspondendo as regifes Sul, Sudeste e Centro-oeste do
Brasil e Norte da Argentina e do Paraguai (COLLINS, 1960; CRESTANI et al, 2010). O
Brasil é um dos principais centros de diversidade genética, pois além de A. comosus, todas as
espécies de Ananas sdo encontradas nas formas silvestres ou cultivadas em varias regides do
pais (CRESTANI et al., 2010; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

O abacaxizeiro ¢ uma fruteira muito cultivada em zonas subtropicais e tropicais dos
hemisférios norte e sul. E uma planta monocotileddnea, herbacea, perene, com cerca de 1,0 m
de altura, pertencente a familia das Bromeliaceas. Suas folhas sdo inseridas no caule pouco
desenvolvido, tem forma de calha, sdo lineares e dispostas em torno de um eixo central. As
flores apresentam uma coloracdo roxo-purpurea, reunidas em inflorescéncia terminal de eixo
grosso, carnoso e conico oval (VENTURA et al., 1981). O abacaxi é uma infrutescéncia,
composta por 50 a 150 frutos individuais conhecidos como frutilhos, oriundos de flores
completas (CUNHA; CABRAL, 1999). A infrutescéncia é formada por uma espiral de baixo
para cima, assim, os frutilhos das partes superior e mediana possuem idade fisiolégica menor
que os da parte basal (COPPENS D’EECKENBRUGGE; LEAL, 2003; REINHARDT et al.,
2004).

O crescimento 6timo e a melhor qualidade de frutos ocorrem em temperaturas de 21 a
23°C e chuvas de 1200 a 1500 mm bem distribuidas ao longo do ano, sendo recomendado o
uso de irrigacdo em locais com periodos secos muito prolongados. E uma planta exigente em
luz, necessitando de 6,8 a 8,2 horas de luz diaria, ou seja, de 2500 a 3000 horas de luz por ano
(NASCENTE et al 2005).

O ciclo produtivo varia de 14 a 24 meses, sofrendo influéncia das condicdes
climaticas, além de depender da época de plantio, do tipo das mudas utilizadas e das praticas
culturais empregadas. E composto de basicamente duas fases, uma de formac&o ou vegetativa,
e outra de producdo, com a conducdo de apenas um fruto por planta (SOUZA et al., 2010).

As cultivares de abacaxizeiro mais conhecidas no mundo, para consumo ao natural e
para a industrializacdo sdo Smooth Cayenne, Singapore Spanish, Queen, Espafiola Roja,
Pérola e Perolera (CABRAL et al. 1999). Estima-se que cerca de 70% da producdo mundial
de abacaxi provém da cultivar Smooth Cayenne (GONCALVES; CARVALHO, 2000; LEAL,

1990). O predominio dessa cultivar nos principais paises produtores de abacaxi, torna a
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cultura bastante vulneravel a ocorréncia de fatores bidticos e abio6ticos adversos (CABRAL et
al.,1985).

Pérola é a cultivar mais plantada no Brasil, principalmente nos Estados do Nordeste.
As plantas s&o vigorosas, de porte ereto, com folhas com mais de 110 cm de comprimento, de
coloracéo verde escura, com margens cobertas por espinhos. O pedunculo é longo, com uma
média de 30 cm. Os frutos tem forma ligeiramente cOnica, tamanho de pequeno a
intermediario (1 a 2 kg), polpa branca, aromatica, rica em agucares (13° a 16° Brix) e acidez
moderados, adequados para 0 consumo interno sob a forma de fruta fresca (GIACOMELLI;
PY, 1981; MATOS; REINHARDT, 2009).

A cultivar Smooth Cayenne foi introduzida em S&o Paulo, na década de 30 e,
posteriormente, foi difundida para outros Estados como Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas
Gerais e Paraiba. E a segunda cultivar mais plantada no Brasil, depois da Pérola. Também
conhecida como Abacaxi Havaiano, essa cultivar é vigorosa, com porte semiereto e folhas
com poucos espinhos localizados na regido apical. Possui pedunculo curto e forte. Os frutos
sdo maiores (1,5 a 2,5 kg), tem forma cilindrica, polpa amarela, firme, rica em actcares (13° a
19° Brix) e acidez elevada (GIACOMELLLI; PY, 1981; MATOS; REINHARDT, 2009).

Apesar dos plantios comerciais utilizarem poucas cultivares, no Brasil e em outros
paises da América Latina ocorrem diversas cultivares de abacaxizeiro de interesse local ou
regional (FERREIRA; CABRAL, 1993). No Nordeste Brasileiro ha plantios da cultivar Jupi,
planta semelhante a Pérola, mas com fruto ligeiramente cilindrico. Esta cultivar € mais
conhecida nos Estados da Paraiba e de Pernambuco e, atualmente, estd sendo difundida no
Estado do Tocantins, a qual esta sendo preferida pelos agricultores e consumidores (CABRAL
et al, 1999). Ja na Regido Amazbdnica, as cultivares de abacaxizeiro plantadas
comercialmente sdo: Roxo de Tefé, Local de Tefé, Alto Turi, Primavera, Gigante de
Tarauacd, Cabeca de Anta, Quinari, entre outras (MATOS; REINHARDT, 2009).

A comercializacdo do abacaxi vem se expandindo nos principais mercados nacionais e
internacionais, sendo a segunda fruta tropical a alcancar o mercado internacional, depois da
banana (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002). Sua producdo pode ser destinada tanto ao
mercado interno in natura quanto a exportacéo ou para a industrializacao.

Os frutos podem ser consumidos ao natural, ou na forma de sorvetes, doces e sucos.
Os frutos quando industrializados, apresentam-se como polpa, xarope, geleia, picles, doce em
calda, suco concentrado, licor ou vinho. Em alguns paises, o suco do fruto verde € utilizado
como vermifugo. J& o caule serve como matéria prima na industria de alimentos para
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producdo de alcool etilico e gomas, enquanto o restante do abacaxizeiro pode ser usado na
alimentacdo animal, na forma de material fresco ou ensilado (GRANADA et al., 2004;
MEDINA et al., 1987). A bromelina, uma enzima proteolitica obtida do residuo da
industrializacdo do abacaxi, € muito utilizada na composi¢do de medicamentos por possuir
propriedades diuréticas, depurativas e anti-inflamatérias (CRESTANI et al., 2010;
MANETT]I, 2009).

A maior parte da producéo é destinada ao mercado interno, sendo os frutos com coroa
e de peso superiores a 1,5 kg, bem conformados, sem ferimentos e em estadio de maturacéo
adequado, os que alcangam os melhores precos no mercado in natura. Para o mercado
externo, a preferéncia € por frutos com casca e polpa amarelas, cilindricos, com peso entre 1,0
a 2,0 kg, minimo de 40% de suco e sabor doce com sélidos sollveis totais acima de 13°Brix
(REINHART, 2004).

A cultura tem grande destaque entre os frutos tropicais com producdo mundial de
19.418.306 t, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais de abacaxi (2.120.030 t),
respondendo por 10,92% do total anual produzido mundialmente no periodo de 2010,
perdendo apenas para as Filipinas (2.169. 230 t) (11,17%), segundo dados da FAO — ‘Food
and Agriculture Organization of the United Nations’. Tailandia (1.924.660 t) e Costa Rica
(1.976.760 t) aparecem em seguida. O rendimento médio da cultura alcancou a marca de
26.430 mil frutos por hectare e a area colhida, 57.505 hectares. A safra 2011 contou com a
producdo de 1.519.881 mil frutos em uma area plantada de 78.683 hectares (IBGE, 2011).
Paraiba (273.910 mil frutos), Para (254.347 mil frutos) e Minas Gerais (222.199 mil frutos)
sdo 0s Estados que se destacam na producéo nacional e sdo responsaveis por 53,10% do total
da producdo (AGRIANUAL, 2010; FAO, 2010; IBGE, 2010).

As doencas estdo entre os principais fatores que impedem a obtencdo de altos
rendimentos e muitas podem ser limitantes a producéo de abacaxi. A importancia econémica
das doengas varia de acordo com as regides produtoras. A fusariose € a doenca mais severa no
Brasil, com perdas que sdo estimadas em 30 a 40% nos frutos e em até 20% nas mudas.
(VENTURA; COSTA, 2006; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002). A podriddo negra dos frutos
e a podriddo da base das mudas sdo causadas por Ceratocystis paradoxa (Dade) C. Moreau,
um patdégeno presente em praticamente todas as regifes produtoras de abacaxi no mundo
(GOES, 2005).

Outras doencas que afetam a cultura sdo a mancha negra dos frutos (Penicillium
funiculosum Thom e Fusarium sp.), podriddo do topo ou podriddo do olho (Phytophthora

nicotianae Breda de Haan), podriddo de raizes (Phytophthora cinnamomi Rands e varias
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espécies de Pythium), colapso dos frutos causado por Pectobacterium chrysanthemi
(Burkholder, McFadden & Dimock) Brenner et al. e a Pink Disease (Pantoea citrea,
Gluconobacter oxydans e Acetobacter acetii) (GOES, 2005).

Fatores abi6ticos, como a queima solar, também sdo importantes e de incidéncia
comum em plantios localizados em regides com temperaturas elevadas durante o
desenvolvimento dos frutos (MATOS, 2000a).

1.2 A fusariose do abacaxizeiro

A fusariose, também conhecida como gomose, constitui-se na principal doenca do
abacaxizeiro. O primeiro relato da fusariose do abacaxizeiro a nivel mundial ocorreu na
Argentina em 1954 (ROHRBACH, 1994). Foi relatada pela primeira vez no Brasil por Kimati
e Tokeshi (1964), no Estado de S&o Paulo, na variedade Smooth Cayenne, sendo associada a
Fusarium sp., tendo se disseminado para todas as regides produtoras através de material
propagativo infectado. Posteriormente, o patdogeno foi identificado como Fusarium
moniliforme Sheld. var. subglutinans Wr. & Reink. (PISSARRA et al., 1979).

Em 1983, levando-se em consideracdo caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, o
agente etioldgico da fusariose do abacaxizeiro foi reclassificado como Fusarium subglutinans
(Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas (NELSON et al., 1983; PLOETZ,
2001). Posteriormente, testes de inoculacdo cruzada de isolados de F. subglutinans do
abacaxizeiro e de outros hospedeiros, comprovaram que a populacdo que causa a fusariose do
abacaxizeiro é especifica, o que resultou na proposicdo de uma nova forma specialis F.
subglutinans f. sp. ananas Ventura, Zambolim & Gilbertson (VENTURA et al., 1993).

Nirenberg ¢ O’Donnell (1998) apos a observagdo dos marcadores morfoldgicos e
analises de sequéncias de DNA de fragmentos dos genes que codificam a subunidade 28S e a
menor subunidade mitocondrial (mtSSU) do DNA ribossémico, B-tubulina, calmodulina e
fator de elongagdo-1a, demonstraram que o agente etiologico da fusariose do abacaxizeiro
pertence a uma espécie Unica, que foi denominada Fusarium guttiforme Nirenberg &
O’Donnell (NIRENBERG; O’DONNELL, 1998; O’DONNELL et al., 1998, 2000).

Em 2010, na Africa do Sul, Jacobs et al. relataram a ocorréncia de uma espécie distinta
causando fusariose, denominada Fusarium ananatum Jacobs, Marasas & Van Wyk, cujos
sintomas sdo inicialmente uma descoloragdo, seguida de depressdo em forma de “V” na parte
externa do fruto. Essa leséo se estende para os tecidos do interior do fruto como uma podriddo
(JACOBS et al., 2010)
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A fusariose causada por F. guttiforme ocorre em todas as partes da planta e em todos
os estadios de desenvolvimento, incluindo todos os tipos de mudas. Em estadio de
desenvolvimento vegetativo as plantas infectadas apresentam lesfes geralmente no terco
inferior do caule, e as folhas dessa regido apresentam infeccéo restrita a sua parte basal nao
clorofilada. Quando os tecidos da regido clorofilada atingem a maturidade, tornam-se mais
resistentes. Com o desenvolvimento da leséo no caule, ocorre uma reducéo no fluxo da seiva,
resultando em enfezamento, clorose, murcha e morte da planta. Além da lesdo do caule, a
planta infectada pode expressar também sintomas como curvatura e encurtamento do caule,
reducdo no comprimento das folhas, morte do meristema apical, afunilamento da planta e
morte (MATOS, 1999; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

No material propagativo, os sintomas caracterizam-se por leséo no caule, exsudacéo de
goma e infecgdo na parte aclorofilada. No fruto observa-se a exsudagdo da goma na cavidade
floral com apodrecimento da polpa na regido infectada. Embora estes sintomas possam ser
observados com maior intensidade a partir do final da floracdo, € na fase de maturacdo que
eles tornam-se mais evidentes (MATOS, 1999; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

O fungo F. guttiforme apresenta elevado grau de especificidade ao hospedeiro. A
penetracdo geralmente ocorre por ferimentos naturais existentes na base das mudas ou por
ferimentos ocasionados por insetos, acaros ou tratos culturais. Desses fatores, os danos
causados pela broca dos frutos, Thecla basilides (Geyer, 1837), sdo destaque pela
contribuicdo para a penetracdo do patdgeno. A propria arquitetura da planta contribui para que
conidios que eventualmente estejam na superficie das folhas sejam arrastados pela chuva para
a base das mesmas, onde o patdgeno pode iniciar o processo de colonizacdo. Porém, o
principal sitio de infeccdo é constituido pelas inflorescéncias. A penetracdo se da durante a
antese, através do canal estilar e pelos ductos nectarios (GOES, 2005).

A incidéncia da fusariose varia de acordo com a época de producdo e o estadio de
desenvolvimento da planta, estando esse efeito correlacionado a fatores ambientais, tais como
precipitacdo pluvial e temperatura. A associacdo de elevadas precipitacbes pluviais com
temperaturas amenas, durante o desenvolvimento das inflorescéncias, favorece a incidéncia da
doenca (MATQS, 2000b). Caso o desenvolvimento do fruto se dé em condicBes favoraveis ao
desenvolvimento da doenca (precipitacdes e umidade relativa elevadas e temperaturas entre
15°C e 25°C), a incidéncia pode ser superior a 80% (REINHARDT et al., 2000).

Em campo, a disseminacdo se da principalmente por meio de insetos e pelo vento.
(PLOETZ, 2006). A disseminacdo de F. guttiforme de uma regido para outra se da pela
movimentagdo de mudas infectadas (REINHARDT et al., 2000).
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O manejo da doenca é feito através de uso de material propagativo sadio, controle de
insetos e protegdo da inflorescéncia e do fruto em desenvolvimento com fungicidas
(PLOETZ, 2006). O uso de defensivos agricolas € de alto custo e limitado para a cultura. Os
Unicos produtos registrados sdo os inseticidas com ingredientes ativos imidacloprido,
tiametoxan, beta-ciflutrina, deltametrina e carbaril e os fungicidas para controle da podriddo
negra (captana), podriddo do topo (captana e fosetil Al) e fusariose (tiofanato metilico,
tebuconazol e tiabendazol). O Unico produto biol6gico é composto por Bacillus thurigiensis, e
é usado no controle da broca dos frutos (AGROFIT, 2012).

Outras medidas como eliminagéo de restos culturais de plantios infectados, inspegéo
periddica e erradicacdo de plantas com sintomas, realizacdo da inducdo floral em periodos
desfavoraveis a ocorréncia da doenca e uso de variedades resistentes sdo alternativas
promissoras para o controle da fusariose do abacaxizeiro (REINHARDT et al., 2000). Em
2006, o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER),

lancou a cultivar Vitdria, que apresenta resisténcia a fusariose.

1.3 Complexo Gibberella fujikuroi (GFSC)

Espécies de Fusarium, foram durante muito tempo, classificadas baseando-se apenas
em caracteres morfoldgicos e sua especificidade para com o hospedeiro. Atualmente, com o
uso de técnicas moleculares e a aplicacdo do conceito de espécie biologica, a forma como
essas espécies sdo definidas gera uma informacdo mais confiavel e acurada (KVAS et al.,
2009; LESLIE et al., 2001; NIRENBERG; O’'DONNELL, 1998).

A aplicacdo combinada dos conceitos de espécie morfologica, biologica e filogenética
tem contribuido para a taxonomia do GFSC, assim como facilitou o reconhecimento e
descricdo das espécies inseridas nesse complexo. Essa abordagem conjunta se mostrou mais
robusta e confidvel (KVAS et al., 2009; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

As vantagens no uso conjunto dos conceitos de espécie (morfologica, bioldgica e
filogenética) para identificacdo de espécies de Fusarium sdo fornecer meios para medir a
quantidade de variacdo associada a morfologia, a fisiologia e as sequéncias de DNA,
permitindo com isso, um melhor entendimento dos limites entre as espécies, especialmente
para aquelas que se reproduzem principalmente de forma assexuada (KVAS et al., 2009).

Apesar de ainda ndo se conhecer a fase teleomérfica de F. guttiforme, esse fungo faz
parte do complexo Gibberella fujikuroi, que é atualmente composto de 12 espécies bioldgicas
com o teleomorfo descrito (HOVE et al, 2011; LEPOINT et al, 2005; LESLIE;

SUMMERELL, 2006; SCAUFLAIRE et al., 2011). O complexo Gibberella fujikuroi (GFSC)
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forma um grupo monofilético de espécies de Fusarium que possuem caracteristicas
morfolégicas semelhantes, o que dificulta a sua diferenciagdo. GFSC corresponde
aproximadamente a sessdo Liseola, mas também acomoda certas espécies que originalmente
foram classificadas em outras sessdes de Fusarium (GEISER et al., 2005; KVAS et al., 2009;
NIRENBERG; O’ DONNELL, 1998; O’'DONNELL et al., 1998).

1.4 Conceito de espécie filogenética

Para aplicar o conceito de espécie filogenética, analises filogenéticas com base em
informacBes combinadas de vérias regides dos genes que codificam a subunidade 28S e a
menor subunidade mitocondrial (mtSSU) do DNA ribossémico, PB-tubulina, histona H3,
calmodulina e fator de elongacdo-1a tem sido utilizadas (AOKI et al., 2001; GEISER et al.,
2005; KVAS et al. 2009; O’DONNELL et al., 1998; STEENKAMP et al., 2000).

O gene que codifica o fator de elongacdo-lo tornou-se uma boa escolha como
marcador, pois &€ um gene de coOpia Unica e é altamente informativo entre espécies
estreitamente relacionadas (GEISER et al, 2004; KVAS et al, 2009). Os dados moleculares
sdo frequentemente analisados utilizando méxima parcimonia na analise cladistica
(SAMUELS; SEIFERT, 1995).

De acordo com Jacobs et al. (2010), em estudo com isolados do Brasil e da Africa do
Sul, F. ananatum e F. guttiforme podem ser facilmente separados com base em comparacdes
de sequéncias de DNA, utilizando os genes fator de elongacdo 1-a, B-tubulina e histona H3,
levando a formacdo de clados distintos.

Soares (2011), analisando sequéncias de DNA dos genes B-tubulina e fator de
elongacdo 1-a, de isolados de abacaxi de diversas regies produtoras do Brasil, observou que
0 gene tub2 obteve maior capacidade de distin¢do de grupos filogenéticos que o gene tefl.

Apesar da importancia da fusariose para a cultura do abacaxi, pouco se conhece sobre
a diversidade genética da populacdo do agente etiolégico no Brasil. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi compor uma colecdo representativa de Fusarium associado a fusariose do
abacaxizeiro no pais, para avaliar marcadores morfoldgicos e estudar sua filogenia, gerando
informacGes que possibilitem o entendimento da estrutura populacional, da patogenicidade de
Fusarium guttiforme e, por conseguinte, o desenvolvimento futuro de estratégias de manejo

eficientes.
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RESUMO

A fusariose é a doenga mais importante do abacaxizeiro, provocando grandes perdas
econémicas. Uma estimativa da diversidade genética de Fusarium € fundamental para o
entendimento da estrutura populacional. Os isolados utilizados foram coletados em campos de
producdo do Estado de Pernambuco e obtidos de colecdo de culturas. Os isolados foram
caracterizados pela morfologia, patogenicidade e por meio de analises filogenéticas dos genes
fator de elongacdo-1a (tefl) e calmodulina (cmd). Caracteristicas morfologicas ndo foram
marcadores informativos para Fusarium guttiforme. A analise filogenética ndo separou o0s
isolados de acordo com as regides das coletas. As arvores filogenéticas do gene tefl
apresentaram melhor topologia e suporte estatistico. As arvores filogenéticas dos dois genes
geradas pelo método de maxima parciménia concordaram em parte quanto ao agrupamento
dos isolados do estudo, separando Fusarium guttiforme e Fusarium ananatum em dois grupos

distintos.
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ABSTRACT

The fusariosis on pineapple is the most important disease of this crop, causing huge
losses to pineapple production in Brazil. A Fusarium genetic variability estimate is
fundamental to understanding the population structure. The isolates used in this study were
collected in production fields in Pernambuco State or obtained from culture collection. The
isolates were characterized by morphology, pathogenicity and through phylogenetic analyzes
of translation elongation fator-lo. (tefl) and calmodulin (cmd) genes. Morphological
characteristics were not informative markers for Fusarium guttiforme. Phylogenetic analysis
did not separate the isolates according to the collections regions. Tefl gene phylogenetic tree
showed the best topology and statistical support. The phylogenetic tree generated by the
combination of alignments of the two genes generated by maximum parsimony method
agreed partially, separating as well Fusarium guttiforme and Fusarium ananatum in two

distinct groups.

Key words: Fusarium guttiforme, Fusarium ananatum, phylogeny, Ananas comosos var.

comosus

INTRODUCAO

A fusariose do abacaxizeiro, conhecida também como gomose ou resinose fungica, é a
principal doenca da cultura e afeta todas as partes da planta. Os sintomas iniciais sdo
imperceptiveis, o que facilita a disseminacdo do patdgeno por meio de transporte de mudas

infectadas. Os primeiros paises em que a doenga foi observada foram Argentina e Brasil. O
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Espirito Santo e a Bahia sdo os Estados brasileiros com maior incidéncia do patdgeno
(Ventura & Zambolim, 2002; Ploetz, 2006).

O agente etioldgico era conhecido, até 1998, como Fusarium subglutinans (Wollenw.
&Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas, com base em caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas. O posterior estabelecimento da forma specialis F. subglutinans f. sp. ananas
Ventura, Zambolim & Gilbertson, com base em testes de inoculagéo cruzada de isolados de F.
subglutinans do abacaxi e outros hospedeiros, forneceu evidéncias da especificidade do
patdégeno (Ventura et al., 1993).

A espécie Fusarium guttiforme Nirenberg & O’Donnell foi proposta como agente
etiologico da fusariose do abacaxizeiro através de estudos com base tanto na morfologia como
na filogenia de sequéncias do DNA, utilizando fragmentos dos genes que codificam a
subunidade 28S e a menor subunidade mitocondrial (mtSSU) do DNA ribossdmico, a beta
tubulina (tub2), fator de elongacdo-la (tefl) e calmodulina (cmd) de nove isolados
provenientes do Brasil (Nirenberg & O’Donnell, 1998; O’Donnell et al., 1998; 2000).

Em 2010, na Africa do Sul, Jacobs et al. relataram a ocorréncia de uma espécie distinta
causando fusariose, denominada Fusarium ananatum Jacobs, Marasas & Van Wyk, cujos
sintomas diferem da fusariose causada por F. guttiforme. Os sintomas foram observados em
frutos, onde incialmente hd uma descoloracdo seguida de depressdo em forma de “V” na parte
externa, que se estende para os tecidos do interior do fruto como uma podridao.

Estudos sobre a determinacdo do agente causal da fusariose do abacaxizeiro no Brasil,
e a variabilidade genética de isolados desse fitopatdgeno fornecerdo informacg6es importantes,
auxiliando no entendimento da interacdo planta-patdégeno e no melhoramento genético.
Medidas fitossanitarias necessarias podem ser adotadas somente com a correta identificacdo
do patdgeno e aliadas a conhecimentos sobre a variabilidade populacional do patdgeno e sua

distribuicdo geografica para determinar o manejo da doenca. Considerando a importancia
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econbmica da cultura no Brasil, esse conhecimento € imperativo para programas de
melhoramento e controle da doenga.

Este trabalho teve como objetivos: compor uma colecdo representativa de Fusarium
associado a fusariose do abacaxizeiro, analisar marcadores morfoldgicos, inferir filogenia
destes isolados com base nas sequéncias dos genes fator de elongacéo-1a (tefl) e calmodulina

(cmd) e determinar qual espécie de Fusarium causa a fusariose do abacaxizeiro no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao dos isolados e caracterizacdo morfolégica

Frutos de abacaxi com sintomas de fusariose foram coletados na regido produtora de
Pombos — PE, em pequenas propriedades caracterizadas por agricultura familiar. O
isolamento foi realizado apds a flambagem de pedacos dos frutos de onde foram retirados
fragmentos de tecidos que foram plaqueados em meio BDA (batata, dextrose, agar). Os
isolados foram purificados através de culturas monosporicas em meio SNA (agar pobre em
nutrientes sintéticos). Os isolados foram depositados na Colecdo de Culturas de Fungos
Fitopatogénicos ‘“Prof* Maria Menezes” (CMM), da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil). O restante do isolados foram recuperados da
Colecdo Micoldgica de Lavras (CML), da Universidade Federal de Lavras (Lavras, Minas
Gerais, Brasil) (Tabela 1).

As caracteristicas morfoldgicas foram analisadas apds 10-14 dias em culturas fungicas
crescidas a 20°C com fotoperiodo de 12 horas de luz branca fluorescente, em meio SNA com
pedacos de papel de filtro autoclavados. Culturas fangicas crescidas em meio BDA a 25°C no
escuro apos trés dias de incubacdo, tiveram o diametro das coldnias medido utilizando
paquimetro, e as coloracdes das coldnias foram observadas apds 10-14 dias de incubacdo a

20°C com fotoperiodo de 12 horas de luz branca fluorescente, em meio BDA.
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Extracdo de DNA

Os isolados monospdricos foram cultivados em meio liquido extrato de malte a 2%
por trés dias sob agitacdo constante de 100 rpm e temperatura ambiente (25-28°C). A
biomassa foi filtrada em gaze esterilizada e macerada apds congelamento com nitrogénio
liquido, sendo utilizado polivinilpirrolidone como antioxidante. A pulverizacdo da biomassa
fungica foi realizada em cadinho utilizando pistilo. O micélio triturado foi transferido para
tubo de 1,5 mL de microcentrifuga e a extracdo de DNA foi realizada pelo protocolo
utilizando tampdo CTAB (Leslie & Summerell, 2006). O DNA extraido foi analisado em gel
de agarose a 1% utilizando o corante GelRed (Biotium®). O DNA foi quantificado utilizando-
se 0 aparelho espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A concentracdo de

DNA foi ajustada para 5 ng para as reacdes de PCR.

Amplificacdo por PCR e sequenciamento de DNA

Foram selecionados 96 isolados de Fusarium associados ao abacaxizeiro para o
sequenciamento do gene fator de elongacdo 1-a (tefl) (O’Donnell et al., 1998). Os 17 isolados
que tiveram um fragmento do gene calmodulina (cmd) (O’Donnell et al., 2000) sequenciado
foram selecionados com base nos haplétipos gerados na analise do gene tefl. Os primers EF-1
(5’-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e EF-2 (5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3")
foram utilizados na amplificacdo do gene tefl. Para reacdo de amplificacdo do gene cmd
foram utilizados os primers CL1 (5’-GARTWCAAGGAGGCCTTCTC-3’) e CL2A (5’-
TTTTTGCATCATGAGTTGGAC-3%).

As reacdes de PCR foram realizadas como descritas por O’Donnell et al. (1998), para
tefl e por O’Donnell et al. (2000) para cmd. As condigdes das reacdes de PCR, para
amplificacdo do gene tefl, foram de 1 min a 94°C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 45s a

62°C, 1 min a 72°C, uma extensdo final de 5 min a 72°C, seguida por 4°C. As condicdes das
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reacOes de PCR, para amplificacdo do gene cmd, foram de 5 min a 94°C seguido de 31 ciclos
de 30 s a94°C, 1 min a 55°C, 2 min a 72°C, uma extens&o final de 5 min a 72°C, seguida por
4°C. Os produtos das PCR foram analisados por eletroforese em géis de agarose a 1%
corados com GelRed (Biotium®) e as bandas estimadas quanto ao seu peso molecular e
concentracdo por comparagdo com o marcador 1 Kb ladder (Invitrogen). Os produtos de PCR
purificados com o kit GenElute™ PCR Clean-Up da SIGMA, foram enviados para Seoul —
Coréia do Sul, para sequenciamento no aparelho 3730XL DNA sequencer da empresa

Macrogen Korea.

Analises filogenéticas

Os eletroferogramas gerados foram analisados utilizando o programa SeqAssem®
(HEPPERLE, 2004) e as sequéncias comparadas com as bases de dados do National Center
for  Biotechnology  Information  (NCBI) através do  programa  BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Foram utilizadas também sequéncias de referéncia de F.

guttiforme e F. ananatum, bem como de outras espécies pertencentes ao GFSC que foram
adquiridas a partir do GenBank (Tabela 2).

As sequéncias foram alinhadas utilizando Clustal W (Thompson et al., 1994). Os
alinhamentos foram corrigidos manualmente, sendo as andlises filogenéticas realizadas no
programa Mega 5® (Tamura et al., 2011). As anélises filogenéticas para cada conjunto de
dados foram construidas pelo método de maxima parciménia com analise de ‘bootstrap’ com
1000 repeticdes. Fusarium oxysporum Schltdl. emend. Snyder & Hansen foi selecionado

como outgroup por apresentar maior distancia genética entre as sequéncias estudadas.

Analise dos haplotipos
As sequéncias do gene tefl foram utilizadas para a analise dos haplétipos dos isolados

de F. guttiforme. Os isolados foram agrupados dentro de subpopulagdes de acordo com a sua
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regido de origem (Tabelas 1 e 3). O nimero de hapldtipos entre as populagbes foram
conduzidos no programa DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003) e a anélise dos mesmos foi feita no
programa MEGA 5 através de ‘Neighbor-Joining’ com o modelo de substituicdo Kimura-2-

parameter.

Testes de patogenicidade

Os testes de patogenicidade dos isolados de Fusarium foram conduzidos no Instituto
Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural, Incaper, em Vitdria — ES, do periodo de outubro de
2011 a janeiro de 2012. Os ensaios foram realizados de acordo com Ventura (1994), em
mudas de abacaxizeiro da cultivar Pérola, devido ao alto grau de suscetibilidade. As mudas do
tipo filhote, sem a aplicacdo de fungicidas, foram obtidas da Fazenda Experimental do Incaper
em Sooretama — ES.

O teste foi realizado com os isolados da Tabela 4. Os isolados E-480 e E-203 de F.
guttiforme foram utilizados como referéncia para sintomas causados pelo patégeno. Mudas
inoculadas com &gua destilada esterilizada foram utilizadas como controle negativo dos
sintomas. A avaliacdo foi feita observando-se o aparecimento da lesdo e medindo o seu

didmetro a partir da base das mudas no ponto de inoculacéo.

RESULTADOS

Caracterizacdo morfoldgica

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Pernambuco foi realizada utilizando o
isolado CML1063 = NRRL 25295 = JAV E 248 = BBA 69661 = CBS 409.97 = IMI 376113
(ex-holotype), como referéncia. Os isolados apresentaram marcadores morfologicos

condizentes com F. guttiforme, como microconidios obovdides em falsas cabecas produzidos
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no micélio aéreo, auséncia de clamidosporo, esporodoquios de coloracéo alaranjada e mono e
polifialides.

O diametro das colonias variou de 1,86 a 3,1 cm. O isolado de referéncia apresentou
didmetro de 2,67 cm. Os isolados apresentaram coloragéo branca tanto na superficie superior
da colbnia quanto no micélio aéreo. A coloracdo inferior das coldnias variou de branca a
violeta. A producdo de esporoddquios foi pouca, ndo estando presentes em todos os isolados e
quando presentes apresentaram coloracdo alaranjada. O tamanho dos microconidios
mensurados variou de 9 a 20 um de comprimento por 3 a 5 um de largura, se apresentando
asseptados ou com 1 ou 2 septos. Os macroconidios se apresentaram de retos a ligeiramente
curvados, com tamanha variando de 40 a 72 um de comprimento por 3 a 5 um de largura,

sendo observados de 3 a 8 septos.

Analise dos haplotipos

Foram analisadas 114 sequéncias do gene tefl de isolados coletados em sete Estados
do Brasil sendo divididos em populaces do Nordeste e Sudeste. Para todos os parametros
avaliados, a populacdo dos Sudeste apresentou os maiores valores, demonstrando uma maior
diversidade. Dos cinco haplétipos definidos neste estudo, o Estado do Espirito Santo possui
representantes de quatro deles (Tabela 3), ndo sendo encontrado apenas o haplétipo 3 (H3)

Ccujo unico representante pertence ao Estado de Séo Paulo (Tabelal, figuras 4 e 5).

Analise filogenética

A amplificacdo dos fragmentos génicos por PCR gerou produtos de aproximadamente
600 pb para tefl e aproximadamente 680 pb para cmd. Para a anélise filogenética de maxima
parciménia de tefl, 17 isolados foram selecionados representando os haplétipos identificados
e 23 sequéncias do GenBank foram usadas como referéncia. Na analise filogenética de

méaxima parcimdnia realizada com cmd, 17 isolados sequenciados foram analisados
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juntamente com 21 isolados de referéncia. Um isolado de referéncia de F. oxysporum foi
utilizado como outgroup em todas as analises.

As arvores geradas pelo método de MP das sequéncias de tefl separaram os isolados
de F. guttiforme de outras espécies, formando um grupo monofilético (Figura 1). Dentro desse
grupo houve a formacéo de subgrupos, sendo o subgrupo A, composto por sete isolados de
cinco Estados (BA, CE, ES, PB e PE) e os isolados de referéncia de F. guttiforme (CML1063
e MRC6782), o subgrupo B, composto por dois isolados, um de SP e o outro o isolado de
referéncia MRC6783, o subgrupo C composto por dois isolados do ES e o subgrupo D
composto por cinco isolados de trés Estados (ES, MG e PE) . Os subgrupos foram bem
definidos, todos apresentando suporte estatistico (valor de ‘bootstrap’ maiores que 50%).
Todos os isolados do estudo permaneceram dentro do grupo F. guttiforme, ndo sendo
observadas divisdes quanto a regido geografica das coletas. Os agrupamentos concordam com
os hapldtipos, sendo o subgrupo A formado por isolados com haplétipo 2, o subgrupo B
formado por isolados com haplétipo 3, o subgrupo C formado por isolados com haplotipo 4, o
subgrupo D formado por isolados do haplotipo 1 e o isolado CML1026 representa o haplotipo
5. Nenhum dos isolados do estudo agrupou com F. ananatum, cujo isolado de referéncia
formou um grupo irmdo distinto de F. guttiforme. Os isolados de referéncia se agruparam em
clados Asiatico, Americano e Africano de acordo com O’Donnell et al. (2000).

As arvores geradas pelo método de MP das sequéncias de cmd separaram os isolados
de F. guttiforme formando um grupo monofilético (Figura 2). Dentro desse grupo houve a
formagdo de subgrupos que apresentaram suporte estatistico (valor de ‘bootstrap’ maior que
50%). Nenhum dos subgrupos foi formado pelos mesmos agrupamentos obtidos em tefl.
Nenhum dos isolados do estudo agrupou com F. ananatum, cujo isolado de referéncia formou
um grupo irmdo distinto de F. guttiforme. Os isolados de referéncia se agruparam em clados

Asiatico, Americano e Africano de acordo com O’Donnell et al. (2000).
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Considerando o principio da concordancia genealdgica de genes para reconhecimento
de espécies filogenéticas (Genealogical concordance phylogenetic species recognition), ou
GCPSR (Taylor et al., 2000), os alinhamentos dos dois genes (tefl e cmd) foram combinados,
gerando arvores pelos métodos de MP (Figura 3). Assim como nas arvores individuais,
observou-se que com a analise combinada toda a populacdo foi reconhecida como F.
guttiforme. Na andlise combinada dos genes, nenhum dos isolados do estudo agrupou com o
isolado de referéncia de F. ananatum, que formou um grupo irmédo distinto. O subgrupo
formado pelos isolados CMM3669, CMM3672 e CMM3702, todos do Estado de
Pernambuco, apresentou bom suporte estatistico e se agrupou tanto nas arvores individuais
guanto na combinada. O subgrupo formado pelos isolados CMM2100 e CMM2119, ambos do
Estado do Espirito Santo, apresentou bom suporte estatistico e se agrupou na arvore de tefl e

na combinada.

Teste de patogenicidade
Foram avaliados 27 isolados do Estado de Pernambuco. Os dados obtidos foram
comparados com os resultados do teste de patogenicidade de 10 isolados da regido Sudeste de

estudo anterior (Soares, 2011).

DISCUSSAO

Nesse estudo, foi avaliado um grande numero de isolados de Fusarium com
caracteristicas de F. guttiforme associados a fusariose do abacaxizeiro de sete Estados
produtores do Brasil.

Espécies que foram delimitadas pelo conceito de espécie morfolégica como Fusarium,
geralmente sdo compostas por mais de uma espécie ou linhagem filogenética (O’Donnell, et
al., 1998; Jacobs et al, 2010). A identificacdo apenas com base em caracteristicas

morfoldgicas e patogénicas, ndo possibilita a determinacdo das relagdes filogenéticas entre
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espécies do GFSC. Técnicas moleculares como sequenciamento de DNA, PCR e AFLP séo
utilizadas na identificacdo e estudos de diversidade genética em populagdes, assim como
ajudam a elucidar os complexos de espécies do género Fusarium, servindo como marcadores
para populacfes de mesmo fendtipo, mas genotipicamente diferentes (Bogale et al., 2006;
Leslie & Summerell, 2006).

Através das andlises filogenéticas, concluiu-se que a espécie responsavel pela
fusariose do abacaxizeiro no Brasil trata-se de F. guttiforme, e que a espécie F. ananatum
aparentemente ndo esta presente no pais. Ndo houve variabilidade morfol6gica que pudesse
gerar agrupamentos entre os isolados deste estudo, desta forma a diversidade na espécie F.
guttiforme foi mostrada pelas analises filogenéticas dos genes tefl e cmd. Neste estudo, a
analise do gene tefl dividiu o conjunto de dados em subgrupos bem definidos e com bom
suporte estatistico, porem, o gene cmd ndo apresentou essa mesma capacidade distingdo. As
topologias das arvores de tefl e cmd foram diferentes, evidenciando que o gene tefl possui
um sinal filogenético melhor, ficando as arvores com uma melhor resolucéo.

Os isolados de F. guttiforme obtidos nos Estados da Bahia, Ceara, Espirito Santo,
Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco e Sdo Paulo, apresentaram diversidade genética, com
base no polimorfismo das sequéncias do gene tefl. Os 114 isolados formaram cinco
haplotipos. Os isolados do Espirito Santo foram divididos em quatro haplétipos, dando
indicios que o Estado pode ser fonte de disseminacdo do patdgeno. O fluxo de germoplasma
pode ter contribuido na disseminacdo do patdgeno para as demais regifes produtoras, uma vez
que a variacdo genotipica dentro das subpopulacdes foi baixa. Os resultados obtidos
mostraram diferentes haplotipos associados a patogénese do abacaxizeiro no Brasil, indicando
diversidade genética na espécie.

Uma ferramenta para avaliacdo de riscos de potenciais agentes fitopatogénicos é a
compreensdo dos processos evolutivos que levam ao surgimento de novos patdgenos

(Stukenbrock & McDonald, 2008). Um haplotipo é uma unidade fundamental com uma
33
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combinacdo Unica de nucleotideos em uma sequéncia (loco). Individuos que compartilham
um hapl6tipo tem os mesmos nucleotideos em posicdes variaveis ou ndo (Templeton, 1994;
Carbone & Kohn, 2001).

O surgimento de novos haplétipos pode se dar por mutagdes ou por recombinacéo.
Quanto maior é a diversidade genética de uma populacdo, maior é o seu potencial evolutivo,
aumentando a probabilidade dela se adaptar a novas condi¢cdes ambientais (McDonald, 1997).
Diante disso, a probabilidade de o Estado do Espirito Santo ser a fonte de disseminacdo do
patdégeno, explicaria a existéncia de somente dois haplotipos da regido Nordeste onde as
condi¢cdes ambientais sdo mais severas, exigindo individuos mais adaptados a essas condi¢des
restritivas.

Muitos fungos tém reproducdo predominante, ou em muitos casos exclusivamente,
assexuada, por isso a dificuldade de interpretacdo de evidéncias de trocas genéticas e
recombinagdo muitas vezes aparente nesses microrganismos (Carbone & Kohn, 2001).

A fusariose do abacaxizeiro ¢ uma doenca de dificil manejo, onde o uso de defensivos
agricolas é limitado e de alto custo. Estes resultados contribuem para o conhecimento da
populacdo do patdgeno, sendo um subsidio para trabalhos futuros de melhoramento, uma vez
que, a dificuldade no desenvolvimento de cultivares resistentes € maior quando ocorre uma

alta diversidade genética do patégeno.
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Tabela 1. Isolados utilizados no estudo

Acesso Host - Subst Origem Coordenadas tefl | cmd | Haplétipo
CML
CML 903 AC (P-Fo) Presidente Kennedy, ES X X H2
CML 905 AC (P-Fi) Presidente Kennedy, ES X X H2
CML 906 AC (P-Fo) Presidente Kennedy, ES X X H2
CML 911 AC (P-Fo) Fazenda Jaqueira, ES X H2
CML 912 AC (P-Fo) Marataizes, ES X H2
CML 914 AC (P-Fo) Marataizes, ES X H2
CML 916 AC (P-Fo) Marataizes, ES X X H2
CML 918 AC (P-Ca) Marataizes, ES X H2
CML 919 AC (P-Fo) Marataizes, ES X X H2
CML 921 AC (P-Fi) Marataizes, ES X H2
CML 923 AC (P-Fr) Jegoriuma, ES X H1
CML 924 AC (P-Fo) Jegoriuma, ES X X H2
CML 930 | AC (P-Fo) Santa Rita, PB X X H2
CML 996 AC (P-Fi) Itaberaba, BA X H2
CML 997 AC (P-Fi) Itaberaba, BA X X H2
CML 999 AC (P-Fi) Itaberaba, BA X X H2
CML 1026 | AC (P-Fi) Canad, ES X X H5
CML 1027 | AC (P-Fr) Canag, ES X H2
CML 1030 | AC (P-Ca) Itaberaba, BA X H2
CML 1034 | AC (SC) Séo Paulo X X H3
CML 1037 | AC MG X X H1
CML 1041 | AC Itaberaba, BA X H2
CML 1043 | AC Santa Rita, PB X X H2
CML 1044 | AC Santa Rita, PB X X H2
CML 1045 | AC Santa Rita, PB X X H2
CML 1051 | AC (SC) Espirito Santo X H2
CML 1053 | AC (P) Bahia X H2
CML 1057 | AC (P-Fo) Frutal, MG X H2
CML 1065 | AC Brasil, ES X H2
CML 1067 | AC (SC-Fo) | Brasil, MG X H2
CML 1637 | AC Santa Rita, PB X H2
CML 1638 | AC Santa Rita, PB X H2
CML 2079 | AC (Fo) Monte Alegre, MG X X H2
CML 2083 | AC (Fo) Monte Alegre, MG X X H2
CML 2099 | AC (Fo) Marataizes (Com. Siri), ES X X H2
CML 2100 | AC (Fo) Cach Itap, ES X X H4
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CML 2103 | AC (Fo) Cach Itap, ES X X H1
CML 2106 | AC (Fo) Sooretama, ES X X H2
CML 2114 Sooretama, ES X X H2
CML 2119 | AC (JUPI) Jaguaré, ES X X H4
CML 2127 Jaguaré, ES X X H1
CML 2130 Ceard X H2
CML 2149 Ceara X H1
CML 2153 Ceard X H1
CMM 3658 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE S 08°08°50.7” X X H2
CMM 3659 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE W 035°24°41.8” X H2
CMM 3660 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE Alt. 240 X H2
CMM 3661 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X H2
CMM 3662 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X H2
CMM 3663 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X X H2
CMM 3664 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X H2
CMM 3665 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X H2
CMM 3666 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X H2
CMM 3667 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X H2
CMM 3668 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra I), PE X X H2
CMM 3669 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE S 08°08°59.7” X H1
CMM 3670 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE W 035°25°27.0” X H2
CMM 3671 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE Alt. 251 X H2
CMM 3672 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X X H1
CMM 3673 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3674 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H2
CMM 3675 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3676 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3677 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3678 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3679 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3680 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3681 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3682 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H2
CMM 3683 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H2
CMM 3684 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3685 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H2
CMM 3686 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X X H1
CMM 3687 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3688 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1

39




CMM 3689 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H2
CMM 3690 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3691 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H2
CMM 3692 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3693 | AC (Fr) Pombos (Pé de Serra Il), PE X H1
CMM 3694 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE S 08°09°33.9” X H2
CMM 3695 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE | W 035°26°01.6" ¥ X H2
CMM 3696 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE Alt. 277 X H2
CMM 3697 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE X H1
CMM 3698 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE X H2
CMM 3699 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE X X H1
CMM 3700 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE X H1
CMM 3701 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE X H2
CMM 3702 | AC (Fr) Pombos (Serra das Russas), PE X X H1
CMM 3703 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE S08°08°38.0” X H2
CMM 3704 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE W035°25°07.7” X H2
CMM 3705 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE Alt. 257 X H1
CMM 3706 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3707 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H1
CMM 3708 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X X H2
CMM 3709 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3710 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3711 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H1
CMM 3712 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H1
CMM 3713 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X X H2
CMM 3714 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3715 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3716 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3717 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H1
CMM 3718 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H2
CMM 3719 | AC (Fr) Pombos (Maracuja), PE X H1
DB1 AC ES X X H2
DB4 AC ES X X H2
DB7 AC ES X X H2
E391 AC CE X H1
E392 AC CE X H2
E395 AC CE X X H2
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E405

AC

CE

X

H2

E406

AC

CE

X

H2

Abreviacbes: AC (Ananas comosus), P (cultivar Pérola), SC (cultivar Smooth Cayenne), Fo

(folha), Ca (caule), Fi (muda do tipo filhote) e Fr (fruto)
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Tabela 2. Sequéncias de referéncia utilizadas na analise filogenética

Cadigo de acesso GenBank

Espécie Cadigo do isolado tef1® cmd®

F. oxysporum NRRL22902 AF160312 AF158365

F. acutatum NRRL13308 AF160276 AF158329

F. ananatum NRRL22945 AF160297 AF158350

F. anthophilum NRRL13602 AF160292 AF158345

F. brevicatenulatum NRRL25446 AF160265 AF158318

F. bulbicola NRRL13618 AF160294 AF158347

F. dlaminii NRRL13164 AF160277 AF158330

F. globosum NRRL26131 AF160285 AF158338
NRRL25295 Sequenciado no estudo Sequenciado no estudo
(CML1063)

F. guttiforme
MRC6782 DQ282170 -
MRC6783 DQ282166 -

F. lactis NRRL25200 AF160272 AF158325

F. napiforme NRRL13604 AF160266 AF158319

F. phyllophilum NRRL13617 AF160274 AF158327

F. proliferatum NRRL22944 AF160280 AF158333

F. pseudoanthophilum NRRL25206 AF160264 AF158317

F. pseudocircinatum NRRL22946 AF160271 AF158324

F. pseudonygamai NRRL13592 AF160263 AF158316

F. ramigenum NRRL25208 AF160267 AF158320

F. sacchari NRRL13999 AF160278 AF158331

F. succisae NRRL13613 AF160291 AF158344

F. udum NRRL22949 AF160275 AF158328

G. fujikuroi NRRL13566 AF160279 AF158332

G. moniliformis NRRL22172 AF160262 AF158315

®Abreviacdes das colecdes de culturas: MRC: Medical Research Council, Tygerberg, Cidade

de Cape, Africa do Sul. NRRL: National Centre for Agricultural Utilization Research, Peoria,

IL, USA. "Sequéncias do gene tefl obtidas do GenBank, NCBI; “Sequéncias do gene cmd

obtidas do GenBank, NCBI. *Isolado reclassificado em F. ananatum de acordo com Jacobs,
et al. (2010).
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Maéxima parcimoénia
Fator de elongacdo
1000 bootstraps
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Fusarium lactis NRRL25200

44 493|——Fusarium ramigenum NRRL25208
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Fusarium globosum NRRL26131
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_C Fusarium proliferatum NRRL22944

Fusarium dlaminii NRRL13164
Fusarium oxysporum NRRL22902

Fusarium guttiforme

Figura 1. Arvore gerada por maxima parcimdnia a partir do alinhamento de sequéncias de

fator de elongacéo.
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Maéxima parciménia
Calmodulina
1000 bootstraps
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—

5

Figura 2. Arvore gerada por maxima parcimdnia a partir do alinhamento de sequéncias de

calmodulina.
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Figura 3. Arvore gerada por maxima parcimdnia a partir do alinhamento de sequéncias de
fator de elongacéo e calmodulina.
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Figura 4. Distribuicdo geografica das populaces Fusarium guttiforme utilizadas neste estudo,

constando o niumero de isolados e [nimero de haplétipos] por Estado.
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Figura 5 Arvore filogenética gerada por ‘Neighbor-Joining’, com base no polimorfismo das

sequéncias parciais do gene tefl de populacdes de Fusarium guttiforme no Brasil.

Abreviacdes: CML= Colecdo Micoldgica de Lavras; ES = Espirito Santo, MG=Minas Gerais
SP=S4o Paulo, BA=Bahia, PB=Paraiba, CE= Ceara e PE=Pernambuco.
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Tabela 3. Distribuicdo dos hapl6tipos e [nimero de isolados] de acordo com as regibes de

coleta.

Haplétipos Nordeste | Sudeste | ES MG | SP BA PB CE PE
Nordeste 2 [82] 2 2 0 0 1 1 2 2
Sudeste 2 5[32] 4 2 1 1 1 2 2
ES 2 4 4126] |2 0 1 1 2 2
MG 0 2 2 2[6] |0 0 0 0 0
SP 0 1 0 0 1M1 |o 0 0 0
BA 1 1 1 0 0 1[6] |0 0 0
PB 1 1 1 0 0 0 1[6] |0 0
CE 2 2 2 0 0 0 0 28] |2
PE 2 2 2 0 0 0 0 2 2[62]
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Tabela 4. Teste de patogenicidade dos isolados associados ao abacaxizeiro

Isolado Origem | Média das lesdes (mm)
Testemunha (H,0) 0,0
Controle + (E-480) 34,3
Controle + (E-203) 26,3
CMM3659 PE 28,3
CMM3661 PE 38
CMM3663 PE 28,3
CMM3665 PE 20,7
CMM3666 PE 19,3
CMM3671 PE 35,0
CMM3672 PE 39,3
CMM3674 PE 36,0
CMM3678 PE 39,3
CMM3680 PE 38,7
CMM3686 PE 39,3
CMM3687 PE 333
CMM3689 PE 38,7
CMM3694 PE 38,7
CMM3695 PE 22,7
CMM3697 PE 32
CMM3698 PE 36
CMM3699 PE 39,3
CMM3701 PE 21,7
CMM3702 PE 35,0
CMM3703 PE 15,0
CMM3704 PE 31,7
CMM3708 PE 15,0
CMM3710 PE 31,7
CMM3712 PE 7,7
CMM3713 PE 7,0
CMM3716 PE 35,0
CML906* ES 8,3
CML912* ES 10,7
CML914* ES 27,0
CML923* ES 1,3
CML1051* ES 1,3
CML2099* ES 19,7
CML2119* ES 20,0
CML1034* SP 57
CML1037* MG 14,7
CML1041* BA 2,3

*|solados utilizados em estudo anterior (Soares, 2011).



CAPITULO HII
e ————————————
e —

Conclusdes gerais
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Conclusdes gerais:

e Fusarium guttiforme é a espécie causadora da fusariose do abacaxizeiro no Brasil.

e O gene tefl possibilitou melhor distingdo de subgrupos infraespecificos que o gene

cmd.

e Hadiferentes haplotipos associados a patogénese de F. guttifome ao abacaxizeiro.
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