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RESUMO

O género Fusarium, conhecido principalmente por compreender importantes
patdgenos de plantas e produtores de micotoxinas, tem emergido como um grupo
abundantemente associado a insetos. O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC) é um dos mais ricos em linhagens entomofilas e apresenta um dos niveis mais
pronunciados de especiacao criptica. Isolados do FIESC obtidos de insetos no Nordeste do
Brasil foram investigados com o0s objetivos de determinar as espécies filogenéticas a que
pertencem; descrever as caracteristicas morfologicas dessas espécies; investigar a ocorréncia
de reproducdo sexuada no FIESC e isolamento reprodutivo entre as especies estudadas.
Analises filogenéticas multi-locus baseadas em sequéncias de cinco loci resolveram os 33
isolados entomopatogénicos em trés espécies filogenéticas do clado Incarnatum do FIESC —
FIESC 16, FIESC 17 e FIESC 20. Desses, 20 (60,60%) apresentaram o idiomorfo MAT1-1 e
13 (39, 40%) apresentaram o idiomorfo MAT1-2, sendo todos heterotalicos. Peritécios férteis
foram produzidos em 6% dos cruzamentos intra-especificos apds duas a trés semanas.
Cruzamentos interespecificos ndo resultaram em peritécios férteis. Foi demonstrada a
existéncia de um estagio sexual em espécies do clado Incarnatum pela primeira vez, sugerindo
que ciclos sexuais anteriormente desconhecidos contribuem para a alta diversidade genética
no grupo. Duas novas espécies foram descritas como Fusarium caatingaense e Fusarium
pernambucanum. Essas espécies apresentaram caracteristicas morfolégicas em comum, como
a producdo de varios tipos de conidios aéreos formados em mono e polifialides, e diferem
entre si nas dimensbes e morfologia de seus conidios esporodoquiais. A progénie de duas
geragdes de cruzamentos a partir dos parentais mais férteis foi testada quanto a fertilidade
feminina, a fim de selecionar testadores fémeas férteis para o diagndstico de espécies
bioldgicas. Estes testadores poderdo ser Uteis na elucidacdo de limites de espécies no FIESC,
contribuindo para o conhecimento das linhagens dentro deste complexo de importancia clinica

e agronémica.

Palavras-chave: Compatibilidade sexual. Espécies cripticas. Fungos associados a insetos.
FIESC. Mating type.



ABSTRACT

The genus Fusarium, well known for its important plant pathogens and mycotoxin producers,
has emerged as a group abundantly associated with insects. The Fusarium incarnatum-
equiseti species complex (FIESC) is one of the richest in entomophilous strains within
Fusarium and displays one of the most pronounced levels of cryptic speciation. FIESC
isolates obtained from insects in the Northeast of Brazil were investigated aiming to
determine, using phylogenetic molecular markers, the phylogenetic species to which they
belong; to describe the morphological characteristics of these phylogenetic species; to
investigate the occurrence of sexual reproduction in FIESC and reproductive isolation among
the studied species. Multi-locus phylogenetic analyses based on sequences of five loci
resolved these isolates in three phylogenetic species of the Incarnatum clade of the FIESC —
FIESC 16, FIESC 17 and FIESC 20. Of the 33 isolates, 20 (60.60%) presented the idiomorph
MAT1-1 and 13 (39, 40%) the idiomorph MAT1-2, all of them heterothallic. Interspecific
crosses did not result in fertile perithecia, which were produced in 6% of the intraspecific
crosses. We demonstrate the existence of a sexual stage in species of the Incarnatum clade for
the first time. These results suggest that previously unknown sexual cycles contribute to the
high genetic diversity within FIESC. Two novel species were described as Fusarium
caatingaense and Fusarium pernambucanum. These species displayed common
morphological characteristics such as the production of various types of aerial conidia formed
on monophialides and polyphialides, and differ from each other mainly in the dimensions and
morphology of their sporodochial conidia. The progeny of two generations of crosses from
more fertile parents was tested for female fertility in order to select fertile female testers for
the diagnosis of biological species. These testers may be useful for the elucidation of species
boundaries in FIESC, contributing to knowledge of the lineages within this complex of

clinical and agronomic importance.

Key-words: Cryptic species. Insect-associated fungi. FIESC. Mating type. Sexual
compatibility.
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1 INTRODUCAO

Fusarium é um género com representantes amplamente distribuidos na natureza,
encontrados no solo e em Vvérios outros substratos, decompondo matéria organica ou em
associac0es patogénicas ou ndo patogénicas com animais, plantas e outros organismos
(Teetor-Barsch e Roberts, 1983; Summerell et al., 2010; Walsh et al., 2010; Coleman et al.,
2011; Summerell e Leslie, 2011; Aoki, O'Donnell e Geiser, 2014; Torbati et al., 2018).
Devido a importancia destes fungos como agentes fitopatogénicos e como produtores de
micotoxinas, a maioria dos estudos ao longo de mais de 200 anos de histdria concentrou-se
em isolados obtidos de plantas doentes, economicamente importantes, em ambientes agricolas
comerciais (Summerell e Leslie, 2011).

Outros habitats e hospedeiros, incluindo ecossistemas naturais e agroecossistemas
diversificados (Leslie et al., 2004; Walsh et al., 2010; Leslie e Summerell, 2011; Laurence et
al., 2015; Moussa et al., 2017), amostras clinicas e veterinarias (O 'Donnell et al., 2010;
Wang et al., 2011; van Diepeningen et al., 2014; van Diepeningen e Hoog, 2016; O'Donnell
et al., 2016a) e insetos (O’Donnell et al., 2012; Freeman et al., 2013a; Freeman et al., 2013b;
Kasson et al., 2013; O’Donnell et al., 2014; Aoki et al., 2018) tém sido mostrados como
fontes importantes para a investigacdo de espécies de Fusarium. A medida que sio estudados
fungos encontrados em nichos ecoldgicos pouco pesquisados, lacunas filogenéticas existentes
podem ser reduzidas e o conhecimento sobre a origem, distribuicdo e estratégias de
sobrevivéncia desempenhadas por Fusarium nos ecossistemas pode ser ampliado (Summerell
et al., 2010; Leslie e Summerell, 2011; Laurence et al., 2015).

Dentre os animais, 0s insetos sdo 0s membros com o0s quais as espécies de Fusarium
sdo mais abundantemente associadas (Teetor-Barsch e Roberts, 1983). A pesquisa de
Fusarium em insetos tém levado a descoberta de novas espécies (Freeman et al., 2013b; Aoki
et al., 2018) e de vérias interacGes interessantes (Geib et al. 2012; Freeman et al., 2013a;
Kasson et al., 2013; O'Donnell et al., 2014; O'Donnell et al., 2016b; Toki, Kawakita e
Togashi, 2016). Entre essas associacOes, as patogénicas se destacam pelo crescente nimero de
estudos demonstrando o potencial pouco conhecido e pouco explorado das espécies desse
género como agentes de controle biologico de insetos (Majumbar et al., 2008; Addario e
Turchetti, 2011; Pelizza et al., 2011; Anupam Sharma et al., 2012; Batta, 2012; Lazo, 2012;
Liu et al., 2014; Tosi et al., 2015; Santos et al., 2016; Carneiro-Leéo et al., 2017).

O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) € considerado um dos

mais ricos em linhagens de Fusarium entomofilos (O'Donnell et al., 2012), incluindo isolados



10

altamente virulentos, que se destacam pelo potencial para o controle de pragas agricolas
(Mohanty et al., 2008; Addario e Turchetti 2011; Fan et al., 2013; Liu et al., 2014; Carneiro-
Ledo et al., 2017). No entanto, esfor¢os para utilizar espécies de Fusarium para o controle
bioldgico de insetos tém em parte sido limitados devido a preocupacdo de disseminar,
inadvertidamente, fitopatégenos ou produtores de micotoxinas no ambiente (O'Donnell et al.,
2012). Essa preocupacdo € intensificada pelo fato de a identificagdo e delimitacdo das
especies de Fusarium serem dificeis, exigindo uma abordagem polifasica integrando
marcadores morfoldgicos, bioldgicos e filogenéticos para uma identificacdo/caracterizacdo
acurada (Summerell e Leslie, 2011). Isso ocorre porque o reconhecimento de espécies
morfologicas (MSR), historicamente usado para identificacdo de espécies de Fusarium, deu
origem a esquemas taxondmicos que subestimam significativamente a diversidade de espécies
dentro do género (Geiser et al., 2004; Leslie e Summerell, 2006; O'Donnell et al., 2010;
Burgess, 2014).

Nas ultimas duas décadas, o conhecimento da diversidade de espécies de Fusarium e
de suas relacBes evolutivas aumentou significativamente devido a aplicacdo da filogenética
molecular multilocus e do reconhecimento de espécies filogenéticas de concordancia
genealdgica (Aoki, O'Donnell e Geiser, 2014). Atualmente, estima-se que Fusarium inclua
mais de 300 espécies filogenéticas genealogicamente exclusivas, distribuidas em 16
(Gréfenhan et al., 2011; Lombard et al., 2015) a mais de 20 complexos de espécies, mais
algumas linhagens monotipicas. Muitas dessas espécies ndo foram formalmente descritas e
muitas delas sdo morfologicamente cripticas (O'Donnell et al., 2013; Aoki, O'Donnell e
Geiser, 2014). Dentre esses complexos, FIESC é um dos que apresentam um nivel de
especiacdo criptica mais pronunciado (O'Donnell et al., 2010).

Embora o FIESC venha emergindo como um grupo importante, de interesse
agrondmico, clinico e veterinario, pouco se conhece sobre a diversidade morfoldgica e sobre a
reproducdo sexuada nesse grupo filogeneticamente diverso. Isolados do FIESC foram
descobertos associados aos insetos Dactylopius opuntiae Cockerell (Hemiptera:
Dactylopiidae) e Aleurocanthus woglumi Ashby (Hemiptera: Aleyrodidae) no Nordeste do
Brasil. Esses isolados foram caracterizados neste estudo, utilizando marcadores moleculares

filogenéticos e morfoldgicos, e quanto ao sistema de acasalamento e compatibilidade sexual.



11

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Determinar as especies dos isolados de Fusarium obtidos de D. opuntiae e A. woglumi
no Nordeste do Brasil; e contribuir para 0 conhecimento sobre a fase sexuada em espécies de

ciclo sexual desconhecido.
1.1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar, por meio de andlises filogenéticos, as espécies filogenéticas a que
pertencem os isolados do FIESC obtidos de D. opuntiae e A. woglumi.

b) Realizar descrigdo taxonomica detalhada dos materiais analisados, incluindo
materiais tipo para tdxons novos ou ndo descritos.

C) Induzir a reproducédo sexuada espécies cujo estagio sexual ndo é conhecido.

d) Investigar o isolamento reprodutivo entre as espécies estudadas, empregando o
critério de compatibilidade sexual.

e) Desenvolver cepas testadoras fémeas de espécies do FIESC para identificacdo

de espécies bioldgicas e determinacdo de compatibilidade sexual em laboratério.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 O GENERO FUSARIUM
2.1.1 Importancia

O Género Fusarium (Nectriaceae: Hypocreales, Sordariomycetes) compreende um
grande grupo ascomicetos amplamente distribuido na natureza. Esses fungos podem ser
encontrados no solo e em ampla gama de substratos, decompondo matéria vegetal e animal,
bem como em associacdo patogénica ou ndao com plantas e animais. S80 encontrados em
diversas condic¢Bes climéticas, sendo predominantes em ambientes temperados e tropicais
(Summerell et al., 2010; Coleman et al., 2011; Summerell e Leslie, 2011; Vitale et al., 2011;
Aoki, O’Donnell ¢ Geiser, 2014; Sharma e Marques, 2018).

Fusarium € considerado um dos mais importantes géneros de fungos em todo o

mundo, sendo tal notoriedade devida principalmente as associa¢fes desses fungos com
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plantas (Summerell e Leslie, 2011). Embora muitas espécies de Fusarium possam ser
parasitas, endéfitos ou patdgenos de plantas hospedeiras saudaveis, dependendo do contexto
ecologico (Aoki, O’Donnell e Geiser, 2014), sdo os patdgenos que receberam maior atengao
ao longo dos 200 anos de histdria do género (Summerell and Leslie, 2011). Isto porque em
ndo menos que 80 % das espécies de plantas cultivadas pelo menos uma doenga causada por
uma espécie de Fusarium j& foi relatada (Leslie e Summerell, 2006; Walsh et al., 2010). Esses
fungos podem causar diversos tipos de doencas, tais como apodrecimento do caule, da raiz e
da coroa, cancros, murchas vasculares e podriddes de gréos, e estas ndo estao restritas a uma
determinada regido, afetando a producdo em regifes temperadas bem como em regides
tropicais. Doencas como a giberela-do-trigo e mal-do-Panama em bananeiras causaram
impactos econdmicos e sociais devastadores sobre os agricultores e comunidades que
dependem dessas culturas (Summerell e Leslie, 2011).

A despeito do reconhecimento pelas habilidades como patégenos de plantas, e do fato
de a maior parte dos estudos ter focado em isolados obtidos de plantas doentes
economicamente importantes, uma alta diversidade de espécies tem sido revelada a partir da
investigacdo de Fusarium em outras fontes (Summerell e Leslie, 2011). Estimativas a partir
de trabalhos com plantas e solo de areas com baixa perturbacdo sugerem que o0 numero de
espécies ndo associadas a doencas conhecidas pode superar em muito as patogénicas (Leslie
et al., 2004; Desjardins, 2006; Walsh et al., 2010; Summerell e Leslie, 2011; Laurence et al.,
2015).

Espécies de Fusarium associadas a animais, como nematoides, aranhas, insetos,
anfibios, répteis e mamiferos tém sido relatadas (Teetor-Barsch e Roberts, 1983; Gardiano et
al. 2009; Galindo, 2012; O’Donnell et al., 2012; O’Donnell et al., 2016). Os insetos sdo 0s
animais mais frequentemente associados com Fusarium. O numero de trabalhos relatando
espécies de Fusarium como agentes no controle de insetos-praga de varias espécies esta
crescendo significativamente (Addario e Turchetti, 2011; Peliza et al., 2011; Batta, 2012;
Lazo, 2012; Liu et al., 2014; Tosi et al., 2015; Santos et al., 2016; Carneiro-Ledo et al., 2017;
Sharma e Marques, 2018). Algumas espécies também apresentam potencial biocontrolador de
nematoides (Mendoza e Sikora, 2009) e de fungos (Torbati et al., 2018), incluindo fungos
fitopatogénicos (Horinouchi et al., 2007, 2008, 2011).

Representantes de Fusarium tém sido relatados como agentes patogénicos a humanos,
especialmente aqueles que se encontram com o sistema imunologico debilitado (Kvas et al.,
2009; van Diepeningen et al., 2014). As infeccOes causadas em humanos variam de

superficiais, tais como queratite e onicomicoses, a infeccGes disseminadas que atingem
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predominantemente pacientes gravemente imunocomprometidos, nos quais a mortalidade se
aproxima de 100 % (Wang et al., 2011). O numero de registros dessas infeccGes tem
aumentado devido a uma melhor deteccdo, mas também devido ao aumento do nimero de
pessoas susceptiveis e imunocomprometidas (van Diepeningen e Hoog, 2016).

Fusarium é conhecido também por compreender produtores das micotoxinas
toxicologicamente mais relevantes, como tricotecenos, desoxinivalenol, fumonisinas,
moniliformina e zearalenona (Antonissen et al., 2014; Nazari et al., 2015; O’Donnell et al.,
2018) que, em larga escala, podem contaminar o meio ambiente com quantidades prejudiciais
a saude (Teetor-Barsch e Roberts, 1983; O'Donnell et al., 2012). Esses metabdlitos podem
estar associados com doencas de plantas e ser toxicos e/ou carcinogénicos para humanos e
outros animais, podendo causar até a morte em caso de exposicdo prolongada (Leslie e
Summerell, 2006; Kvas et al., 2009; Summerell e Leslie, 2011).

O impacto econémico causado pelas doengas das plantas e pela producdo de
micotoxinas, somado a importancia de Fusarium como organismo modelo para ampla gama
de estudos, faz desse grupo de fungos um foco para estudos cientificos basicos e aplicados,
despertando o interesse de pesquisadores, agricultores e legisladores (Summerell e Leslie,
2011).

2.1.2 Historia taxonémica

O conceito genérico de Fusarium foi proposto por Link (1809) como Fusisporium,
tendo como caracter distintivo principal a presenca de conidios em forma de banana ou canoa
(Summerell e Leslie, 2011). A partir desse momento, as diferencas na forma desses esporos
tornaram-se centrais para a identificacdo das espécies do Género. Porém, a producdo de
conidios falcados nédo é exclusiva de Fusarium, de modo que se esses esporos fossem o Unico
critério utilizado na identificacdo, varios outros fungos poderiam ser identificados como
pertencentes ao Género erroneamente (Leslie, Zeller e Summerell, 2001; Leslie e Summerell,
2006).

A auséncia de critérios acurados para a delimitacdo de especies, somada a ndo
padronizacdo das condicGes e dos meios de cultura tornou a identificacdo de Fusarium
inconsistente. Além disso, grande parte da pesquisa inicial sobre o Género se concentrou no
diagnostico e identificacdo de isolados causadores de doencas de plantas, sendo que muitas
vezes a mesma espécie ganhava outra denominacdo sempre que associada a um novo

hospedeiro, de modo que em um periodo de tempo relativamente curto, mais de 1000 espécies
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foram descritas ou atribuidas a varios surtos de doengas (Leslie e Summerell, 2006, 2011).
Esse estado de confusdo persistiu até meados da década de 1930, quando Wollenweber e
Reinking (1935) publicaram o trabalho considerado até hoje a base da taxonomia de
Fusarium.

Wollenweber e Reinking (1935) forneceram diretrizes independentes do hospedeiro
vegetal para identificagdo, e sim baseadas nos caracteres das linhagens envolvidas (Leslie,
Zeller e Summerell, 2001; Leslie e Summerell, 2006). Propuseram também a divisdo do
género em 16 secdes baseada em critérios como a presenca de microconidios, forma dos
macro e microconidios e da célula basal dos macroconidios, presenca de clamiddsporos e sua
localizacdo (intercalar ou terminal); e em 65 espécies e 77 variedades e formas, com base na
cor dos estromas, presenca ou auséncia de esclerocios, nimero de septos e largura e
comprimento dos macroconidios (Nelson, 1991). Atualmente, é reconhecido que o sistema de
secOes estabelecido ndo é natural e as espécies dentro de uma se¢do ndo sdo necessariamente
monofiléticas (O’Donnell et al., 2013).

Embora Wollenweber e Reinking (1935) tenham contribuido significativamente para a
organizacdo taxonémica de Fusarium, o sistema de identificacdo continuou a apresentar
instabilidade, devido a fatores como a variagdo das caracteristicas morfolégicas em fungdo do
meio de cultura e das condicOes de cultivo, a caracterizagdo nédo ser feita a partir de culturas
originadas de um unico esporo e 0 ndo reconhecimento da variacdo intra-especifica e dos
processos de mutacdo (Nelson, 1991).

Nas décadas de 1940 e 1950, Snyder e Hansen (1940, 1941, 1945, 1954) publicaram
trabalhos demonstrando a importancia da utilizacdo de culturas monospdricas e de condicBes
padronizadas de cultivo (substrato e ambiente) para uma identificacdo confiavel de espécies
de Fusarium. Isso porque uma grande variabilidade pode ser encontrada no comprimento,
largura e septacdo dos esporos e na pigmentacdo produzida por um mesmo isolado em funcgéo
das condicdes de cultivo e de substrato. A presenca de esporoddquios e esclerécios também é
influenciada por essas condi¢oes.

O sistema de classificacdo proposto por Snyder e Hansen (1940, 1941, 1945) reduzia o
numero de espécies dentro do género para nove — Fusarium oxysporum Schlechtendahl
emend. Snyder & Hansen, F. solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder &
Hansen, F. moniliforme Sheldon, F. roseum Link, F. lateritium Nees, F. tricinctum (Corda)
Sacc., F. nivale Ces. ex Berl. & Voglino, F. rigidiuscula Berk. & Broome e F. episphaeria
(Tode) W.C. Snyder & H.N. Hansen. Devido a sua praticidade, foi bem aceito por

pesquisadores, mas levou a muitas perdas em informacdes (Leslie, Zeller e Summerell, 2006;
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Leslie e Summerell, 2006). Algumas das espécies definidas pelos autores permaneceram em
uso por muitos anos, mas atualmente sdo reconhecidas como complexos de espécies, a
exemplo de F. oxysporum (Laurence et al., 2014; Lombard et al., 2018) e F. solani (Chang et
al. 2006; O'Donnell, 2000; Schroers et al., 2016; Sandoval-Denis e Crous, 2018).

Outros pesquisadores também desenvolveram trabalhos que reforcaram a importancia
de padronizar as condi¢fes de cultivo e utilizar culturas monospdricas (Gordon, 1960; Raillo,
1935), introduziram o estudo dos teleomorfos na taxonomia de Fusarium (Gordon, 1961,
Booth, 1971; Matuo e Snyder 1973; Hsieh, Smith e Snyder, 1977; Klittich e Leslie, 1988) e
propuseram sistemas taxonémicos ou incrementos/alteracfes em sistemas prévios (Raillo,
1950; Messiaen, 1959; Gordon, 1960; Bilai, 1970; Matuo, 1972).

Influenciado pela abordagem de Wollenweber e Reinking (1935), Booth (1971)
publicou a monografia “The Genus Fusarium”. Neste importante trabalho, foram
apresentadas chaves para identificacdo das secOes e espécies de Fusarium, e a morfologia das
células conidiogénicas, especialmente aquelas que produzem conidios do micélio aéreo,
passou a ser considerada de valor diagnostico para espécies (Leslie e Summerell, 2006). O
autor reconheceu 44 espécies e forneceu desenhos destas, destacando os caracteres
morfoldgicos que poderiam ser usados para diferencia-las (Summerell e Leslie, 2011).

Os préximos grandes avancos na taxonomia de Fusarium ocorreriam dentro do
intervalo de um ano. Gerlach e Nirenberg (1982) publicaram um atlas ilustrado para Fusarium
no qual mais de 90 espécies foram reconhecidas, enquanto Nelson, Toussoun e Marasas
(1983) publicaram um manual de identificacdo com 41 espécies reconhecidas, com outras 16
espécies que consideravam insuficientemente documentadas. O primeiro destes trabalhos
sofreu criticas significativas pelos autores do segundo trabalho, principalmente pelo pequeno
namero de isolados examinados para cada espécie e pela diferenciacdo de espécies com base
em caracteres morfolégicos menores, aparentemente. No entanto, apesar de haver algum
antagonismo entre os proponentes dos dois grupos, em retrospecto ha mais semelhancas do
que diferencas entre as publicagdes. Alguns dos principais desentendimentos relacionaram-se
a conceitos de espécies, particularmente em relacdo a F. oxysporum e F. solani, e a questdes
nomenclaturais (por exemplo, F. verticillioides vs. F. moniliforme) (Leslie e Summerell,
2006; Summerell e Leslie, 2011).

Esses dois trabalhos definiram uma série de hipoteses que agora estdo sendo testadas
com dados genéticos e moleculares. O trabalho de Gerlach e Nirenberg (1982) foi um passo
significativo para a compreensdo da taxonomia de Fusarium, e muitas das espécies propostas

resistiram por muito tempo. O manual de identificacdo de Nelson, Toussoun e Marasas



16

(1983), por sua vez, combinou informagdes Uteis sobre o isolamento e cultivo, bem como
fotografias em cores para distinguir variacdo de pigmento, e excelentes fotomicrografias de
muitas espécies (Leslie e Summerell, 2006).

Inspirados nos Workshops de laboratdrio, tradicionais na comunidade de pesquisa em
Fusarium, Leslie e Summerell (2006) contribuiram de maneira expressiva para difusdo do
conhecimento em Fusarium com a publicagdo do “The Fusarium Laboratory Manual”. Além
de proporcionar o embasamento tedrico e detalhar os procedimentos sobre isolamento,
identificacdo e manutencao de isolados de Fusarium, taxonomia, patologia, ecologia, genética
e estdgio sexual, o trabalho apresenta descri¢des e fotografias das caracteristicas de 70
espécies morfoldgicas.

Com a implementacdo de estudos moleculares e o reconhecimento de sistemas
baseados em filogenia molecular, a taxonomia de Fusarium estd passando por um
redimensionamento. Atualmente, estima-se que o0 género compreende pelo menos 300
espécies filogenéticas genealogicamente exclusivas, das quais muitas carecem de descricdo
formal (Aoki, O’Donnell ¢ Geiser, 2014). Considerando a estimativa de que apenas 3 a 8 %
das espécies fangicas existentes sejam conhecidas (Hawksworth e Licking, 2017), e que a
maior parte das espécies de Fusarium estudadas sdo associadas a plantas de importancia
agrondmica (ou seja, <1% de todas as plantas vasculares), é razoavel sugerir que o nimero de
espécies de Fusarium na natureza pode exceder a estimativa atual por uma ordem de grandeza
(O’Donnell et al., 2015).

O sucesso ou fracasso do novo modelo da taxonomia de Fusarium dependera da
integracdo bem sucedida de caracteres morfoldgicos, de fertilidade cruzada e dados de
sequéncias de DNA em um conceito de espécie baseado em muitos aspectos do fungo (Leslie
e Summerell, 2006).

2.2  CONCEITOS DE ESPECIE EM FUSARIUM

Fusarium é um género complexo e diverso, cuja historia taxonémica € marcada por
mudangas muitas vezes relacionadas a interpretacdo do que seria uma espécie, 0 que
influencia diretamente o nimero de espécies reconhecidas, o qual variou de mais de 1000 para
apenas nove (Summerell, Salleh e Leslie, 2003). As estimativas atuais variam de 100 a 500
(Leslie e Summerell, 2006; Kirk et al., 2008), dependendo do conceito de espécie aplicado
(Laurence et al., 2015).
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Caracteristicas morfologicas sdo essenciais para a identificacdo e designacdo de
espécies fungicas. Fusarium ndo é uma excecdo. O Género e suas primeiras espécies foram
definidos com base no conceito morfologico de espécie, que permanece importante para 0
grupo, embora ndo seja necessariamente definitivo para as circunscricdes especificas atuais
(Leslie e Bowden, 2008). Isto se deve a varios fatores, tais como o numero limitado de
caracteres morfologicos diagnosticos ou a auséncia de caracteristicas morfologicas claras
separando espécies, sobretudo as mais proximas (Geiser et al., 2004; Dhoro, 2010), além da
alta variabilidade morfologica e fisioldgica observada em Fusarium, em funcao da capacidade
de variar em resposta as condi¢cdes ambientais e da grande plasticidade genética atribuida a
esses fungos (Leslie, Zeller e Summerell, 2001; Dhoro, 2010). Portanto, embora a
caracterizacdo morfologica seja uma parte integrante de todas as descricdes de espécies de
Fusarium, sua aplicacdo deve ser integrada a outras abordagens (Kvas et al., 2009).

Com o aumento da utilizacdo de métodos baseados em biologia molecular,
principalmente métodos de filogenia multilocus, tornou-se claro que as classificagcdes
utilizando apenas morfologia subestimaram muito a diversidade no género Fusarium (Geiser
et al., 2004). Hoje é amplamente aceito que taxdns previamente propostos como espécies sao
complexos de espécies, que consistem em numerosos taxons distintos (O'Donnell, 2000;
O'Donnell et al., 2000, 2004, 2008; Lombard et al., 2018).

Utilizando-se a biologia molecular como ferramenta para o reconhecimento de taxons,
novas espécies estdo sendo validadas, muitas vezes partindo daquelas intimamente
relacionadas, para as quais faltava evidéncia morfoldgica clara de diferenca em nivel de
espécie (Geiser et al, 2004). Em alguns casos, diferencgas sutis podem ser encontradas quando
os isolados sdo reexaminados levando em consideracdo agrupamentos moleculares (Crous,
Hawksworth e Wingfield, 2015). Dessa forma, a aplicacdo de abordagens baseadas em
sequéncias de DNA e o reconhecimento de espécies filogenéticas tém revolucionado a
taxonomia de Fusarium (Aoki, O’Donnell e Geiser, 2014; O’Donnell et al., 2015).

A compreensdo a respeito dos sistemas reprodutivos fangicos também avancou
substancialmente, e conceitos biolégicos tornaram-se muito importantes (Crous, Hawksworth
e Wingfield, 2015). O conceito bioldgico de espécie a define como uma populacéo natural de
individuos isolados reprodutivamente de outras populacdes e com capacidade potencial ou
efetiva de cruzamento (Mayr, 1942). Metodologias tém permitido testar as hipdteses de
isolamento reprodutivo (Klittich e Leslie, 1988; Leslie e Klein, 1996; Covert et al., 1999;
Kerényi et al., 1999; Steenkamp et al., 2000; Kerényi et al., 2004), considerado como

fronteira das espécies no conceito biologico (Crous, Hawksworth e Wingfield, 2015).
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A medida que diferentes espécies sdo reconhecidas com base na compatibilidade e
fertilidade sexual e/ou nas similaridades das sequéncias de DNA, e isolados s&o atribuidos a
elas, muitas vezes, padrdes associados a caracteristicas morfoldgicas podem ser entdo
discernidos. Essas caracteristicas morfoldgicas servem de base para descri¢des desses taxons,
atendendo as regras do Cadigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas,
mas ndo sdo necessariamente aplicadas facilmente em uma rotina de diagndstico (Summerell,
Salleh e Leslie, 2003).

Fusarium é um importante modelo para o teste e desenvolvimento de conceitos de
espécie em fungos. Abordagens que aplicam os conceitos morfoldgico, bioldgico e
filogenético de espécie sdo consolidadas na taxonomia do Género. No entanto, cada uma
dessas abordagens pode apresentar limitages. O reconhecimento de espécies morfologicas
pode ser inconsistente devido a mutacdes genéticas que alteram caracteristicas morfoldgicas
criticas; as defini¢bes de espécies filogenéticas podem falhar se a hibridacdo entre espécies
ocorre frequentemente em uma escala de tempo evolutiva (Leslie e Summerell, 2006); e as
espécies bioldgicas s6 podem ser reconhecidas para fungos com estagio sexual, além de que,
para fungos homotalicos, é necessario utilizar marcadores genéticos para determinar se a
progénie foi gerada por dois genitores e ndo de apenas um (Taylor et al., 2000).

E possivel que, em alguns casos, 0s conceitos de espécies se contradigam (Leslie e
Bowden, 2008; Amata et al., 2010). Em geral, as espécies morfoldgicas de Fusarium sdo mais
suscetiveis de conter multiplas espécies bioldgicas e/ou filogenéticas do que o contrario
(Taylor et al., 2000). Quando os conceitos de espécie biolégica e filogenética sdo
inconsistentes em relacdo a um grupo de isolados, é possivel que este grupo represente uma
entidade que esta em processo de evolugdo e se prepara para a separa¢ao em grupos distintos.
Porém, muitas vezes 0s conceitos de espécie bioldgica e filogenética identificam os mesmos
grupos quando é possivel aplicar ambas as defini¢bes (Leslie e Summerell, 2011).

Os conceitos morfol6gico (ou tipoldgico), biolégico e filogenético de espécie tém
contribuido muito para o conhecimento em Fusarium, e a combinagdo entre estas trés
abordagens é recomendavel sempre que possivel, por permitir uma circunscri¢do de espécies

mais acurada (Leslie e Summerell, 2006).
2.2.1 Marcadores morfofisioldgicos

Durante séculos, a sistematica foi baseada, sobretudo, em caracteristicas morfoldgicas

(van Diepeningen et al., 2014). Com base neste sistema de reconhecimento, as espécies de
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Fusarium s&o identificadas utilizando caracteres em meio de cultura artificial, principalmente
a forma e o tamanho de conidios produzidos em esporoddquios ou em micélio aéreo, arranjo
aéreo dos conidios de micelio aéreo, morfologia das células conidiogénicas e a presenca ou
auséncia de clamidosporos (Leslie e Summerell, 2006; Moretti, 2009; Dariva, 2011).

Espécies de Fusarim podem produzir um ou todos 0s seguintes esporos assexuais: (i)
conidios curvos, transversalmente septados (“macroconidios”) produzidos a partir de
esporoddquios ou pionotes, (ii) conidios geralmente menores de varias formas e septacao
(“microconidios” e / ou “mesoconidios”) produzidos em células conidiogénicas com uma
(monofialidica) ou mais (polifialidica) aberturas, e (iii) talosporos geralmente globosos
(clamidosporos) produzidos em hifas ou conidios, isoladamente ou em cadeias ou cachos
(Geiser et al., 2013).

Devido a amplitude de tamanhos observada nos conidios produzidos por Fusarium, os
termos macro e microconidios tornaram-se usuais na taxonomia do género (Leslie e
Summerell, 2006), referindo-se, na maioria das vezes, aos conidios produzidos em
esporoddquios e em miceélio aéreo, respectivamente (Geiser et al., 2013). Além de um terceiro
termo menos usual, proposto por Pascoe (1990) como mesoconidio para classificar os
conidios fusoides que carecem de célula basal em formato de pé ou entalhada, produzidos a
partir de polifialides no micélio aéreo e nunca em esporodoquios, que nao sao considerados
nem macro nem microconidios devido ao tamanho intermediario (Leslie e Summerell, 2006).
Porém, como macroconidios sao produzidos tanto em esporodoquios quanto no micélio aéreo
(Moretti, 2009), e como algumas espécies apresentam conidios esporodoquiais de tamanho
pequeno, alguns autores se abstém de utilizar os termos macro, meso e microconidios nas
descricdes de espécies, dando preferéncia ao uso dos termos conidios aéreos para se referir
aos conidios produzidos em mono e polifialides no micélio aéreo, e conidios esporodoquiais
para aqueles produzidos em monofialides curtas em esporoddquio (Aoki e Nirenberg, 1999;
Aoki, O’Donnell ¢ Ichikakawa, 2001; Aoki et al., 2003; Aoki, O’Donnell e Scandiani, 2005).

A forma de canoa/banana ou fusiforme dos conidios esporodoquiais € a caracteristica
mais tipica do género Fusarium, embora nem sempre estejam presentes (van Diepeningen et
al., 2014). Os caracteres chave desses conidios sdo a forma, tamanho e nimero de septos e a
forma das células apicais e basais. A célula apical pode ser arredondada ou apresentar
extremidade afilada, papilada ou curvada em forma de gancho, enquanto a célula basal pode
ser pouco entalhada ou assemelhar-se a um pé (Summerell, Salleh e Leslie, 2003; Leslie e
Summerell, 2006). Os conidios do micélio aéreo podem variar de forma e tamanho, e séo

encontrados sobre fialides isoladamente, ou em aglomerados denominados "falsas cabecas”,
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ou em cadeias curtas ou longas. Os clamidosporos, que consistem em estruturas de resisténcia
com paredes espessadas e elevado teor de lipidos, podem formar-se em conidios, no meio das
hifas ou em suas extremidades e podem ocorrer isoladamente, em pares, grupos ou cadeias
(Leslie e Summerell, 2006; Moretti, 2009). Sdo mais comuns em culturas velhas do que
jovens e ocorrem mais abundantemente em meios como o Synthetic Nutrient Agar (SNA) e
Carnation Leaf Agar (CLA) SNA e CLA (Summerell, Salleh e Leslie, 2003).

Quando a fase sexual da espécie € conhecida, caracteres como textura da parede,
formato, dimensbes e coloracdo e reacdo dos peritécios em acido latico e hidroxido de
potéssio (KOH) séo considerados, bem como o formato e dimensGes dos ascos, e arranjo nos
ascos, formato e septacdo dos ascosporos (Sumuels, Nirenberg e Seifert, 2003; Leslie e
Summerell, 2006).

Caracteres fisioldgicos e de importancia secundaria também sdo utilizados na
caracterizagdo de espécies de Fusarium. O mais proeminente destes caracteres secundarios € a
pigmentacdo das colbnias, que pode ser influenciada por fatores como o0 meio e condi¢cfes de
cultivo. A taxa de crescimento em diferentes temperaturas e a producdo e os perfis de
metabolitos secundarios como as micotoxinas também sdo utilizados (Nelson et al., 1983;
Leslie e Summerell, 2006).

Devido a alta variabilidade genética e grande variacdo em resposta ao ambiente, é
essencial que os procedimentos e as condi¢cdes de cultivo de isolados de Fusarium sejam
padronizadas (Dhoro, 2010). Para identificar as espécies, taxonomistas sugerem o uso de
culturas derivadas de um unico esporo (Moretti, 2009). Com relacdo aos meios de cultura,
aqueles ricos em agucar devem ser evitados, por promoverem degeneracdo das culturas e
caracteristicas microscopicas mais variaveis. O meio Batata, Dextrose, Agar (BDA), por
exemplo, deve ser utilizado apenas para avaliar a pigmentacdo, o0 crescimento e as
caracteristicas da colénia e ndo para cultivos sucessivos. Para avaliar caracteres
microscopicos, meios como CLA e SNA sdo preferiveis por induzirem a formacgdo dos
caracteres-chave mais prontamente e com maior uniformidade (Summerell, Salleh e Leslie,
2003; Leslie e Summerell, 2006).

Embora as caracteristicas morfologicas sejam informativas para a identificacdo de
espéecies de Fusarium, € comumente aceito que os membros do género sdo de dificil

identificacdo se utilizadas apenas caracteristicas morfologicas (Vitale et al., 2011).
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2.2.2 Marcadores moleculares filogenéticos

Na década de 1990, os avangos na tecnologia tornaram o uso de ferramentas de
biologia molecular para fins de classificacdo mais acessivel. Uma série de métodos utilizando
sequéncias de DNA foi entdo aplicada para caracterizar as espécies de Fusarium (Kvas et al.,
2009). Estes incluem técnicas de DNA fingerprint, tais como DNA polimorfico amplificado
ao acaso (RAPD) (Ingle e Rai, 2011; Pradeep et al., 2014; Dariva et al., 2015), polimorfismo
de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) (Abdel-Satar et al., 2003; Zaccardelli et
al., 2006; Qu et al., 2007), polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)
(Bogale et al., 2007; Hawa, Salleh e Latiffah, 2010) e inter-simple-sequence repeat (ISSR)
(Mishra et al., 2006; Dinolfo et al., 2010; Vitale et al., 2011; Thangavelu et al., 2012; Tiago
etal., 2016).

As ferramentas moleculares permitem estudar a variacdo entre os fungos e, portanto,
fornecem informacGes importantes sobre relagdes genéticas, taxonomia, estrutura
populacional e epidemiologia (Dhoro, 2010). Contudo, embora varias técnicas moleculares
tenham sido usadas na tentativa de determinar fronteiras de espécies, foi o advento da
inferéncia filogenética com base em analises de dados de sequéncias de DNA que modificou
radicalmente a taxonomia de fungos (Crous, Hawksworth e Wingfield, 2015).

A aplicacdo de métodos baseados em DNA e analises filogenéticas de varias regides
genbmicas tém resultado na delimitacdo de varias novas espécies de Fusarium, muitas vezes
separando espécies intimamente relacionadas, para as quais faltava evidéncia morfolégica
clara de uma diferenca especifica (Geiser et al, 2004; Leslie e Summerell, 2006). Esses
métodos também revelaram a natureza ndo-monofilética de muitas das se¢bes de Fusarium
(O'Donnell et al., 1998, 2000b), sendo hoje amplamente aceito que tadxons previamente
pensados para representar secdes individuais ou espécies sdo, na verdade, complexos de
espécies que contém numerosos taxons distintos (O'Donnell, 2000; O'Donnell et al., 2000,
2004, 2008).

Nos ultimos anos, o reconhecimento de espécies filogenéticas por concordancia
genealogica (GCPSR), que é uma adaptacdo do conceito filogenético de espécies, tornou-se
um método comumumente empregado por micologistas para distinguir espécies. O GCPSR
usa a concordancia filogenética de genes ndo vinculados para indicar a falta de troca genética
e, portanto, a independéncia evolutiva das linhagens (Crous, Hawksworth e Wingfield, 2015).

O GCPSR é particularmente relevante para Fusarium, pois em combinacdo com a
tipagem multilocus de sequéncias de DNA (MLST), que incorpora a analise de sequéncias de
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DNA de vérios loci génicos, resultou em um grande aumento do nimero de espécies, a
maioria ainda sem nome e muitas morfologicamente cripticas. No caso destas espécies sem
binbmios, adotou-se um sistema de nomenclatura para designa-las de acordo com o gendtipo
e haplétipo, para permitir uma comunicacdo precisa sobre essas linhagens sem binémios
latinos (Wang et al., 2011; O’Donnell et al., 2015).

Vérias regibes gendmicas tém sido avaliadas como marcadores taxonémicos. A regido
da sequéncia transcrita interna (ITS) do DNA ribossomal foi adotada como o marcador cédigo
de barras para fungos (Schoch et al., 2012). No entanto, para Fusarium spp., essa regido é
muito conservada e, portanto, limitada para distinguir os complexos de espécies e as espécies
do género (van Diepeningen et al., 2014). Além disso, cOpias divergentes e ndo ortdlogas de
ITS2 ja foram constatadas em espécies de Fusarium (O'Donnell e Cigelnik, 1997; O'Donnell
et al., 1998a), o que pode levar a inferéncias filogenéticas incorretas (Geiser et al., 2004).

Isto posto, outros loci génicos tém sido utilizados em estudos filogenéticos (O’Donnell
et al., 1998; Zhang et al., 2006; O’Donnell et al., 2008; O’Donnell et al., 2009), sendo que
trés demostraram boa capacidade discriminatdria em nivel de espécie, serem ort6logos em
todo o género Fusarium, e aplicaveis a toda a amplitude filogenética do mesmo — o fator de
alongamento 1-a (EF-1a) e a primeira e segunda maior subunidade da RNA-polimerase
(RPB1 e RPB2). O gene EF-1la mostra o nivel mais elevado de polimorfismo de sequéncias
entre espécies intimamente relacionadas. Por estas razdes, tornou-se o marcador de escolha
como uma ferramenta de identificagdo de um Unico locus em Fusarium (Geiser et al., 2004).
Em contrapartida, devido aos introns altamente variaveis, a regido EF-1a so pode ser alinhada
de forma confiavel entre membros de um complexo de espécies, ou varios relacionados
intimamente, enquanto as porgdes RPB1 e RPB2 sdo mais facilmente alinhadas em Fusarium
(O'Donnell et al., 2015).

Com dados de sequéncia de pelo menos um desses loci € possivel obter uma colocacao
razoavelmente precisa de um isolado desconhecido dentro de um complexo de espécies,
realizando uma consulta BLAST de nucleotideos nos bancos de dados Fusarium MLST
(http://www.westerdijkinstitute.nl/Fusarium/) e Fusarium-1D (http://isolate.fusariumdb.org).
Esses bancos de dados compreendem sequéncias de isolados de Fusarium depositados em
colecBes de cultura de referéncia mundial, e amplamente amostrados filogeneticamente. O
banco de dados GenBank-NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), por sua vez,
apresenta muitas sequéncias mal identificadas e registros desatualizados quanto as

descobertas proporcionadas pelo sistema GCPSR (O'Donnell et al., 2015), no entanto a sua
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utilizacdo ndo deve ser descartada, apenas exige maior cautela para a selecdo de sequéncias

confiaveis.
2.2.3 Marcadores bioldgicos e conceitos em biologia reprodutiva de fungos

O conceito biologico de espécie estabelece que dois fungos pertencem a mesma
espécie se eles sdo sexualmente compativeis e ao entrarem na fase teleomdrfica produzem
estruturas sexuais portadoras de progénie fértil (Taylor et al., 2000).

Com relacdo as estratégias reprodutivas sexuais, dois modos de reproducdo sao
observados nos fungos — homotalismo e heterotalismo (Ni et al., 2011). Fungos homotalicos
sdo aqueles capazes de iniciar e completar a reproducdo sexuada a partir de uma Unica célula,
ou seja, 0 acasalamento é possivel entre os descendentes mitéticos do mesmo gendtipo
hapldide que pode ser, portanto, auto-fértil (Ildnurm et al., 2015; Sun e Heitman, 2015).
Dentre os fungos homotalicos existem dois grupos, os homotélicos verdadeiros e 0s
pseudohomotalicos. Os primeiros podem completar o ciclo de vida com culturas iniciadas a
partir de um esporo ou fragmento micelial que contém um dnico nucleo, enquanto os Gltimos
também podem completar o ciclo de vida a partir de uma cultura originada de um Unico
esporo, mas que continha, na verdade, dois nucleos geneticamente distintos. Isto porque
fungos pseudohomotalicos crescem somaticamente como um heterocario, mantendo uma ou
mais cépias de nudcleos distintos em cada célula, e tém, portanto, todos os mecanismos e
controles genéticos para funcionar como heterotalicos (Leslie e Summerell, 2006).

As espécies heterotalicas, por sua vez, requerem uma interacdo entre duas linhagens
geralmente morfologicamente indistinguiveis, mas fisiologicamente distintas provenientes de
diferentes células para que a reproducdo sexual ocorra (Leslie e Summerell, 2006). A
diferenca fisiologica requerida para a compatibilidade sexual entre cepas heterotélicas é
denominada tipo de acasalamento ou mating type e € determinada pelas regifes
cromossdmicas denominadas locus MAT (ldnurm et al., 2015). Em Fusarium, apenas 0s
sistemas de reproducdo heterotalico e homotéalico sdo conhecidos, sendo o primeiro o mais
comum. Porém, é possivel que, em muitos casos, 0s estudos ndo tenham sido realizados com
detalhamento suficiente para distinguir os padrées homotalicos e pseudohomotalicos (Leslie e
Summerell, 2006).

O locus MAT codifica fatores de transcri¢cdo que regulam a expressao de feromonios e
receptores de feromonios, bem como genes envolvidos na compatibilidade pds-acasalamento

(Idnurm et al., 2015). E essa regido que difere em sequéncia de DNA entre células de mating
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types opostos e assim coordena o ciclo sexual (Fraser e Heitman, 2003). A comunicagéo por
feroménios atua no reconhecimento e atracdo entre individuos de mating types opostos e em
eventos pos-fertilizacdo, tais como o reconhecimento internuclear (Hornok, Waalwijk e
Leslie, 2007). Como em outros ascomicetos, a reproducdo sexual em Fusarium é controlada
por um Unico locus MAT com dois alelos idiomorficos, referidos como MAT-1 e MAT-2
(Kerényi et al., 2004). Os alelos sdo idiomorficos porque ocorrem na mesma posi¢éo relativa
em um cromossomo, mas ndo tém similaridade de sequéncia entre si, podendo até diferir em
tamanho e no nimero de proteinas codificadas (Leslie e Summerell, 2006). Protocolos de
cruzamentos sdo utilizados para definir espécies bioldgicas. Utilizando técnicas moleculares é
possivel determinar o mating type dos isolados fungicos antes dos cruzamentos e reduzir o
nimero de combinagdes de cruzamentos pela metade (Leslie e Summerell, 2006). Primers
diagnosticos para a identificacdo do mating type por meio de PCR estdo disponiveis para uma
ampla gama de espécies de Fusarium (Kerényi et al., 1999; Steenkamp et al., 2000; Kerényi
etal., 2004).

Diferentemente de alguns fungos, como leveduras e a maioria dos basidiomicetos, nos
quais o mating type € o Unico critério para 0s cruzamentos, em Fusarium, estruturas
especializadas femininas também séo requeridas para que a reproducdo sexuada ocorra. A
estrutura feminina, chamada protoperitécio, é resultante de um alto grau de especializagdo
celular. Permanece imatura até que seja fertilizada por um nucleo de mating type oposto. As
estruturas masculinas ndo sdo especializadas e ascosporos, macroconidios, microconidios ou
fragmentos de hifas podem servir como ndcleo masculino. A capacidade de doar o nucleo é
tomada como anéloga a funcdo masculina e a capacidade de receber nlcleos como analoga a
funcdo feminina. Um individuo que pode servir tanto como doador quanto como receptor de
nacleos é chamado de fungo mondico. A capacidade de um isolado funcionar como parental
masculino ou feminino ndo esta relacionada com o mating type que carrega (Leslie e Klein,
1996; Leslie e Summerell, 2006).

As fungdes masculinas ou femininas podem ser perdidas de forma independente uma
da outra, e de acordo com a historia da populacdo e da estabilidade ambiental (Leslie e Klein,
1996), de modo que a capacidade de um isolado de campo servir como parental masculino ou
feminino em um cruzamento sexual realizado em laboratorio ndo deve ser assumida sem que
estes papeis sejam testados (Leslie e Summerell, 2006).

Para induzir a fase sexuada em laboratdrio, o protocolo de cruzamento mais utilizado
para Fusarium € o descrito por Klittich e Leslie (1988), em que o parental feminino é

inoculado em placa de Petri de 60 mm de diametro contendo 0 meio cenoura-agar e o parental
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masculino, de mating type oposto, em tubo de ensaio contendo meio completo. Apos sete dias
de crescimento de ambos, uma suspensdo de esporos do parental masculino é preparada em
solucdo Tween a 2,5% e espalhada sobre a superficie da colénia do parental feminino
utilizando alca de Drigalski até umedecer o micélio. As placas séo incubadas em condicdes de
temperatura e luminosidade adequadas e sdo observadas até o aparecimento de peritécios e a
liberagdo de ascosporos. Se o cruzamento for fértil, os isolados envolvidos pertencem a
mesma espécie biologica (Leslie e Summerell, 2006).

Para tornar o reconhecimento de espécie bioldgica mais facilmente aplicavel em uma
rotina de diagnostico, cepas hermafroditas ou férteis como fémeas, de ambos os mating types,
devem ser selecionadas para as espécies bioldgicas reconhecidas. Essas cepas sao
denominadas testadores e sua selecdo e desenvolvimento pode ser laboriosa (Leslie, Zeller e
Summerell, 2001; Leslie e Summerell, 2006).

Se uma cepa de campo altamente fértil € identificada, um cruzamento entre essa cepa e
outra com algum grau de fertilidade feminina é realizado e a progénie coletada e testada
guanto ao mating type e fertilidade feminina. Se uma cepa suficientemente fértil como fémea
é identificada entre a progénie, entdo ela é indicada como o testador. Se nenhuma estirpe
adequada for identificada ap6s a primeira geracdo de cruzamentos, a cepa da progénie com o
maior nivel de fertilidade feminina é cruzada novamente com um isolado de campo altamente
fértil e a analise da progénie continua até ser identificada uma cepa de mating type oposto
apropriadamente fértil. A progénie mais altamente fertil de cada mating type é selecionada.
(Leslie e Summerell, 2006).

Para diagnosticar a espécie bioldgica de um isolado, este deve ser testado como o
parental masculino em cruzamento utilizando uma cepa testadora fértil feminina. Se o mating
type do isolado a ser identificado ndo for conhecido, cruzamentos devem ser feitos com
testadores dos dois tipos de mating, esperando que apenas um dos cruzamentos seja feértil.
Caso 0 mating type tenha sido previamente determinado, os cruzamentos devem ser feitos
somente com a cepa testadora de mating type oposto. Se o objetivo do estudo também ¢é
determinar a fertilidade feminina do isolado e ndo apenas identificar sua espécie bioldgica, 0s
papéis masculino/feminino sdo invertidos, passando o isolado a ser testado como parental

feminino (Leslie e Summerell, 2006).
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2.2.3.1 Teleomorfos de Fusarium

Vérios géneros teleomorfos, a maioria pertencente a Ordem Hypocreales, foram
associados a espécies de Fusarium. Gradualmente, a maioria das espécies mais divergentes
foi removida de Fusarium, como Microdochium nivale e Plectosporium tabucinum (Leslie e
Summerell, 2006), deixando as associa¢cdes com um numero teleomorfos que varia de acordo
com a delimitacdo de Fusarium adotada (Geiser et al., 2013; Lombard et al., 2015), sendo
Gibberella Sacc. a mais comum, ligada a maioria das espécies de Fusarium e também as
espécies tipo do género Fusarium (Rossman et al., 1999; Sumuels, Nirenberg e Seifert, 2001,
Leslie e Summerell, 2006).

Os peritécios de Giberella sdo de coloracdo roxo escura, aparentando-se pretos com o
reflexo da luz, e tornam-se vermelhos em KOH 3% e amarelos em &cido latico. Apresentam
forma ovoide a subglobosa e superficie verrugosa/aspera em maior ou menor grau. Na
natureza, os peritécios sao pouco conspicuos; e embora nao sejam estromaticos, sao dificeis
de remover do substrato e podem ser formados em um estroma fracamente desenvolvido. Os
ascos sdo relativamente estreitos e clavados, de paredes finas, e geralmente ndo possuem um
mecanismo de descarga apical. Os ascosporos, inicialmente hialinos, tornam-se castanhos
claros ap0s a liberagdo do peritécio, muitas vezes como parte de um cirro de esporos. Sao
fusoides, retos ou ligeiramente curvados, apresentando 1-3 septos quando maduros (Sumuels,
Nirenberg e Seifert, 2001; Leslie e Summerell, 2006).

2.3  COMPLEXOS DE ESPECIES EM FUSARIUM

Nas duas ultimas décadas, o conhecimento da diversidade de espécies de Fusarium e
de suas relacdes evolutivas aumentou consideravelmente com a aplicacdo de abordagens
baseadas na tipagem multilocus de sequéncias de DNA (MLST), como o reconhecimento de
espécies filogenéticas de concordancia genealdgica (GCPSR) (Aoki, O’Donnell e Geiser,
2014). A partir de um estudo filogenético abrangente, baseado em dados de sequéncias
parciais das regides RPB1 e RPB2 do DNA, as espécies de Fusarium foram distribuidas em
complexos de espécies mais algumas linhagens monotipicas (O’Donnell et al. 2013). O
numero de complexos varia de 16 a 23 (Laurence et al., 2011; O’Donnell et al., 2013; Zhou et
al., 2016; Sandoval-Denis et al., 2018), de acordo com o critério de diferentes autores para
definir os limites do género, os quais podem ser mais restritivos, baseados em filogenia e

caracteristicas morfoldgicas das fases sexuais (Grafenhan et al., 2011; Lombard et al., 2015),
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ou mais amplos, com o objetivo de manter no género espécies de importancia agronémica ou
clinica, tais como aquelas do Complexo Fusarium solani (FSSC) (Geiser et al., 2013). Pelo
menos 300 espécies filogeneticamente distintas, resolvidas como linhagens genealogicamente
exclusivas, sdo compreendidas nesses complexos, no entanto, muitas dessas espécies nao
apresentam binémio latino e podem sern morfologicamente cripticas (Aoki, O’Donnell e
Geiser, 2014; O’Donnell et al., 2015).

A incapacidade de identificar espécies cripticas de maneira precisa pode implicar em
varias consequéncias negativas, tais como dificultar o diagnostico, prevencao e tratamento de
doencas e a implementacao de estratégias de controle, uma vez que espécies diferentes podem
responder as medidas de tratamento e de controle de forma diferente (Bickford et al., 2007).
Considerando a importancia de Fusarium como produtor de micotoxinas, patogeno de
plantas, de humanos e de outros animais, por exemplo, o reconhecimento de espécies cripticas
é bastante relevante.

Visando proporcionar a comunicagdo precisa dentro da comunidade cientifica a
respeito dessas espécies e também o reconhecimento da diversidade genética dentro dos
complexos cripticos, um sistema de nomenclatura informal foi desenvolvido (O’Donnell et
al., 2015). Esse sistema, baseado em MLST, permite classificar as espécies dentro de um
complexo de espécies de acordo com o genoétipo e haplotipo, sendo as espécies filogenéticas
representadas por numeros ardbicos e o0s haplétipos por letras romanas mindsculas
(O’Donnell, 2000; O’Donnell et al., 2004; Zhang et al., 2006; O’Donnell et al., 2007;
O’Donnell et al., 2008; O’Donnell et al., 2009; Schroers et al., 2009; O’Donnell et al., 2010).

Em Fusarium, cinco complexos de espécie adotam esse esquema de designacdo de
espécies cripticas — complexo de especies F. dimerum (FDSC) (O’Donnell et al., 2007;
Schroers et al., 2009), complexo de espécies F. chlamydosporum (FCSC), complexo de
espécies F. incarnatum-equiseti (FIESC) (O’Donnell et al., 2009), complexo de espécies F.
tricinctum (FTSC) (O’Donnell et al., 2010) e complexo de espécies F. solani (FSSC) (Chang
et al., 2006; O’Donnell et al., 2008). Esse sistema permite distinguir espécies cripticas, de
interesse clinico e agrondmico, até que elas sejam devidamente estudadas e descritas
(O’Donnell et al., 2015).

2.3.1 Complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)

Dentre os complexos de espéecies em Fusarium, o complexo F. incarnatum-equiseti

(FIESC) é um dos que apresentam nivel de especiacdo criptica mais pronunciado (O'Donnell
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et al., 2010). Este complexo foi definido em 2009, baseado em esquema de tipagem
multilocus de sequéncias de DNA (MLST) e no reconhecimento de espécies filogenéticas de
concordancia genealdgica (GCPSR), que revelaram um grande numero de espécies
filogenéticas distintas (O'Donnell et al., 2009).

Atualmente, o FIESC compreende 31 especies filogenéticas distribuidas em dois
grandes clados denominados Incarnatum e Equiseti (O'Donnell et al., 2009; O'Donnell et al.,
2012; Villani et al., 2016), que incluem algumas espécies previamente classificadas nas
secdes morfologicas polifiléticas Arthrosporiella e Gibbosum (Wollenweber e Reinking,
1935; Gerlach e Nirenberg, 1982). Das 31 espécies filogenéticas conhecidas no FIESC,
apenas trés apresentam nomes — F. equiseti (FIESC 14), F. lacertarum (FIESC 4) e F. scirpi
(FIESC 9), todas pertencentes ao clado Equiseti (O'Donnell et al., 2009). Outros trés nomes
de espécies sinonimizadas (F. semitectum, F. incarnatum e F. pallidoroseum) estdo
vinculados ao FIESC, no entanto dois fatores limitam a aplicacdo destes nomes: a questdo
pendente de conectar esses nomes as espécies filogenéticas atualmente conhecidas, uma vez
que os espécimes tipo, quando conhecidos, sdo muito antigos para a tipagem de DNA usando
0 esquema MLST (O'Donnell et al., 2009) e porque esses nomes tém uma histdria de
discordancias taxonémicas e nomenclaturais (Booth e Sutton, 1984; Khoa, Hatai e Aoki,
2004).

Esses problemas sdo exacerbados pelo alto nivel de especiagdo criptica e alta
homoplasia morfoldgica observada no FIESC (Castelld e Cabafies, 2014), de modo que
apenas os esquemas MLST permitem a identificacdo destes fungos com confianca e relata-los
com precisdo na literatura cientifica para facilitar a comunicacdo de dados
epidemiologicamente relevantes para a salde publica, fitopatologia e para comunidades de
pesquisa de micotoxinas (O'Donnell et al., 2009). Portanto, estudos que relacionem caracteres
morfoldgicos, bioldgicos e ecoldgicos com espécies filogenéticas no FIESC sdo necessarios.

A patogenicidade a plantas, epidemiologia de doencas e perfis de producdo de
micotoxinas de membros do FIESC sdo pobremente compreendidos (Villani et al., 2016). As
cepas nesse grupo sdo muitas vezes recuperadas como patogenos fracos ou invasores
secundarios em plantas doentes, com associa¢fes de doengas primérias relativamente escassas
e muitas vezes dificeis de provar (Leslie e Summerell, 2011). Em muitos casos, esses fungos
sdo relatados como agentes causais de doencas com base na obtencdo dessas espécies de
material doente, sem que o postulado de Koch tenha sido completado com os isolados
fangicos. O relato frequente de espécies como F. equiseti e F. semitectum como agentes

patogénicos para uma ampla gama de espécies de plantas reforca a hipotese de espécies do
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FIESC como invasores secundarios de plantas, o que significa que os relatos sobre a
patogenicidade dessas espécies devem ser vistos com cautela, a menos que sejam suportados
com dados que vao além de sua recuperacdo de material vegetal doente (Summerell, Salleh e
Leslie, 2003).

Representantes do FIESC tém sido associados a doengas como podriddo em raizes de
morango no Ird (Ayoubi e Soleimani, 2016) e de ginseng na Coreia (Song, Yun e Kim, 2014)
e podriddo de sementes de Allium cepa L. na Sérvia (Ignjatov et al., 2015), murcha de
berinjela (Solanum spp.) (Waniki et al., 2011) e cancro de noz na Argentina (Seta, Gonzalez e
Lori, 2004). Isolados do FIESC também foram reportados na india causando a mancha foliar
em Cucumis trigonus Roxb. (Mali et al., 2015) e em Angiopteris evecta (G. Forst.) Hoffm.
(Mali et al., 2016), e associados a infeccGes de sementes e vagens de soja (Roy e Ratnayake,
1997), em sementes de Albizzia lebbeck (Linn.) Benth (Gupta, Dubey e Singh, 2016) e em
sementes de arroz e de milho no Egito (Madbouly et al., 2012), em arroz na Africa do Sul
(Hossain et al., 2015) e em cereais (Villani et al., 2016). Esses fungos também estdo
envolvidos na etiologia de doencas em plantas do genero Anigozanthos (Satou et al., 2001),
doenca do fruto de pimentdo em Trinidad (Ramdial, Hosein e Rampersad, 2016) e declinio de
Spartina alterniflora em péantanos salteados do Atlantico (Elmer e Marra, 2011). Em alguns
desses casos, FIESC faz parte de um complexo de fungos causando a doenga, ou causa
sintomas moderados em concentracGes baixas de inoculo, porém em outras ele tem sido
reportado como um agente causal importante, com potencial de causar prejuizos econémicos.

Isolados do FIESC também tém sido relatados causando doencas em humanos. Eles
estdo associados a infec¢bes humanas superficiais, tais como onicomicoses e queratites que
afetam olho e pele, e a infeccdes profundas localizadas e disseminadas, especialmente em
pacientes com leucemia. Essas infec¢bes parecem ser mais comuns em regides tropicais e em
areas com populacdo agraria relativamente grande. No entanto, os dados de prevaléncia ainda
sdo aproximados (Azor et al., 2009; O'Donnell et al., 2009; O'Donnell et al., 2010; van
Diepeningen et al., 2014). FIESC também esta sendo reportado como um clado de relevancia
veterinaria dentro de Fusarium (O'Donnell et al., 2016).

Entre os complexos de espécies em Fusarium, o FIESC é considerado um dos mais
ricos em linhagens associadas a insetos. Pelo menos 15 de suas espécies filogenéticas
conhecidas ja foram recuperadas de insetos (O'Donnell et al., 2012). A quantidade de
trabalhos demonstrando a patogenicidade de isolados do FIESC contra insetos tem aumentado
consideravelmente nos Gltimos anos. Cepas das espécies filogenéticas FIESC 3 e FIESC 25,

isoladas da vespa da castanha Dryocosmus kuriphilus (Yasumatsu) (Hymenoptera: Cynipidae)
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causaram altas taxas de mortalidade sobre o inseto (até 70 e 60%, respectivamente) em testes
de patogenicidade, e apresentaram acao rapida (apenas sete dias) e abundante esporulacdo,
caracteristicas promissoras para o controle de insetos (Addario e Turchetti, 2011).
Semelhantemente, um isolado FIESC foi altamente eficiente contra Matsucoccus matsumurae
(Kuwana) (Hemiptera: Coccoidea: Matsucoccidae), inseto-praga a pinheiros chineses,
levando 83 % das fémeas adultas a morte, ap6s oito dias da inoculacdo (Liu et al., 2014).
Isolados da espécie filogenética FIESC 20 apresentaram taxas de mortalidade confirmada
contra adultos de Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae) que variaram
de 12 a 86,66% (Santos et al., 2016) e de 8 a 66.66% em diferentes bioensaios (Carneiro-Ledo
et al., 2017). Uma cepa FIESC foi reportada infectando Coccus hesperidum L. (Hemiptera:
Coccidae) naturalmente, e quando testada em laboratorio provocou até 91.33 % de
mortalidade (Fan et al., 2013). Isolados de F. semitectum, obtidos de amostras de solo,
apresentaram indices de mortalidade contra larvas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) que variaram de 10 a 63%, apds 12 dias de inoculacdo (Ameen, 2012). F.
pallidoroseum, isolado de Culex quinquefasciatus Say (Diptera, Culicidae), provocou a morte
de 100% das fémeas do inseto apOs quatro dias da exposicdo durante quatro horas a uma
concentragdo de 1,11 x 10'° conidios por m? do fungo (Mohanty et al., 2008). Fusarium
incarnatum (Roberge) Saccardo foi relatado como patégeno de Aphis craccivora Koch
(Hareendrath et al., 1987), e contra ninfas de Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae) provocou uma mortalidade baixa ap6s 72h da inoculacdo, em relacdo a outras
espécies de Fusarium testadas, atingindo, no entanto, 100% de mortalidade ap6s 144h da
inoculacdo (Anwar et al., 2017).

Esses trabalhos revelam altas taxas de mortalidade provocadas contra organismos que
sdo pragas agricolas e que isolados FIESC podem ser promissores como agentes de
biocontrole. No entanto, os esforcos para utilizar espécies de Fusarium no controle biolégico
tém sido limitados pela preocupacdo de liberar inadvertidamente fitopatégenos e produtores
de micotoxinas no meio ambiente, que em larga escala podem contaminar o ambiente em
quantidades prejudiciais a salde (Teetor-Barsch e Roberts, 1983; O'Donnell et al., 2012).
Portanto, considerando-se a possibilidade de utilizagdo de Fusarium para o controle de
insetos, testes de patogenicidade que fornecam um indicativo quanto a especificidade dos
isolados ao seu hospedeiro devem ser conduzidos, assim como testes de efeitos colaterais e de
seguranga com insetos ndo-alvo, mamiferos e células humanas, como é realizado para outros
fungos a serem utilizados no controle bioldgico; além de testes para a deteccdo da producéo

de metabdlitos secundarios indesejaveis (Teetor-Barsch e Roberts, 1983).
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Estudos indicam que os isolados de Fusarium que provocam alta mortalidade a insetos
também apresentam alta especificidade ao seu hospedeiro e nenhum dano as culturas de
plantas, uma vez que a habilidade para parasitar requer adaptacdes especificas ao hospedeiro
(Kuruvilla e Jacob 1980; Teetor-Barsch; Roberts, 1983; Martins, 2005). Com relacdo ao
FIESC hé alguns trabalhos indicando que isolados entomopatogénicos foram especificos ao
seu hospedeiro e seguros a espécies de plantas (Mikunthan e Manjunatha, 2006; Fan et al.,
2013). Portanto esses fungos devem ser melhor estudados, visando um melhor

aproveitamento desses micro-organismos de interesse agrondémico.

3 METODOLOGIA

3.1 ISOLADOS FUNGICOS

Foram estudados 33 isolados de Fusarium entomopatogénicos, oito provenientes de
adultos de Aleurocanthus woglumi (Hemiptera: Aleyrodidae) coletados de limoeiros
infestados na regido da Zona da Mata em Pernambuco, Brasil, e 25 de adultos de Dactylopus
opuntiae (Hemiptera: Dactylopiidae) coletados de cactos em regido semi-arida do mesmo
estado, Brasil (Figura 1). Esses fungos estdo depositados na Colecdo de Culturas Micoteca
URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE,

Brasil. Os cddigos de acesso dos isolados na colegdo podem ser consultados na Tabela 1.

Figura 1 — A. Ninfas de Aleurocanthus woglumi sobre folhas de Citrus. B. Ninfa de A. woglumi com crescimento

fangico. C. Fémeas e machos de Dactylopius opuntiae. D. Adultos de D. opuntiae com crescimento fingico.
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3.2 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DO DNA

O DNA gendmico de culturas crescidas por cinco dias a 28 °C foi extraido utilizando
0 Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os dados de sequéncias de DNA foram obtidos de fragmentos de amplificacdo de
cinco loci: o fator de alongamento de cadeia 1 alfa (EF-1a) usando os primers EFla e EF2
(O’Donnell et al., 1998), a maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB1), com os primers
F5 e G2R (O’Donnell et al., 2010), a segunda maior subunidade da RNA polimerase 1l
(RPB2) particdes 1 (RPB2 597) e 2 (RPB2 7911) usando dois conjuntos de primers 5F2 e 7cR
e 7cf e 1lar (O'Donnell et al., 2008), os espacos internos transcritos (ITS), utilizando os
primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990) e o dominio D1/D2 da maior subunidade (LSU) do
rDNA com primers NL1 e NL4 (Kurtzman e Robnett, 1997). As reacdes de PCR foram
realizadas utilizando tampéo 1x, MgCl. a 1,5 mM, 0,3 mM de dNTP, 0,3 uM de cada primer,
0,04 U / uL Taq DNA polymerase (Invitrogen) e 25 ng de DNA gendémico. As condigdes de
ciclagem foram de 8 min a 95 °C, sequidos de 35 ciclos de 15s5sa95 °C,20sa 53 °C, 1 mina
72 °C e extensdo final de 72 °C durante 5 min para EF-/a; 96 °C durante 5 min, seguido de
35 ciclos consistindo de 95 °C durante 45 s, 55 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min e um
ciclo final de 72 °C durante 8 min para RPB1 e RPB2; e 3 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos
de 30sa95°C, 30sa56,5°C, 1 mina72°C eum ciclode3mina72°C paralTS e LSU. Os
produtos de PCR foram purificados usando PureLink - Kit de Purificacdo de PCR - Invitrogen
e sequenciados com os mesmos primers pela Plataforma Multi-Usuéria de Sequenciamento e

Expresséo Génica da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.
3.3  ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE DNA E ANALISES FILOGENETICAS

Os cromatogramas foram editados com o programa Sequencher 4.7 (Gene Codes
Corp., Ann Arbor, Michigan). As sequéncias geradas foram alinhadas com sequéncias de
isolados do FIESC obtidas no banco de dados Fusarium MLST, utilizando a ferramenta de
alinhamento Muscle (Edgar 2004) no MEGA v. 7 (Kumar, Stecher e Tamura, 2015). O
alinhamento foi ajustado manualmente. Fusarium concolor foi selecionado como outgroup
com base em analises filogenéticas previas (O'Donnell et al., 2009).

As regides génicas EF-1a, RPB1, RPB2, ITS e LSU foram analisadas separadamente e
posteriormente combinadas. Reconstruces filogenéticas utilizando a anélise de méxima

verossimilhanga (ML) foram realizadas no portal CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
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2012) usando 0 RAXML-HPC2 on XSEDE (8.2.10) (Stamatakis, 2014) e 1000 repeticOes de
bootstrap. MrBayes v. 3.2.6 (Heulsenbeck e Ronquist, 2001; Ronquist e Huelsenbeck, 2003)
foi utilizado para gerar filogenias baseadas na inferéncia bayesiana (Bl) com 10000000 de
geracGes. Os modelos de substituicdo nucleotidica melhor ajustados aos conjuntos de
alinhamento foram indicados por jModelTest2 v. 2.1.10 (Guindon e Gascuel, 2003; Darriba et
al., 2012), implementando o critério de informacio Bayesiano (BIC). Arvores filogenéticas

foram plotadas usando o FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2016).
3.4  CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A caracterizacdo morfoldgica baseou-se em culturas originadas de um Unico conidio.
Para determinar a taxa de crescimento micelial (em mm/por dia) e a cor das col6nias, blocos
de &gar de 5 mm de diametro foram transferidos de culturas de seis dias de crescimento para o
centro de placas de Petri contendo Batata Dextrose Agar (BDA). Cada isolado foi cultivado
em trés placas, incubadas a 25 °C e a 30 °C no escuro. Os diametros das colbnias foram
medidos diariamente até o quarto dia. Apos sete dias de incubacdo, as cores das col6nias
foram classificadas de acordo com um catalogo micologico de cores (Rayner, 1970). Para
caracterizar conidios do micélio aéreo, conidioforos e clamidosporos, os isolados fungicos
foram cultivados durante 12 dias sob fotoperiodo de 12 horas em meio Synthetic Nutrient
Agar (SNA) (Nirenberg, 1976). Para a observacdo dos conidios formados em esporoddquios,
os fungos foram cultivados em meio de cultura Carnation Leaf Agar (CLA) (Snyder e
Hansen, 1947; Fisher et al., 1982). Os peritécios, ascos e ascosporos foram caracterizados a
partir de cruzamentos realizados em meio de cultura Carrot Agar (CA) (Klittich e Leslie,
1988). Laminas foram montadas em hidroxido de potassio (KOH) a 3% e em é&cido latico a
90% para a observacao da reagdo e coloracao dos peritécios (Rossman et al., 1999).

35 IDENTIFICACAO DO MATING TYPE POR PCR, CRUZAMENTOS SEXUAIS E
VIABILIDADE DE ASCOSPOROS

Para a amplificagdo dos idiomorfos MAT-1 e MAT-2 referentes aos tipos sexuais,
foram utilizados os primers fusALPHAfor e fusALPHArev, e fusHMGfor e fusHMGrev,
respectivamente (Kerényi et al. 2004). As amplificacbes foram realizadas com tampédo de
PCR a 1x, MgCl> a 1.5 mM, dNTP a 0.25 mM, 0.2 uM de cada primer, 0,04U da Taq
polimerase (Invitrogen), e 20 ng de DNA. A desnaturagdo inicial foi realizada a 95 °C durante
2 min, seguida de 35 ciclos consistindo em 30s a 94 °C, 30s a 58 °C, e 45s e 72°C, e extenséo
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final a 72 °C durante 10 min. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2% e os mating types determinados com base no comprimento dos
fragmentos amplificados (Kerényi et al. 2004), estimado por compara¢do com um marcador
de tamanho de fragmentos 100 pb.

Para induzir a fase sexuada em laboratdrio, foi utilizado o protocolo de cruzamento
descrito por Kilittich e Leslie (1988). Todos os isolados foram testados como parental
masculino e feminino em cruzamentos intra e interespecificos com todos os isolados que
apresentaram mating type oposto. Testes de homotalismo também foram realizados,
utilizando solugcdo Tween 80 (0,01%) em vez de uma suspensdo de esporos do isolado
parental masculino, visando a confirmagdo dos resultados das PCRs. Para determinar a
viabilidade dos ascosporos, cirros de ascosporos foram coletados de peritécios obtidos,
suspendidos em agua destilada esterilizada e espalhados na superficie de placas de Petri
contendo Agar-Agua a 2%. Apos o periodo de incubagdo a 25 °C por 14 h, a germinagio dos
ascosporos foi avaliada em microscopio optico (Lima et al., 2012).

3.6 DESENVOLVIMENTO DOS TESTADORES DE ESPECIE BIOLOGICA E
CLASSIFICACAO DA FERTILIDADE FEMININA

Foram realizados cruzamentos intra-especificos utilizando isolados de FIESC 17 e
FIESC 20 previamente demonstrados férteis, com o objetivo de gerar linhagens com a
fertilidade feminina aumentada para serem usadas como testadores de espécie bioldgica.
Desses cruzamentos, para cada espécie filogenética, cirros de ascosporos foram selecionados
aleatoriamente, coletados com agulha flambada e suspendidos em 500 pl de solucdo Tween
80 (0,01%). As suspensdes foram espalhadas na superficie de placas de Petri contendo Agar-
Agua a 2%, utilizando alca de Drigalski, e apos incubacdo a 25 °C por 14 h, ascosporos
individuais em processo de germinacdo foram excisados das placas contendo Agar-Agua e
transferidos para CLA (Bentley, Summerell e Burgess, 2008). Posteriormente, esses isolados
foram cultivados em meio liquido por mais 6 d para a extracdo de DNA e determinacdo do
mating type, como descrito anteriormente.

Apos a identificacdo do mating type por PCR, esses isolados foram retrocruzados
como fémeas com cepas parentais de mating type oposto, e entdo investigados em rela¢do ao
aumento dos niveis de fertilidade feminina. Algumas linhagens da progénie foram testadas em
cruzamentos com isolados da mesma geracdo, quando ndo foi possivel selecionar os

testadores dos retrocruzamentos (Bentley, Summerell e Burgess, 2008). A fertilidade dos
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cruzamentos foi classificada de acordo com o numero de peritécios com exsudacdo de
ascosporos visivel, formados em um placa de Petri de 6 mm de didmetro contendo cenoura-
agar. A fertilidade foi considerada baixa quando foram observados até dez peritécios ferteis;

moderada entre 10 e 29 peritécios férteis; e alta acima de 30 peritécios férteis.

4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 FILOGENIA MOLECULAR

Foram obtidas sequéncias parciais das regides EF-/a, RPB1, RPB2, ITS e LSU do
DNA para oito isolados de Fusarium de A. woglumi e para 25 isolados de D. opuntiae. As
sequéncias dos isolados descritos como espécies novas foram depositadas no National Center
for Biotechnology Information (NCBI), sob os nimeros de acesso listados na Tabela 1.

As sequéncias geradas de EF-1a, RPB2, ITS e LSU foram alinhadas com sequéncias
de isolados representantes de todas as espécies filogenéticas conhecidas no FIESC, exceto
para a especie filogenética FIESC 31, que pertence ao clado Equiseti (Villani et al., 2016).
Essa exclusdo foi feita porque para essa espécie ndo ha sequéncias da maioria dos loci
avaliados neste estudo. As sequéncias de RPB1 foram alinhadas com sequéncias de isolados
representando 24 das 31 espécies filogenéticas do FIESC. Para as demais espécies, ndo
existem sequéncias de RPB1 disponiveis nas bases de dados até 0 momento.

Incluindo os gaps de alinhamento, os conjuntos de dados compreenderam 704
caracteres, com 245 (34,80%) sitios variaveis para EF-1a, 1452 caracteres com 326 (22,45%)
sitios varidveis para RPB1 e 1766 caracteres com 418 (23,67%) sitios variaveis para RPB2.
Dos 505 e 500 sitios incluidos no alinhamento para ITS e LSU, apenas 20 (3,96%) e 24
(4,80%) foram variaveis, respectivamente. O marcador EF-1lo foi o mais rico em sitios
variaveis dos cinco. Este gene mostra alto nivel de polimorfismo de sequéncia em Fusarium,
mesmo entre espécies intimamente relacionadas, e ser ortélogo no género. Por essas razdes,
EF-1a é considerado o marcador de escolha como ferramenta de identificacdo de um Unico
locus em Fusarium (Geiser et al., 2004), seguido por RPB1 e RPB2, que também provaram
ter boa capacidade discriminatoria em nivel de espécie ou préximo, e ser ortélogos em todo o
género (O'Donnell et al., 2015).
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Tabela 1 - Origem, culturas e nimeros de acesso no National Center for Biotechnology Information (NCBI) das
sequéncias de DNA dos isolados de Fusarium incluidos neste estudo

Hospedeiro Cddigo da Numero de acesso das sequéncias
Colecédo? EF-la RPB1 RPB2 ITS LSU
URM 6776 LS398463 MH668842 LS398492 MH668813  MH307666
URM 6777 LS398464  MH668843 LS398493 MH668814  MH307667
URM 6778 LS398465 MH668844  LS398494 MH668815  MH307668
URM 6779 LS398466 MH668845 LS398495 MH668816 ~ MH307669
URM 6780 LS398467 MH668846 LS398496 MH668817  MH307670
URM 6782 L.S398468 MH668847 LS398497 MH668818  MH307671
URM 6783 L.S398469 MH668848 LS398498 MH668819  MH307672
URM 6784 L.S398470 MH668849 LS398499 MH668820 MH307673
URM 6785 LS398471 MH668850 LS398500 MH668821  MH307674
URM 6787 LS398472 MH668851 LS398501 MH668822  MH307675
Dactylopius URM 6788 LS398491 MH668852 LS398502 MH668823  MH307676
opuntiae URM 6789 LS398473 MH668853 LS398503 MH668824  MH307677

URM 6793 LS398474 MH668854 LS398504 MH668825  MH307678
URM 6802 LS398475 MH668855 LS398505 MH668826  MH307679
URM 6803 LS398476 MH668856 LS398506 MH668827  MH307680
URM 6804 LS398477 MH668857 LS398507 MH668828 MH307681
URM 6805 LS398478 MH668858 LS398508 MH668829  MH307682
URM 6806 LS398479 MH668859 LS398509 MH668830 MH307683
URM 6807 LS398480 MH668860 LS398510 MH668831  MH307684
URM 6809 LS398481 MH668861 LS398511 MH668832  MH307685
URM 6811 LS398482 MH668862 LS398512 MH668833  MH307686
URM 6801 LS398483 MH668863 LS398513 MH668834  MH307687
URM 6810 LS398485 MH668865 LS398515 MH668836  MH307689
URM 6812 LS398484 MH668864 LS398514 MH668835 MH307688

URM 7554 LS398486 MH668866 LS398516 MH668837  MH307690
URM 7556 LS398487 MH668867 LS398517 MH668838 MH307691
URM 7557 LS398488 MH668868 L.S398518 MH668839  MH307692
URM 7559 LS398489 MH668869 LS398519 MH668840  MH307693
URM 7561 LS398490 MH668870 LS398520 MH668841  MH307694

Aleurocanthus
woglumi

2 Abreviatura da colecdo de culturas: URM = Universidade do Recife Micologia, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Os modelos de substituicdo nucleotidica mais adequados as analises por inferéncia
Bayesiana foram SYM+G para EF-1a e RPB2, SYM+I+G para RPB1, JC+I para ITS e K80
para LSU. A analise de maxima verossimilhanca (ML) foi realizada com o modelo de
substituicdo GTR+I+G. As arvores de ML e Bl apresentaram topologias similares. Analises
filogenéticas multilocus resolveram os 33 isolados de Fusarium entomopatogénicos em trés
especies filogenéticas de FIESC previamente determinadas usando uma abordagem
filogenética multilocus (O'Donnell et al., 2009). As filogenias baseadas no conjunto de dados
de cinco genes combinados (Figura 2) suportaram fortemente quatro isolados na espécie
filogenética FIESC 16, oito isolados na espécie filogenética FIESC 17, e 21 isolados na
especie filogenética FIESC 20, trés espécies do clado Incarnatum.
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Figura 2 — Arvore de Méaxima Verossimilhanca (ML) baseada em dados combinados das sequéncias EF-1a,
RPB1, RBP2, ITS e LSU. Uma topologia similar foi gerada usando Inferéncia Bayesiana (Bl). Valores de
suporte de bootstrap (> 50%) e de probabilidade posterior (>0,5) sdo indicados nos internddios na ordem ML /

BI. Barra representa as substituicGes esperadas por sitio. T indica culturas ex-tipo.
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Topologias muito semelhantes foram produzidas por anélises filogenéticas baseadas
nos conjuntos de dados individuais de EF-1a e RPB2 (FIG. 3. A e B). Na genealogia de RPB1
(Figura 3. C), as especies filogenéticas FIESC 16, FIESC 17 e FIESC 20 ndo formaram
grupos monofiléticos. Sequéncias de FIESC 16 e FIESC 17 formaram um clado monofilético
com sequéncias de FIESC 15 e FIESC 18, enquanto sequéncias de FIESC 20 foram
posicionadas em um clado irmdo, formando um grupo monofilético com as espécies
filogenéticas FIESC 19, FIESC 22, FIESC 23 e FIESC 24. Por esta razdo, e com base em
evidéncias morfologicas e nos resultados de compatibilidade sexual apresentados no topico
4.2, foram designados nomes para duas das trés espécies filogenéticas estudadas, descritas
como F. pernambucanum e F.caatingaense.

As sequéncias de ITS e LSU ndo foram suficientemente variaveis para separar as
espécies do FIESC ou resolver os isolados nos clados Equiseti e Incarnatum (dados nao
apresentados), mostrando-se altamente conservadas em FIESC. Sequéncias dessas regides do
DNA ja foram incluidas em esquemas MLST dos complexos de espécies F. solani (O'Donnell
et al., 2008), F. dimerum (Schroers et al., 2009), F. chlamydosporum e F. incarnatum-equiseti
(O'Donnell et al., 2009), mas em todos esses estudos esses marcadores provaram ser os loci
menos informativos entre os amostrados. Por esta razéo, as regides ITS e LSU podem ser
marcadores mais indicados para alocar isolados de Fusarium dentro de um complexo de
espécies, mas ndo para a identificacdo em nivel de espécie (Balajee et al., 2009; O'Donnell et
al., 2015). Apesar dessa limitacdo, a regido ITS, enquanto barcode de DNA oficial para
fungos (Schoch et al., 2012), continua sendo importante em estudos taxondmicos de
Fusarium.

N&o foram observados grupos monofiléticos correlacionados com hospedeiros para
isolados de A. woglumi e D. opuntiae. O complexo de espécies no qual os fungos estudados
foram resolvidos é considerado o mais rico em linhagens associadas a insetos dentro de
Fusarium (O'Donnell et al., 2012). Muitas dessas linhagens tém sido relatadas como
eficientes no controle de pragas agricolas, causando altas taxas de mortalidade em insetos e
acaros, acdo rapida e abundante esporulacdo, caracteristicas promissoras para o controle
microbiano de insetos (Mikunthan e Manjunatha, 2006a, 2006b, 2007; Mohanty et al., 2008;
Addario e Turchetti, 2011; Ameen, 2012; Fan et al., 2014; Liu et al., 2014; Santos et al.,
2016; Anwar et al., 2017; Carneiro-Ledo et al., 2017). Isolados do FIESC também foram
relatados associados a infec¢es em animais de interesse veterinério (O'Donnell et al., 2016) e
em humanos (Azor et al., 2009; O'Donnell et al., 2009, 2010; van Diepeningen et al., 2014).
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Figura 3 — Arvores de Inferéncia Bayesiana (BI) baseadas nas sequéncias de A. EF-1a, B. RBP2 e C. RPB1. Probabilidades posteriores (> 0,5) sdo indicadas nos entrenos.
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URM 6777 NRRL 25109 FIESC 20-0
URM 6778 NRRL 25108 FIESC 20- ooz
NRRL 36575 FIESC 20-b NRRL 25107 FIESC 20-¢
NRRL 25112 FIESC 20 089 URM 6776
NRRL 26109 FIESC 20- , URM 6780
NRRL 25108 FIESC 20-¢ ;|—_4F|Esc 21
NRRL 25107 FIESC 20-¢ | FIESC 22
1 FIESC 23
FIESC 24
i—<] FIESC 25
FIESC 26
— FIESC 27
FIESC 28
FIESC 29
NRRL 13459 F. concolor Outgroup

NRRL 13458 F. concoior Qutgroup 0.02
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Como patogenos de plantas, as espécies do FIESC tém sido tradicionalmente
consideradas patdgenos fracos ou de importancia secundaria (Summerell et al., 2003; Leslie e
Summerell, 2011). No entanto, alguns estudos mais recentes apontam membros do FIESC
como agentes causais importantes, com potencial para causar perdas econémicas (Mwaniki et
al., 2011; Madbouly et al., 2012; Song, Yun e Kim, 2014; Hossain et al., 2015; Ignjatov et
al., 2015; Mali et al., 2015; Ayoubi e Soleimani, 2016; Ramdial et al., 2016).

4.2 MATING TYPES E COMPATIBILIDADE SEXUAL

De acordo com os ensaios de PCR para a amplificagdo dos dominios oo ¢ HMG, FIESC
16, FIESC 17 e FIESC 20 possuem um sistema de acasalamento heterotalico, com apenas um
dos dois idiomorfos presentes em cada isolado testado, assim como os isolados de F. equiseti,
F. scirpi e F. semitectum estudados por Kerényi et al. (2004). Dos 33 isolados, 20 (60,60%)
apresentaram o idiomorfo MAT1-1, sendo trés FIESC 16, cinco FIESC 17 e 12 FIESC 20, e
13 (39,40%) apresentaram o idiomorfo MAT1-2, dos quais um € do FIESC 16, trés sdo FIESC
17 e nove FIESC 20 (Tabela 2).

Tabela 2 - Mating type dos isolados do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) obtidos de
insetos

. Espeg_e Isolados com idiomorfo MAT1-1 Isolados com idiomorfo MAT1-2
filogenética 2

FIESC 16 URM 6808, URM 7555 e URM 7560 URM 7558

FIESC 17 URM 6810, URM €812, URM 7556, URM URM 6801, URM 7554 e URM 7559

7557 e URM 7561

URM 6779, URM 6783, URM 6785, URM URM 6776, URM 6777, URM 6778,

6788, URM 6789, URM 6793, URM 6803,
FIESC 20 URM 6804. URM 6805. URM 6806. URM URM 6780, URM 6782, URM 6784,
’ ' ' URM 6787, URM 6802 e URM 6809

6807 e URM 6811

2 Espécie filogenética dentro do FIESC seguindo o sistema de nomenclatura para espécies cripticas baseado em
esquema MLST por O’Donnell et al. (2009).

A presenca e a transcricdo dos mating types, indicando um sistema heterotalico ja
haviam sido identificadas em F. semitectum (Kerényi et al., 2004), embora o estagio sexual
nunca tenha sido documentado para essa espécie. A transcri¢do de genes MAT em fungos sem
estagio sexual conhecido ndo esta completamente elucidada, mas estudos mostraram que 0s
produtos MAT possuem mudltiplos papéis reguladores ao longo do ciclo de vida dos fungos,
incluindo o estagio assexual (Hornok et al., 2007; Adam et al., 2011; Béhm et al., 2013) e
que fungos presumidos assexuados podem possuir estagios sexuais cripticos, nunca

observadas devido a raridade do acasalamento (Horn et al., 2009a, 2009b; O'Gorman et al.,
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2009; Seidl et al., 2009; Bohm et al., 2013), conforme mostrado neste estudo, no qual foi
reportado o primeiro registro da fase sexuada em espécies do clado Incarnatum.

Cada isolado foi testado como parental masculino e parental feminino em cruzamentos
intra e interespecificos com todos os isolados do mating type oposto, totalizando 520
combinacdes (252 intra-especificas e 268 interespecificas).

Dos quatro isolados de FIESC 16, oito isolados de FIESC 17 e 21 isolados de FIESC
20, 50%, 25% e 19% foram fémeas férteis, respectivamente. Dois cruzamentos intra-
especificos de FIESC 16 (33,33%), quatro cruzamentos intra-especificos de FIESC 17
(13,33%) e nove cruzamentos intra-especificos de FIESC 20 (4,16%) resultaram em peritécios
férteis (Tabela 3). Os peritécios foram inicialmente observados uma ou duas semanas apés a
realizacdo dos cruzamentos. A exsudacdo de ascosporos foi observada aproximadamente duas
a quatro semanas ap0s 0s cruzamentos. As taxas de germinacdo dos ascosporos dos

cruzamentos férteis variaram de 95 a 100% ap6s 14 horas de incubagdo em agua agar.

Tabela 3 - Cruzamentos que resultaram em peritécios ou protoperitécios

Espécies Qe gb Fertilidade ¢
FIESC 16 URM 7555 x  URM 7555 +
URM 7560 x URM 7555 +
URM 7561 x URM 6801 +
FIESC 17 URM 7561 x URM 7554 +++
URM 7561 x URM 7559
URM 7559 x URM 7561
URM 6776 x URM 6811
URM 6777 x URM 6789
URM 6779 x URMG6777 +++
URM 6779 x URM 6778 ++
FIESC 20 URM 6779 x URM 6780 ++
URM 6779 x URM 6784 +
URM 6779 x  URM 6809 +
URM 6811 x URMG6777 +++
URM 6811 x URM 6780 ++
URM 6779 x URM 6801 -
URM 6779 x URM 7554 -
URM 6779 x  URM 7559 -

Cruzamentos interespecificos URM 6811 x URM 6801 -
URM 6811 x URM 7554 -
URM 7559 x URM 6804 -
URM 7559 x URM 6811 -

2 |solados utilizados como o parental feminino.

b Isolados utilizados como o parental masculino.

¢ (-) = protoperitécios ou peritécios estéreis; (+) = até dez peritécios férteis; (++) = de dez a 30 peritécios férteis;
(+++) = acima de 30 peritécios férteis em uma placa de Petri de 60 mm contendo 0 meio cenoura-agar.
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Todos os isolados foram auto-estéreis, reforcando os resultados da PCR para a
determinacdo do mating type, que indicou um sistema de acasalamento heterotalico nas
espécies estudadas. Nenhum dos cruzamentos interespecificos produziu peritécios ferteis;
entretanto, em sete cruzamentos interespecificos (Tabela 3) protoperitécios globosos ou
peritécios estéreis foram formados, como resultado da fertilidade feminina dos isolados ou de
uma compatibilidade sexual incompleta, como j& observado entre outras espécies de
Fusarium (Bowden et al., 2006; Leslie e Bowden, 2008) e em outros géneros (Harrington e
McNewTurner, 1998; Jacobson e Taylor, 2010).

Em outros estudos, 0 sucesso na obtencdo de peritécios maduros com ascosporos
viaveis variou de 0% a 50% dos cruzamentos realizados (Leslie e Klein, 1996; Britz et al.,
1998; Aoki e O’Donnell, 1999; Covert et al., 1999). O estagio sexual de Fusarium tem sido
dificil de estabelecer em laboratério. Fatores ambientais, como temperatura, luz, umidade,
concentracéo de CO2 e Oy, pH e nutrientes, influenciam a reproducéo sexual em ascomicetos
e as condigdes ideais para a formacao de peritécios ou exsudacao de ascosporos podem variar
amplamente entre as espécies e, portanto, sao fatores criticos nos experimentos (Covert et al.,
1999; Choi et al., 2009; Debuchy et al., 2010; Manstretta e Rossi; 2016). Cruzamentos bem-
sucedidos também dependem da fertilidade sexual dos isolados parentais, que pode ser
afetada por diversos motivos, como subcultivos repetidos (Leslie et al., 2005; Bentley et al.,
2008), degeneracdo cultural e funcionalidade dos genes MAT (Leslie e Summerell, 2006;
Hornok et al., 2007).

A esterilidade feminina contribui significativamente para a baixa frequéncia da
reproducdo sexual e parece ser comum em Fusarium devido a mutacdes em grande nimero de
loci envolvidos na formacdo do peritécio. Isolados estéreis como fémeas sdo favorecidos
durante a reproducdo assexuada porque concentram seus recursos metabdlicos para a
propagacdo vegetativa e ndo para a producdo das estruturas femininas que sdo altamente
elaboradas. Consequentemente, o sucesso de tais linhagens leva ao aumento gradual delas em
uma populacdo (Leslie e Klein, 1996; Hornok et al., 2007). As porcentagens de fémeas férteis
observadas em FIESC 16, FIESC 17 e FIESC 20 neste estudo foram semelhantes as
observadas em outras espécies de Fusarium (Leslie e Klein, 1996; Britz et al., 1998; Covert et
al., 1999; Zeller et al., 2003) e sugerem que a perda de fun¢des femininas pode ser comum
nessas espécies. Uma baixa frequéncia de fertilidade feminina indica que a frequéncia do sexo
na natureza é rara (Leslie e Klein, 1996), o que justificaria o fato de o0s estagios sexuais nao

terem sido observados antes no clado Incarnatum.
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4.3 MORFOLOGIA

Com base em dados filogenéticos, morfolégicos e compatibilidade de cruzamentos
sexuais, duas espécies do Complexo Fusarium incarnatum-equiseti foram descritas como

Fusarium pernambucanum sp. nov. e Fusarium caatingaense sp. nov.

Fusarium caatingaense A.C.S. Santos, C.S. Lima, P.V. Tiago, N.T. Oliveira, sp. nov. Figura
4. MycoBank: MB826680.

Tipificacdo: BRASIL. Pernambuco, Ibimirim, isolado de Dactylopius opuntiae, Julho 2011,
P.V. Tiago (holétipo URM 91192). Cultura ex-tipo: MUM 1859 = URM 6779. GenBank: EF-
la = LS398466; ITS = MH668816; RPB1 = MH668845; RPB2 = LS398495; LSU =
MH307669.

Etimologia: Em referéncia ao Bioma Caatinga, onde o espécime-tipo foi encontrado.

Descrigdo das caracteristicas morfologicas: ESTROMA ausente. PERITECIOS solitarios a
agregados, superficiais, ocasionalmente imersos, ovoides a obpiriformes, (230-)250-400(—
410) x (160-)180-260(-280) um (= 313,7 £ 47 x 231,6 = 37 um), preto azulado em agua,
tornando-se mais claros em KOH 3%, vermelho purpureo em acido latico ndo diluido (cerca
de 90%). PERIDIO formado por células angulares (textura angularis), maiores no apice do
ascoma. AsCOS com oito esporos, clavados, (49,2-)55-93(-110) x 11,2-16,3 um (x =76.9
+ 13.6 x 13.3 + 1.3 um). Ascosporos fusoides a naviculares, retos a curvos, (16,2-)17,5—
27,5(-28,7) x 3,7-6,3 um (x  =23,8+2,8 x 5,1+ 0,4 um), com extremidades arredondadas,
levemente pigmentados, lisos a minuciosamente verrucosos, ligeiramente constritos nos
septos, geralmente com 3 septos. COLONIAS em BDA com taxa de crescimento micelial radial
de 15,7 a 17,7 mm por diaa 25 °C e 13,5 a 16 mm por dia a 30 °C no escuro; margem inteira
a ondulada. Cor da col6nia buff a mel, branco a rosy buff na margem. Reverso umbre a sienna,
buff a mel a canela, ou salmédo a ambar. Micélio aéreo variando de esparso a abundante,
denso, flocoso, ou um pouco pulverulento em culturas envelhecidas. CONIDIOFOROS AEREOS
abundantes, simples, reduzidos as células conidiogénicas ou ndo, 6-70 um de altura, ou com
ramificagcdo simpodial, isodicotdmica a anisodicotdmica ou, ocasionalmente, verticilado, 20—
120 pum de altura. FIALIDES subuladas a subcilindricas, com colarinhos curtos, ocasionalmente

visiveis, sem espessamento periclinal observado; monofialides em conidioforos aéreos 6-42,5
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x 2-35um (x =14,5+ 8,7 x 2,8 £ 0,5 um); polifialides em conidi6foros aéreos 10-30 x
2,5-5(-6,5) um (x  =18,2 + 8 x 4,2 +£ 0,8 um), 2-3(-5) aberturas conidiogénicas, geralmente
se desenvolvendo em uma sequéncia simpodial. CoNiDIOS AEREOS de diferentes tipos: (1)
longos, retos a falcados, com linhas dorsal e ventral quase paralelas ou com o lado ventral
ligeiramente mais reto, com célula apical conica ou desgastada, as vezes curvada, e célula
basal papilada ou quase entalhada, 3-6 septos: 3 septos: 20-43,5 x 3,5-5 um (x =34,3+6,6
x 3,7 £ 0,5 um), 4 septos: 32-43,5 x 355 um (x =38+ 4,2 x 4,4 +0,7 um), 5 septos:
28,5-49 x 35-6 um (x =41,3+4,6 x4,4+0,8um), 6 septos: 41-45 x 4,5-6 um (x =42,9
+ 0,7 x 4,9 £ 0,1 um); (I1) fusoides, com &pices arredondados ou pontiagudos, 1-3 septos: 1
septo: 13-225 x 25-4 um (x  =17,3+3,3 x 3 +0 um), 2 septos: 17-23 x 3-4 um (x =
21,2 + 3,6 x 3,4 £ 0,5 um), 3 septos: 17,5-31,5 x 3-5 um (x = 24,2 £ 3,8 x 45 + 0,6 um);
(111 clavados curtos, retos ou ligeiramente curvados, 0-2 septos: 0 septo: 10-16 x 3—4 um (X
=136 +29x%x37+0,1pum), 1septos: 125-175x 34 um (x =152+2x39+0,2
pum), 2 septos: 15-18 x 3,5-4 um (x = 16,3 + 1,8 x 3,8 + 0,4 um); (IV) e oval ou obovoide a
piriforme, 0-1 septado: 0 septo: 6-12,5 x 25-4 um (x =85%2,1x 3,1+ 0,5 um), 1 septo:
8,5-11,5 x 2,5-4 um (x =10 £ 3,1 x 3,1 £ 0,3 um). ESPORODOQUIOS de coloracdo creme a
laranja. CONIDIOFOROS ESPORODOQUIAIS simples, geralmente reduzidos as células
conidiogénicas, 5 a 18,5 um de altura, ou as vezes verticilamente ramificados, 20 a 50 um de
altura, suportando 2 a 3 fialides apicais e raramente fialides laterais; FIALIDES esporodoquias
subuladas, ampuliformes a subcilindricas, 5-13(-18.5) x 2-3 um (x =11.3+45x27+0.5
pum), as vezes mostrando um colarinho reduzido. CONiDIOS ESPORODOQUIAIS falcados, com
linhas dorsal e ventral geralmente quase paralelas na regido medial do conidio, e as vezes
gradualmente e ligeiramente mais largas em direcéo as extremidades; a maioria com 3 septos,
frequentemente 4-5 septos, raramente 1-2 septos, medindo: 1 septo: (15-)17-18,5(-21) x 2—
35um(x =178+22x26+0,5um); 2septos: 16-24 x 2-35um (x =20,7+3,9x28
+ 0,8 um); 3 septos: (18)21-27,5(-31,5) x (2,5-)3-4(-4,5) um (x  =253+28x3,3+0,4
um); 4 septos: (22-)24-37(-40) x 2,5-3 (-4) um (x  =30,4 +5 x 3,4 £ 0,4 um); 5 septos:
(26)28-43(-50) x 3-4,5(-5) um (x  =35,3 £ 6,4 x 3,7 £ 0,7 um); células apicais em forma
de gancho, papiladas ou entalhadas; células basais em forma de pé. CLAMIDOSPOROS
produzidos ocasionalmente, formados principalmente em cadeias, esporadicamente em
conidios ou em pares intercalares, de paredes lisas, as vezes verrucosas, 6-14 um (x =85+

2,1 pum) diam.



Figura 4. Fusarium caatingaense. A. Coldnias de trés isolados (superficie e reverso) cultivados em BDA por 7 d
a 25 °C (primeira linha) e a 30 °C (segunda linha). B. Peritécio em meio cenoura-agar. C. Peritécio montado em
acido lactico 90%. D. Ascos. E. Ascosporo. F. Ascosporos em germinagdo. G. Esporoddquios produzidos em
folha de cravo. H. Clamidosporos. I, J. Conidios esporodoquiais. K. Conidio e polifidlide aéreos. L, M, N.
Conidios aéreos. Barras de escala: B, C =100, D, F, I, J, L, N =20, E, H, K, M = 10.

/i
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Outros espécimes analisados: BRASIL. Pernambuco, isolado de Dactylopius opuntiae, Jul
2011, P.V. Tiago: Serténia, cultura URM 6777; Tuparetama, cultura URM 6778; Ibimirim,
cultura URM 6779; Venturosa, cultura 6780; Tupanatinga, cultura URM 6784; Venturosa,
cultura URM 6787; Arcoverde, cultura URM 6793; Manari, cultura URM 6805; Buique,
cultura URM 6806; Tabira, cultura URM 6807; Inaja, cultura URM 6809.

Notas: Uma variedade de formas conidiais foi encontrada em F. caatingaense. Esta espécie
produz macroconidios esporodoquiais e aéreos, além de outros conidios menores produzidos
em mono e polifidlides do micélio aéreo. Fusarium semitectum, F. incarnatum, F.
pallidoroseum e F. scirpi também produzem macro e microconidios e mono- e polifialides,
enquanto F. equiseti produz apenas monofialides e macroconidios. Fusarium equiseti e F.
scirpi tém curvatura dorsiventral mais pronunciada que F. caatingaense e possuem célula
apical e basal mais alongadas. Além disso, os conidios esporodoquiais de F. caatingaense
apresentam em sua maioria 3 septos, frequentemente 4-5 septos, raramente 1-2 septos,
medindo 15-50 x 2-5 um, enquanto que os de F. equiseti principalmente 5 septos, raramente
3-4 septos, excepcionalmente 0-2 ou 6-12 septos, 20-83 x 3-5,7 um e F. scirpi em sua
maioria 5 septos, raramente 3—4 septos, excepcionalmente 0—2 ou 67 septos, 25-55 x 3,5 a
6,5 um (Wollenweber, 1931).

Fusarium pernambucanum A.C.S. Santos, C.S. Lima, P.V. Tiago e N.T. Oliveira, sp. nov.
Figura 5. MycoBank: MB825273.

Tipificagdo: BRASIL. Pernambuco, Paudalho, isolado de Aleurocanthus woglumi, junho
2016, A.C.S. Santos (hol6tipo URM 91193). Cultura ex-tipo MUM 1862 = URM 7559.
GenBank: EF-1o = LS398489; ITS = MH668840; RPB1 = MH668869; RPB2 = LS398519;
LSU = MH307693.

Etimologia: Referindo-se a Pernambuco, o estado do nordeste brasileiro onde o espécime-tipo

foi encontrado.

Descrigdo das caracteristicas morfologicas: ESTROMA ausente. PERITECIOS solitarios a
agregados, principalmente superficiais, com a base fortemente aderida ao micélio, algumas
vezes imersa no substrato, ovéide a obpiriforme, (240-)260-300(-315) x 170-235 um (x =

287,2 £ 19,5 x 209,2 + 16,4 um), preto azulados na agua, tornando-se mais claros em KOH
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3% e avermelhados em &cido latico ndo diluido (cerca de 90%). PERIDIO formado por celulas
angulares (textura angularis) na superficie ascomatal, com as maiores células no &pice do
ascomata. Ascos com oito esporos, clavados, (48-)62-68,5(—76,5) x 10-12,5 um (X = 64,4
9,4 x 11,1 £ 1,1 um). AscospoROS fusoides ou naviculares, retos ou ligeiramente curvos,
(17,5-)18,8-23,8(-25) x (4-)5(-6,3) um (x =20,9 £ 2,1 x 5,1 + 0,4 um), com ambas as
extremidades arredondadas, levemente pigmentados, suavemente verrucosos, levemente
contraidos nos septos, geralmente 3 septos. COLONIAS em BDA com taxas de crescimento
micelial radial de 7,5 a 12 mm por dia a 25 °C e 9 a 12,5 mm por dia a 30 °C no escuro.
Margem de colbnia inteira a ondulada. Cor da colonia rosy buff ou buff para aveld com
margem branca para buff. Reverso mel para rosy buff, borda buff para salmédo. Micélio aéreo
esparso a denso abundante, flocoso. CONIDIOFOROS AEREOS simples, reduzidos a células
conidiogénicas ou nao, 2-62,5 um de altura, ou com ramificacdo simpodial, isodicotdmica a
anisodicotomica ou, ocasionalmente, verticiladamente, 20-160 pm de altura. FIALIDES
subuladas a subcilindricas, com pequenos colarinhos ocasionalmente visiveis, e sem
espessamento periclinal observado. Monofialides de conidiéforos aéreos: 2-46(-62,5) x 1-3
um (x  =18,1+ 13 x 2,5 + 0,8 um). Polifialides de conidi6foros aéreos: 8-20 x 2-5(-6) um
(x =14 + 42 x 44 £ 15 pm), 2-3(-5) aberturas conidiogénicas geralmente se
desenvolvendo em uma sequéncia simpodial. CoNiDIOS produzidos em micélio aéreo, em sua
maioria (I) longos, falcados, ocasionalmente retos, lado dorsal mais curvo que o ventral, com
uma célula apical curvada, romba ou conica, e a célula basal papilada ou entalhada ou em
forma de pé, 3-6(-7) septos: 3 septos: (17,5-)21-37(-43,5) x 25-3,5 ym (X =28,8 £ 4 x
3,7£0,7 um), 4 septos: 25-41 x 3-5um (x  =34,9+4,6 x 4,4 +0,7 um), 5 septadas: 27,5—
43 x 355 um(x =36%3,9x4,6+0,9um), 6 septos: 36-55 x 3,5-5um (x =43,8+ 7 x
4,7 £0,5 um), 7 septos: 49-57 x 4,5-5 um (x = 52,8 + 3,2 x 4,9 £ 0,2 um); (I1) fusoide com
apices arredondados ou pontiagudos, 1-3 septos: 1 septo: 12,5-16,5 x 2,5-3,5 um (x =14,3
+1,7%28+0,2 um), 2 septos: 16,5-20 x 25-35 um (x =185+1,7 x 3,1 £ 0,4 um), 3
septos: 17,5-21,5(-27,5) x 2,5-4 um (x  =21,9+ 4,6 x 3,5+ 0,4 um); (l1) clavados curtos,
ligeiramente curvados, 0-2 septos: 0 septo: 11-16 x 2,5-3 um (x = 13,1 £ 2,2 x 26 £ 0,2
um), 1 septo: 11-17,5 x 2545 um (x =13,1 + 2,6 x 3,2 £ 0,7 um), 2 septos: 12,5-17,5 x
2,5-45m (x =16,2 £ 2,1 x 3 £0,5); (IV) e obovdides a piriformes, 0-1 septo: 0 septo: 5—
135x24pum(x =78+19x27+0,6um), 1septo: 7-15x 255 um (x =108+ 3 x
3,1 = 1 um) sdo menos frequentes. ESPORODOQUIOS laranja palido a laranja. CONIDIOFOROS
ESPORODOQUIAIS simples, reduzidos as células conidiogénicas, 7,5 a 14 um de altura, ou

verticilamente ramificados, 15 a 35 um de altura, suportando de 3 a 5 monofidlides apicais e
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as vezes monofiélides laterais; FIALIDES esporodoquiais ampuliformes, subuladas a
lageniformes, 6-14.5 x 254 uym (x = 9.6 £ 3 x 3 + 0.4 um), as vezes mostrando um
colarete reduzido. CONIDIOS ESPORODOQUIAIS falcados, com linhas dorsais e ventrais, muitas
vezes gradualmente mais largas em direcdo ao apice, célula apical curva e células basais em
forma de pe, apresentando principalmente 3 septos, frequentemente 4-5 septos, raramente 1-2
septos, mensurando: 1 septo: (11-)15-17(-21,5) x 24 um (x =159+2,9x 3+ 0,6 um); 2
septos: 12-22(-25) x 2-3,5(-4) um (x = 16,7 + 4,6 x 2,9 + 0,7 um); 3 septos: (16-)18-
27,5(-28,5) x 2,5-4(-5) um (x =22,9+2,9 x 3,2+ 0,7 um); 4 septos: (25-)26,5-35 x 2,5-5
um (x = 29,2 £ 3,1 x 3,7 £ 0,9 um); 5 septos: (26,5-)28-33,5(-36,5) x 3-5um (x =325+
2,8 x 4 £ 0,8 um). CLAMIDOSPOROS produzidos esporadicamente, formados principalmente
em cadeias, eventualmente em conidios, ocasionalmente simples ou em pares intercalares, de

paredes lisas, 5-8 um (x = 6,1 £ 1 um) de diametro.

Outros espécimes examinados: Brasil. Pernambuco, isolado de Dactylopius opuntiae, Julho
2011, P.V. Tiago: Flores, cultura URM 6801; Afogados da Ingazeira, cultura URM 6810;
Aguas Belas, cultura URM 6812; isolado de Aleurocanthus woglumi, junho de 2016, A.C.S.
Santos: Paudalho, cultura URM 7554; Paudalho, cultura URM 7556; Paudalho, cultura URM
7557; Paudalho, cultura URM 7561.

Notas: Fusarium pernambucanum apresenta caracteristicas morfoldgicas em comum com F.
caatingaense, diferindo pelo comprimento e morfologia de seus conidios esporodoquiais
formados em CLA, que sdo mais longos em F. caatingaense e com células apicais de
curvatura menos pronunciada em relacdo aquelas produzidas por F. pernambucanum. Além
disso, enquanto em F. pernambucanum a célula basal é distintamente em forma de pé, em F.
caatingaense a célula basal pode ser papilada, entalhada ou em forma de pé. Essas espécies
também podem ser distinguidas pela taxa de crescimento em BDA, que é mais lenta em F.

pernambucanum.



Figura 5. Fusarium pernambucanum. A. Col6nias de trés isolados (superficie e reverso) cultivados em BDA a 25
°C (primeira fileira) e a 30 °C (segunda fileira). B. Peritécios em meio cenoura-agar. C. Peritécio em &cido
lactico 90%. D. Ascos. E. Ascosporo. F. Ascosporos em germinacdo. G. Clamidosporos. H. Esporoddquios em
folha de cravo. I, J. Conidios esporodoquiais. K, L. Conidios aéreos e polifidlides. M, N. Conidios aéreos e
monofialides. O. Conidios aéreos. Barras de escala: B= 150, C=70, D, G, L, M,N,0=10,E=5,F, I, J, K=20.
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As espécies F. semitectum, F. incarnatum e F. pallidoroseum sdo ligadas ao clado
Incarnatum. No entanto, existem problemas taxondmicos e nomenclaturais associados a esses
nomes. O epiteto “incarnatum™ € o mais antigo dos trés (Saccardo, 1886), enquanto Fusarium
semitectum foi 0 nome mais usado na literatura, incluindo as variedades semitectum e majus,
distinguidas com base na septagdo e tamanho dos conidios (Gerlach e Nirenberg, 1982).
Subramanian (1971) indicou que F. semitectum var. majus corresponde a F. incarnatum.
Apesar disso, Booth e Sutton (1984) verificaram que o espécime tipo de F. semitectum €
idéntico a Colletotrichum musae, e sinonimizou F. semitectum com Fusarium pallidoroseum,
indicando este nome como 0 correto para a espécie, e rejeitou a separacdo das espécies em
variedades. Gams e Nirenberg (1989) aceitaram essa mudanga de nome no ranking de
espécies, mas ainda assim reconheceram F. pallidoroseum var. majus no grau de variedade.

Dessa forma, se as variedades morfologicas majus e semitectum pudessem ser
separadas como dois taxons diferentes na classificacdo de espécies, var. majus seria chamado
F. incarnatum e var. semitectum como F. pallidoroseum. Entretanto, se fossem resolvidas em
um Udnico taxon, ambos os nomes deveriam ser sinonimizados sob F. incarnatum, que
representa o epiteto mais antigo, como apontado por Nirenberg (1990). Devido a falta de
consenso sobre o0 uso desses nomes, e ao fato de a conexdo deles com as espécies
filogenéticas do FIESC estar pendente, esses nomes ndo tem sido aplicados (O'Donnell et al.,
2009).

Apesar da alta diversidade filogenética no FIESC e da diferenca filogenética entre F.
caatingaense e F. pernambucanum, estas espécies sdao morfologicamente semelhantes e
apresentam caracteristicas morfoldgicas que em geral concordam com as descri¢des originais
de F. semitectum, F. incarnatum e F. pallidoroseum, como esperado devido aos altos niveis
de especiacdo criptica e homoplasia morfoldgica no FIESC (Castella e Cabafies, 2014). No
entanto, F. caatingaense e F. pernambucanum diferiram em algumas caracteristicas
morfolégicas, especialmente nas dimensdes e morfologia dos conidios esporodoquiais
formados no CLA. No entanto, essas diferencas ndo séo suficientemente robustas para realizar
uma identificacdo em nivel de espécie usando apenas caracteres morfologicos, uma vez que o
namero de caracteristicas morfolégicas diagnoésticas entre espécies de Fusarium € limitado
(Castella e Cabafies, 2014) e, muitas vezes, espécies filogeneticamente distantes podem ser
muito semelhantes morfologicamente (Moussa et al., 2017). Portanto, abordagens polifasicas,
integrando marcadores bioldgicos e moleculares filogenéticos aos morfoldgicos fornecem

uma identificagdo mais confiavel (Leslie e Summerell, 2006).
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As razdes pelas quais as alteracdes morfoldgicas ndo estdo alinhadas com a especiagao
no FIESC podem estar correlacionadas com uma selecdo estabilizadora da morfologia, na
qual as alteracbes morfoldgicas ndo acompanham a diversificacdo de novas espeécies,
enguanto mecanismos como diferenciacdo de feromonios ou comportamentais estdo atuando
em uma especiagdo criptica. Outra suposicdo comum sobre espécies cripticas € que muitas
delas resultaram de uma especiagdo recente na qual caracteristicas morfologicas ou
caracteristicas diagnosticas ainda ndo evoluiram (Bickford et al., 2007), ja que a divergéncia
fisioldgica e biologica frequentemente precede a divergéncia morfoldgica na evolucdo de
espécies fungicas (Hawksworth e Lucking, 2017). Estes dados destacam a importancia do uso
de abordagens poliféasicas para a circunscri¢do de espécies de Fusarium.

4.4. MATING TYPES DA PROGENIE E CRUZAMENTOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE CEPAS TESTADORAS

Para os experimentos visando o melhoramento da fertilidade feminina para a sele¢do
de testadores de espécies bioldgicas, cinquenta e dois isolados foram selecionados
aleatoriamente a partir da progénie de ascosporos viaveis obtidos de dez cruzamentos. Desses,
22 apresentaram o idiomorfo MAT1-1 e 22 o idomorfo MAT1-2. Nao foi possivel determinar
0 mating type de oito isolados, para os quais nenhuma das reagdes de PCR visando a
amplificacdo dos idiomorfos MAT funcionou. Esses isolados de mating type desconhecido
foram cruzados como fémeas com isolados de ambos os mating types, sem éxito na obtengéo
dos peritécios, indicando a incapacidade desses isolados em atuarem como fémeas (Tabela 4).

Dos 52 isolados, 24 foram da primeira geracdo (F1) dos cruzamentos intra-especificos
de isolados de Fusarium caatingaense e F. pernambucanum demonstrados férteis neste
estudo. Entre os isolados F1, 14 (58 %) foram aptos a produzir a estrutura feminina, e oito,
guando cruzados com um isolado parental como macho, produziram peritécios férteis, sendo
uma fertilidade baixa observada em quatro cruzamentos, fertilidade moderada em dois e
fertilidade alta em dois cruzamentos. Entre os 28 isolados da geragdo F2, 17 (61 %) foram
fémeas e 15 cruzamentos produziram peritécios férteis, dos quais quatro apresentaram
fertilidade baixa, nove apresentaram fertilidade moderada, e apenas dois apresentaram
fertilidade alta (Tabela 4). A taxa de germinagdo dos ascosporos dos cruzamentos férteis
variou de 47 a 95% ap06s 14 horas de incubacdo em agar-agua.

O percentual de fémeas entre as progénies F1 e F2 foi semelhante, mas quando

comparado com o0s percentuais de fémeas entre os isolados parentais, observou-se um
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aumento nas geracOes F1 e F2 para F. caatingaense e geracdo F2 para F. pernambucanum.
Em F. caatingaense 19% dos isolados parentais foram fémeas, enquanto 68 e 77% dos
isolados das geracbes F1 e F2 formaram estruturas femininas. Em F. pernambucanum
observou-se 25, 25% e 60% de fémeas entre os isolados parentais, da geracdo F1 e geracédo

F2, respectivamente.

Tabela 4 — Isolados da progénie avaliados, mating types e cruzamentos para a selecdo dos testadores

o Cruzamentos
Codigo Cruzamento que deu Ger i
Espécie do ori err? a-  Mating type . Ferti-
isolado ® g Géo g lidad
e
URM 6777 -°¢
ACS5 URM 6811 x URM 6780 F1  MAT1-1
ACS 13 -
ACS 6 URM 6811 x URM 6780 F1 MAT1-2 URM 6779 -
ACS7 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-1 URM 6777 -
ACS 8 URM 6779 x URM 6777 F1  MAT1-1 URM 6777 -
ACS 9 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-2 URM 6779 -
ACS 10 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-2 URM 6779  -°©
ACS 11 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-2 URM 6779 ++
ACS 12 URM 6779 x URM 6777 F1  MAT1-1 URM 6777 -
URM 6779  +++
ACS 13 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-2
ACS 31 ++
ACS 14 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-1 URM 6777 +
ACS 15 URM 6779 x URM 6777 F1  MATI1-1 URM 6777  -°©
ACS 16 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-1 URM 6777 -
ACS 17 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-2 URM 6779 +
ACS 18 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-1 URM 6777 -°¢
F. caatingaense ACS 19 URM 6779 x URM 6777 F1  MATI1-1 URM 6777 -
ACS 20 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-1 URM 6777 -°¢
ACS 21 URM 6779 x URM 6777 F1  MATI1-1 URM 6777 +
URM 6777 +++
ACS 22 URM 6779 x URM 6777 F1 MAT1-1
ACS 35 -
N3o URM 6777 -°¢
ACS 23 URM 6779 x URM 6777 F1 .
determinado URM 6779 -¢
ACS 24 URM 6777 x URM 6789 F1 MAT1-1 URM 6777 -°¢
Né&o URM 6777 -
ACS 25 ACS 13 x URM 6779 F2 .
determinado URM 6779 -
ACS 26 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779
URM 6779 ++
ACS 27 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2
ACS 31 -
URM 6779 ++
ACS 28 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2
ACS 31 -
Nio URM 6777 -
ACS 29 ACS 13 x URM 6779 F2

determinado URM 6779 -
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Nio URM 6777 -
ACS 30 ACS 13 x URM 6779 F2 .
determinado URM 6779 -
URM 6777 ++
ACS 31 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-1
ACS 35 +
ACS 32 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779 ++
ACS 33 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779 -°¢
URM 6779 ++
ACS 34 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2
ACS 31 +
ACS 35 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779 +++
ACS 36 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779  ++
ACS 37 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779 -
ACS 38 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779 -
URM 6779 +++
ACS 39 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2
ACS 31 -
ACS 40 ACS 13 x URM 6779 F2 MAT1-2 URM 6779 ++
NETS URM 6777 -
ACS 41 ACS 21 x URM 6777 F2 .
determinado URM 6779 -
ACS 42 ACS 21 x URM 6777 F2 MATI1-1 URM 6777 -°¢
ACS 43 ACS 14 x URM 6777 F2 MAT1-2 URM 6779 -
ACS 44 ACS 14 x URM 6777 F2 MAT1-2 URM 6779 -
ACS 45 ACS 22 x URM 6777 F2 MAT1-1 -
Né&o URM 6777 -
ACS 46 ACS 22 x URM 6777 F2 .
determinado URM 6779 -
ACS 47 ACS 22 x URM 6777 F2 MATI1-1 URM 6777 -°¢
ACS1 URM 7561 x URM 7554 F1 MAT1-1 URM 7554 -
ACS 2 URM 7561 x URM 7554 F1 MATI-1 URM 7554 -
ACS 3 URM 7561 x URM 7554 F1 MAT1-2 URM 7561 -
ACS 4 URM 7561 x URM 7554 F1 MAT1-2 URM 7561 +
ACS 48 URM 7561 x ACS 4 F2 MAT1-1 ACS 4 ++
F. ACS 49 URM 7561 x ACS 4 F2 MAT1-1 ACS 4 -C
pernambucanum
Nio URM 7561 -
ACS 50 URM 7561 x ACS 4 F2 .
determinado  ACS 4 -
ACS51 URM 7561 x ACS 4 F2 MAT1-1 ACS 4 +
Nio URM 7561 -
ACS 52 URM 7561 x ACS 4 F2 .
determinado ACS 4 -

(-) = sem peritécios férteis; (+) = até dez peritécios férteis; (++) = acima de 10 peritécios férteis, mas ndo
preenchendo toda a placa de Petri; (+++) = peritécios férteis em toda a placa de Petri. @ Isolado da progénie de
ascosporos de cruzamentos férteis, investigado quanto a fertilidade feminina. ° Isolado utilizado como macho nos
cruzamentos para a selecdo dos testadores. ¢ Isolado capaz de desempenhar o papel de fémea porque produziu
protoperitécios, mas o cruzamento ndo foi fértil.

Ainda que tenha sido observado um aumento do percentual de fémeas entre as

geracbes, 0 aumento do grau de fertilidade dos cruzamentos ndo foi suficientemente

satisfatorio. Embora cepas testadoras de espécies bioldgicas tenham sido desenvolvidas por

meio de retrocruzamentos para fixar a fertilidade feminina (Zeller et al., 2003; Leslie et al.,

2005), tem sido observado que os niveis de fertilidade podem ndo ser estaveis ao longo de
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maltiplos cruzamentos, ou melhorado utilizando os retrocruzamentos tradicionais (Bentley,
Summerell e Burgess, 2008).

Como alternativa ao uso de retrocruzamentos para aumentar a fertilidade feminina em
isolados de Fusarium, tém sido propostos cruzamentos entre isolados da mesma geracéo
(Bentley, Summerell e Burgess, 2008). Neste estudo, isolados fémeas das geracOes F1 e F2
foram selecionados para cruzamentos envolvendo apenas isolados da progénie. No entanto
nestes casos a fertilidade foi mais baixa, em relacdo aos retrocruzamentos utilizando as
mesmas fémeas (Tabela 4). Portanto, com base no grau de fertilidade dos cruzamentos,
indicam-se o0s isolados ACS 13, ACS 22, ACS 35 e ACS 39 para os testes de validagdo como
espécies bioldgicas de F. caatingaense, e, para a espécie F. pernambucanum novos
cruzamentos para a coleta da progénie e futura selecdo de cepas com potencial para testadores

serdo realizados.
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5 CONCLUSOES

- Os isolados de Fusarium obtidos de Dactylopius opuntiae (Hemiptera:
Dactylopiidae) e Aleurocanthus woglumi (Hemiptera: Aleyrodidae) no Nordeste do Brasil
pertencem a trés espécies filogenéticas do complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC) — FIESC 16, FIESC 17 e FIESC 20.

- Essas espécies fazem parte do clado Incarnatum do FIESC, que abriga algumas das
espéecies anteriormente classificadas na secdo morfologica Arthrosporiella, para as quais
ciclos sexuais ndo eram conhecidos, sendo este estudo o primeiro a demonstrar a existéncia de
estagios sexuais em espécies do clado Incarnatum e a investigar o isolamento reprodutivo
entre espécies do FIESC.

- As espécies estudadas apresentam sistema de acasalamento heterotalico e séo
isoladas reprodutivamente, podendo apresentar, em alguns casos, compatibilidade sexual
parcial.

- A descoberta desses ciclos sexuais fornecem insights sobre 0s mecanismos
envolvidos na geracdo de diversidade genética no FIESC, biologia e epidemiologia deste
grupo de importancia clinica e agrondmica.

- Duas espécies foram descritas: F. caatingaense e F. pernambucanum.

- Caracteristicas morfoldgicas podem ser distinguidas entre essas espécies, mas essas
diferencas sdo insuficientemente robustas para identificacdo em nivel de espécie usando
apenas caracteres morfologicos, corroborando a hip6tese de processos de especiacao criptica
em FIESC.

- As cepas testadoras femininas, quando disponiveis, podem ser utilizadas como
ferramenta de diagnostico para espécies e para a elucidacdo de limites de espécies no FIESC,
beneficiando pesquisas futuras e contribuindo para o conhecimento das linhagens dentro deste

complexo.
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