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RESUMO

TORRES, Abel Galon, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2019. Fungos
fitopatogénicos associados a Passiflora foetida no Brasil e o seu potencial para uso
em controle bioldgico. Orientador: Robert Weingart Barreto.

Fassiflora foetida é uma planta que ocorre majoritariamente nas Américas. No Brasil é
encontrada com maior frequéncia nos estados do Nordeste. Trata-se de uma trepadeira
herbiacea capaz de se desenvolver em diferentes condi¢des edafoclimaticas, sendo
encontrada em altitudes que vao do nivel do mar até 1300m de altitude. Passiflora foetida
€ uma invasora de vegetacdo natural em diversos paises, EUA, Equador, Austrilia, Vietna
e € considerada uma das plantas invasoras mais problemdticas na zona de transicao de
savana para floresta, na Africa subsaariana, bem como na regido Norte da Australia, onde
€ considerada um risco a integridade da biota nativa. Os registros de fungos associados a
P. foetida foram em sua maioria feitos na Asia e Oceania, onde a planta € exética. Visando
realizar um levantamento de fungos encontrados em associa¢do com a planta com
potencial para uso no controle biologico cldssico desta, na Australia, foram realizadas
coletas em todos os estados do nordeste brasileiro, resultando na obteng¢do de 118
isolados. Foi realizada uma triagem simples baseada na especificidade em relacdo ao
hospedeiro e 5 destes isolados apresentaram potencial para biocontrole de P. foetida.
Dentre estes, 4 foram identificados com base na morfologia e dados moleculares como
Alternaria alternata (COAD 2619), Colletotrichum theobromicola (COAD 2620) e
Fusarium peseudocircinatum (COAD 2626), Cercospora sp. nov.l (COAD 2621) pela
primeira vez relatados nesse hospedeiro. Cercospora sp. (COAD 2629) foi identificado

somente com base morfoldgica, portanto estudos filogenéticos precisam ser realizados.
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ABSTRACT

TORRES, Abel Galon, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2019.
Phytopathogenic fungi associated with Passiflora foetida in Brazil and its potential
for use in biological control. Advisor: Robert Weingart Barreto.

FPassiflora foetida is a plant that occurs mainly in the Americas in Brazil it is found more
frequently in the states of the Northeast. It is an herbaceous climbing vine capable of
developing in different soil-climatic conditions, having been found in altitudes ranging
from sea level up to 1300m. Passiflora foetida is an invader of natural vegetation in
several countries including, USA, Ecuador, Australia and Vietnam and is considered one
of the most problematic invasive plants in the transition zone from savanna to forest in
sub-Saharan Africa, as well as in the North of Australia where is considered a risk to the
integrity of the native biota. The records of fungi associated with P. foetida are mostly
from in Asia and Oceania, where the plant is an exotic component of the flora. In order
to perform a survey for fungi found in association with the plant with potential for use in
the classical biological control of the species in Australia, collections were carried out in
all states of the Brazilian Northeast, resulting in fungal 118 isolates. A host-specificity
screening was carried out and five of these isolates were regarded as preliminarily having
potential for use in classical biocontrol of P. foetida in Australia. Among these, four were
identified based on morphology and molecular data as Alternaria alternata (COAD
2619), Colletotrichum theobromicola (COAD 2620) and Fusarium peseudocircinatum
(COAD 2626), Cercospora sp. Nov.1 (COAD 2621) reported for the first time in this
host. Cercospora sp. (COAD 2629) was identified only on a morphological basis,

therefore philogenetic studies must be performed.
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INTRODUCAO

A familia Passifloraceae € composta por aproximadamente 20 géneros e 650
espécies, sendo que a maioria das espécies pertence ao género Passiflora, com cerca de
400 espécies descritas (Brizyck 1961; Killip 1938). Sdo predominantemente tropicais e
subtropicais, com ocorréncia principalmente nas Américas, com menor diversidade na
Austrilia e Asia (Brizyck 1961; Heywood 2007). O género Passiflora é nativo do oeste
da India e América do Sul, podendo ser encontrado em diferentes tipos de terreno, bancos

de areia, solos rochosos e pedregosos, restingas, entre outros (Spooner et al. 2008).

Fassiflora foetida, espécie vulgarmente conhecida no Brasil como maracuji-de-
estalo, maracuja-de-cobra, maracujia-da-praia, entre outros, é uma trepadeira herbécea,
com tricomas glandulares de colocacdo amarela ou dourada, viscosos, densos, estando
presente nos ramos, folhas estipulas e bracteas. Estd presente no Texas, México, América
Central, Antilhas e América do Sul (Nunes 2002). No Brasil héa relatos de sua presenca
em todos os estados (CRIA 2018). E encontrada no nivel do mar até 1300m de altitude e
floresce e frutifica durante todo o ano (Nunes 2002). Killip (1938) reconheceu 38
variedades de P. foetida. Posteriormente (Vanderplank 2013) considerou vinte e oito
dentre estas como sindnimas, quatro foram redesignadas como variedades de outra

espécie e apenas seis permanecem como variedades de P. foetida.

H4 registros de diferentes usos para P. foetida. Foi introduzida em alguns paises
para ser utilizada como planta de cobertura com intuito de controlar ervas daninhas, por
exemplo na Maldsia e na Africa Oriental (Purseglove 1968). Essa utiliza¢io se mostrou
equivocada devido ao fato de ser invasora de dificil controle e formar rapidamente um
banco de sementes no solo. Em diversas regides € utilizada na alimentacio: na Colombia
o arilo é comido (Castafieda 1991), na Tailandia as folhas jovens sdo cozidas e comidas
(Phengklai e Khamsai 1985), e na Venezuela os frutos sdo utilizados no preparo de
refrescos (Ragonese e Martinez Crovetto 1947). Estudos sobre caracteristicas nutricionais
das folhas da planta foram realizados e constatou-se que possuem um alto teor de proteina
(6-7%) (Voon e Kueh 1999), e a producdo pode chegar a 2500Kg/ha (Ercilla 1992).
Extratos da planta mostraram atividade bioldgica e farmacoldgica, a¢do analgésica,
antidiarreica e atividade citotoxica (Asadujjaman et al. 2014). Entretanto, foi
demonstrado também que P. foetida é uma planta cianogénica e capaz de causar
intoxicacdo em caprinos que se alimentaram de folhas frescas, principalmente no periodo

de estiagem. (Fabricio et al. 2011). Os usos reais e potenciais de P. foetida sao suplantados


https://www.cabi.org/isc/datasheet/38800#A24BE4F0-DF46-44B4-93C7-585A5A43064B

em muito pela sua nocividade como planta daninha causadora de graves problemas

ambientais em regides tropicais onde foi introduzida.

Plantas daninhas sd@o classificadas como espécies botinicas que ocorrem
espontaneamente e interferem negativamente nas atividades humanas (Blanco 1972), mas
também sdo responsdveis por causarem impactos negativos em ecossistemas terrestres e
aqudticos. A introducdo de plantas exéticas invasoras pode modificar o habitat natural de
diferentes formas, afetando a disponibilidade de alimento, processos de sedimentagdo,
condic¢ao nutricional do solo, diversidade da flora e fauna, entre outros, podendo provocar

destruicdo de teias alimentares e extin¢ao de espécies que as compdem (Barreto 2009).

As perdas na produg¢do agricola em todo o mundo sdo intimeras, representando um
dos principais fatores limitantes para a produtividade agricola. Suas interferéncias
negativas sao diversas: competi¢do por dgua, nutrientes minerais do solo, luz, prejuizo as
operacoes de colheita e processamento de produtos agricolas pds-colheita (onde pode
ocorrer contaminagdo do produto colhido com sementes e outras partes vegetais da planta
daninha, dificultando o beneficiamento e desta forma prejudicando a qualidade final do
produto e reduzindo seu valor), alelopatia, atuagdo como hospedeiros alternativos de

pragas e doengas (Lorenzi 2000).

Estimativas das perdas causadas por interferéncia de plantas daninhas sdo de
bilhdes de ddlares por ano, variando de 5% a 10% da producdo agricola mundial
(Radosevich et al. 1997). Uma forma indireta de analisar a importincia econdmica das
plantas daninhas € através do valor mundial do mercado de herbicidas, que cresceu 39%

entre 2002 e 2011 (Gianessi 2013).

Passiflora foetida € uma invasora de vegetacdo natural em diversas ilhas do
Oceano Pacifico tais como Wallis e Futuna, Samoa Americana, Palau, Nova Caledonia,
Guam e Polinésia Francesa (Meyer 2000a). Também ocorre como invasora nos EUA,
Vietnam, Bahamas, Equador, e € considerada uma das plantas invasoras mais
problematicas na zona de transicio de savana para floresta na Africa subsaariana, assim
como em dreas com elevados niveis de pluviosidade no sudeste da Asia. Na Africa
Oriental infesta as culturas de arroz, algodao, soja, feijdo-caupi, entre outras, sendo
conhecida por formar uma densa cobertura do solo, o que impede e atrasa o
desenvolvimento de outras espécies (PIER 2002; Takim et al. 2012). Na Austrdlia, na
regido Norte, no parque Kakadu, Passiflora foetida foi relatada como uma das plantas
invasoras mais danosas a integridade da biota (Cowie et al. 1993).
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O controle quimico de P. foetida tem sido utilizado e Hamilton (1997) enumerou
diuron + fluroxipir, atrazina, atrazina + dicamba, fluroxipir e 2,4-D + ioxinil, como
substancias registradas para uso no seu controle na Austrdlia. Embora o controle quimico
possa ser utilizado pontualmente em areas sob exploracdo econdmica invadidas por P.
foetida, essa estratégia é economicamente invidvel e ambientalmente indesejavel para seu
controle em dreas naturais infestadas. Uma forma de controle mais sustentavel de plantas
daninhas é o biocontrole. O uso de inimigos naturais oferece a Unica solucdo segura,
econOmica e ambientalmente em situagdes de invasdes de ecossistemas naturais
(McFadyen 1998). O controle de modo sustentavel s6 € possivel através do uso de
inimigos naturais que coevoluiram com o organismo alvo, uma abordagem bem
estabelecida conhecida como controle bioldgico cldssico (Raghu et al. 2007). O controle
bioldgico classico € definido como a regulacdo de uma populacdo de pragas exotica
(sendo a praga uma espécie de inseto, dcaro, mamifero, plantas, patégeno ou outro) por
inimigos naturais, parasitas, predadores, patégenos, os quais sdo importados com esse
proposito. Esse método de controle geralmente € utilizado quando a praga atingiu uma
densidade populacional elevada no novo ambiente devido as condi¢des favoraveis para
seu desenvolvimento e/ou auséncia de inimigos naturais (Caltagirone 1981). O
desenvolvimento de um programa de biocontrole de sucesso depende de diversos fatores
de dificil previsao tais como: o dano que o agente do biocontrole pode causar a populagdo-
alvo e se o dano total € significativo na reducdo da populacido-alvo; a densidade
populacional que o agente de biocontrole € capaz de alcangar no novo ambiente, entre
outros (Cullen 1995). Uma base fundamental para o sucesso no controle bioldgico
classico de plantas daninhas exéticas € o desenvolvimento de pesquisas no centro de
origem das espécies invasoras com o intuito de encontrar inimigos naturais que tenham
real potencial e sejam seguros para introducio nas regides onde a planta hospedeira se

tornou um problema (Barton 2016).

Mais de uma centena de programas de controle bioldgico cldssico de plantas
daninhas ja foram desenvolvidos mundialmente. Alguns sao exemplo de notédvel sucesso,
como por exemplo o controle do cactus Opuntia sp. na Austrélia utilizando a mariposa
Cactoblastis cactorum, importada da Argentina na década de 1920 (Caltagirone 1981), o
controle de Chondrilla juncea, obtido pela introducdo da ferrugem europeia Puccinia
chondrillina (Cullen e Groves 1977), o controle de Passiflora tarminiana, no Havai, pela

introducdo do fungo Septoria passiflorae, importado da Colombia (Trujillo et al. 1994;



Trujillo 2005) e o controle de Rubus constrictus/Rubus fruticosus no Chile utilizando-se
a ferrugem Phragmidium violaceum importada da Alemanha (Oehrens 1977). Barreto
(2009) mencionou 31 espécies de fitopatdgenos que foram introduzidos em programas de
controle bioldgico cldssico de plantas daninhas, sendo todos eles espécies de fungos, onde
16 destes contribuiram parcial ou significativamente para o controle da planta alvo. A
histéria do uso de fungos fitopatogénicos no controle bioldgico de plantas daninhas é
ainda recente (cinquenta anos) quando comparada com a do uso de insetos (iniciada no
século XIX) (Barreto et al. 2012), mesmo assim, a taxa de sucesso obtido com essas
introducdes tem sido elevada com boa propor¢ado de estabelecimento dos agentes, seguida
de reducdo da populacdo das espécies de planta daninha que se pretendia controlar
(Barreto 2009; Evans et al. 2001). O histérico tem sido altamente favoravel, inclusive sob
o aspecto da seguranca. Nao ha qualquer caso relevante registrado de efeito indesejavel
da introdu¢do de fungos para o biocontrole de plantas daninhas — particularmente
impactos sobre plantas ndo-alvos (Barton 2004). Neste trabalho priorizou-se a
investigacdo dos fungos fitopatogénicos que ocorrem sobre P. foetida em parte de seu

centro de origem no Brasil.

Os registros existentes de fungos associados a P. foetida foram em sua maioria
feitos na Asia e Oceania, onde a planta € exdtica — portanto, se tratando sobretudo de
saprofitas ou fungos fitopatogé€nicos generalistas e ndo coevoluidos, como € desejavel
para agentes de biocontrole. No Brasil, que faz parte de sua drea nativa, nenhum fungo
foi relatado, até hoje, em associacdo com P. foetida (Farr e Rossman 2019), o que reflete
a falta de estudos sobre sua micobiota no pais. Com o intuito de preencher essa lacuna,
este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento em &rea significativa de
ocorréncia natural de P. foetida no nordeste do Brasil, com coletas, estudo morfolégico e
filogenético dos fungos encontrados em associagdo com P. foetida e avaliacao preliminar
do seu potencial para uso no controle bioldgico cldssico dessa planta invasora na

Austrélia.



MATERIAIS E METODOS

Levantamento de fungos associados a Passiflora foetida

O itinerdrio das viagens de coleta foi escolhido através de pesquisas no banco de
dados speciesLink (http://www.splink.org.br/index?lang=pt), bem como no GBIF -
Global Biodiversity Information Facility (https://www.gbif.org/) e Nunes (2002), onde
foi constatado uma maior ocorréncia de P. foetida no Nordeste brasileiro. Os pontos de
coleta foram escolhidos de forma a contemplar municipios concentrando diversos
registros de ocorréncias, mas outras localidades que se supds serem promissoras pela sua
eco geografia, ou mesmo aleatoriamente, foram também incluidas. As viagens foram
realizadas em 3 etapas (12/07 a 20/07/2017; 12/01 a 19/01/2018; 04/06 a 13/06/2018)
devido grande extensdo a ser coberta e visando a coleta em diferentes épocas do ano. Em
cada ponto escolhido os dois coletores (A. G. Torres e D. M. Macedo) buscaram
evidencias da ocorréncia da planta. Quando individuos ou popula¢des de P. foetida foram
encontradas, as plantas foram examinadas em busca de sintomas de doencas e, quando
detectadas, foram feitos registros fotograficos do habitat, das plantas e dos sintomas
presentes. Amostras foram tomadas com tesoura de poda e secas em uma prensa botanica
para exame posterior. Informacdes foram registradas para cada amostra (nimero da
amostra, coordenadas geograficas, tamanho da populacdo da planta, localidade e data —
além de observacoes sobre o tipo de sintoma e severidade observada). Quando secas, as
amostras foram transferidas para envelopes de papel. Em todas as localidades onde se
encontrou plantas frutificando, frutos maduros foram colhidos e armazenados em sacos
plasticos com furos para evitar a rapida deterioracdo devido ao excesso de umidade e para
posterior retirada de sementes para formacao de plantas para uso em experimentos. Os

pontos de coleta estdo enumerados na Tabela 1.

Processamento geral de amostras

Ap6s o fim de cada viagem de levantamento, ja no laboratério, os frutos eram
colocados para secar a sombra e posteriormente suas sementes eram removidas, com
excecao de frutos que apresentavam sintomas. Estes eram examinados juntamente com
outros materiais que apresentavam sintomas. As amostras foram cuidadosamente
examinadas sob microscépio estereoscopico e as estruturas fungicas observadas foram

transferidas para placas contendo BDA (batata, dextrose-dgar) KASVI®, com a ajuda de



agulha pontiaguda estéril, quando ndo eram observados esporos do fungo, o material
vegetal era submetido a camara imida, ou fragmentos do material eram colocados sob a
superficie de uma placa contendo meio dgar e d4gua, com intuito de umedecer e estimular
a esporulacdo. As culturas puras foram preservadas temporariamente em tubos de BCA
(batata, cenoura-dgar) HIMEDIA®, em glicerol 10% a — 80° C e em silica-gel, conforme
descrito em Dhingra e Sinclair (1996), e depositadas na cole¢do de cultura da

Universidade Federal de Vicosa — Colecdo Octdvio de Almeida Drummond (COAD).

Exame morfol6gico

Estruturas flngicas externas aos tecidos de P. foetida foram raspadas com bisturi
e montadas em em lactoglicerol ou lactofucsina. Estruturas imersas no tecido vegetal
foram preparadas para observacdo pela seccdo de materiais colonizados com lamina de
barbear. Para isolados fungicos selecionados foram preparadas culturas em lamina como
descrito em Waller et al. (1998). Observacdes para descricdo de morfologia e para
medi¢des, bem como fotografias foram feitas sob microscépio de luz (Olympus BX 51)
equipado com uma camera Olympus QColor3. Dados biométricos apresentados abaixo
resultam (para estruturas de maior importancia taxondmica) da mensuracao de a0 menos
30 estruturas. As imagens foram processadas com o software Olympus cellSense

Dimension.

As descrigdes de cultura foram baseadas na observacao das coldnias formadas em
placas contendo BDA e EMA (extrato de malte-agar) mantido sob 25°C, na auséncia de
luz e também sob um regime de luz didria de 12 h (luz fornecida por uma lampada branca
e uma lampada de luz negra colocadas 35 cm acima das placas). A terminologia para
descri¢do de cores seguiram Rayner (1970) e a topografia e formato da borda das colonia

seguiram a terminologia de Crous et al. (2009).

Teste de patogenicidade 1

Foi realizado um agrupamento de isolados obtidos baseada em morfologia de
estruturas flngicas e caracteres culturais, formando-se agrupamentos preliminares de
morfotipos. Cinquenta e seis representantes de morfotipos (Tabela 2) foram incluidos em
testes simplificados de patogenicidade envolvendo apenas duas espécies de Passiflora: a

planta-alvo e daninha — P. foetida e a importante planta cultivada — P. edulis (maracuja

6



azedo). Estes testes consistiram na pulverizacdo com suspensdo de conidios em solug¢do
de Tween 80 a 1%, até o escorrimento, com um atomizador elétrico portétil (P-600 plus;
Multi-Hobby) ou utilizando-se discos de micélio (10 mm didmetro) para os fungos que
nao esporularam em meio de cultura. Foram inoculadas plantas saudaveis de P. foetida,
obtidas a partir de sementes provenientes de frutos encontrados nas viagens de coleta, e
Passiflora edulis, obtidas em viveiro comercial de produ¢do de mudas em Coimbra (MG).
Serviram de testemunhas plantas que foram pulverizadas com dgua destilada autoclavada
e sobre as folhas das quais também foram colocados discos de meio de cultura (BDA)
sem colOnias flingicas. As plantas inoculadas foram mantidas em uma cadmara de nevoeiro
por 48h apds a inoculacdo e, em seguida, transferidas para uma bancada na casa de
vegetacdo e observadas a cada 3 dias, por 30 dias, para monitoramento de possivel
aparecimento de sintomas. Quando foi observada a manifestacio de sintomas nas plantas
inoculadas, estes foram registrados através de fotografias e as folhas doentes foram
destacadas e levadas para laboratério onde laminas foram confeccionadas para a
observacao de estruturas do patdégeno e o fungo era novamente isolado e comparado com
o isolado original, concluindo assim os postulados de Koch e confirmando sua

patogenicidade.

Teste de patogenicidade 2

Os i1solados de fungos que foram patogénicos a P. foetida € a0 mesmo tempo nao
foram patogénicos a P. edulis foram aproveitados para uma segunda bateria de testes de
patogenicidade e foram inoculados com a metodologia descrita acima em plantas de P.

foetida, obtidas através de sementes provenientes da Australia (Tabela 3).

Teste de patogenicidade 3

Os isolados que foram selecionados na primeira e segunda fase da triagem, sendo
patogénicos ao bidtipo de P. foetida, tanto da Austrdlia como do Brasil, mas ndo
patogénicos a P. edulis, foram ainda testados sobre mais duas espécies de Passiflora. A
saber, Passiflora gibertii e Passiflora morifolia — cultivadas a partir de sementes cedidas
pelo Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Biologia Vegetal da

Universidade Federal de Vicosa (Tabela 4).



Analise filogenética

Apenas os materiais representativos dos isolados que se apresentaram como
suficientemente especificos para possivel utilizacdo em controle bioldgico foram objeto

de estudo taxonOmico detalhado.

Estudos moleculares foram realizados de acordo com as seguintes etapas: O DNA
gendmico foi extraido do micélio fungico, cultivado em placas de BD por 10 dias a 24°
C. O micélio de cada isolado foi desidratado em papel filtro autoclavado e para a extracdo
utilizou-se o Wizard Genomic DNA purification kit e seguiu-se o protocolo descrito pelo
fabricante. As amplificacdes foram realizadas em um volume total de 12.5 pL. contendo
10-20 ng de DNA molde, 1 x PCR buffer, 0.63 pL de DMSO (99,9%), 1.5 mM MgCl2,
0.5 pL de cada primer, 0.25 mL de cada ANTP e 1,0 uL. de BioTaq DNA Polimerase
(Bioline GmbH Luckenwalde, Alemanha). As reagdes de PCR foram realizadas de acordo
com Woudenberg et al. (2013) para Alternaria sp., Damm et al. (2012) para
Colletotrichum sp., e Jacobs et al. (2010) para Fusarium sp., Groenewald et al. (2013)
para Cercospora sp.. Os produtos da PCR foram sequenciados em ambos os sentidos
utilizando os iniciadores de PCR. Os primers utilizados para a realizacdo das reacOes de

PCR estao discriminados na Tabela 5.

As sequencias foram obtidas através do servico de sequenciamento da Macrogen
Inc., Coreia, editadas utilizando o software DNA Dragon (http://www.dna-
dragon.com\index.php) e comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank (Tabela
6). Posteriormente foi realizado o alinhamento com o software MEGA 7.0 (Kumar et al.
2016). As sequéncias foram ajustadas manualmente quando necessario. Para a realizacdo
das andlises filogenéticas, através da interferéncia bayesiana, foi utilizado o critério de
informacao de Akaike e a escolha do modelo através do MrModeltest 2.2 (Nylander
2004), com auxilio do PAUP (versao 4.0b10, Sinauer Associates, Sunderland, MA). As

arvores filogenéticas foram geradas através do web site CRIPRES getway

(https://www.phylo.org/), seis cadeias de Markov simultaneas foram executadas por
10.000.000 geracdes e as arvores foram amostradas a cada 100* geracao e 10.000 arvores
foram obtidas. As primeiras 2.000 arvores, representando a fase de burn-in, foram
descartadas, ja as 8.000 4arvores restantes foram utilizadas para o cdlculo das
probabilidades posteriores, as quais sdo apresentadas a esquerda de cada né. A edi¢do das
arvores obtidas foi realizada sob o auxilio do software FIGTREE 1.3 (Rambaut 2009) e
CorelDRAW Graphics Suite 2018.


https://www.phylo.org/

RESULTADOS

Levantamento de fungos associados a Passiflora foetida

Trés viagens de coleta foram realizadas em diferentes épocas do ano. Foram
percorridos mais de 10.000km no Nordeste brasileiro (Figura 1), tanto na 4rea litoranea
(Figura 2) como no interior do continente (caatinga) (Figura 3), sendo observado durante
as coletas que P. foetida ocorria principalmente no litoral e no interior, € menor ocorréncia

era observado na zona de transicao entre estes ambientes. Foram obtidos um total de 118

isolados.

Tabela 1: Localidades das coletas realizadas.

Cédigo
co‘t’ta SUL OESTE Localidade
(AGT)
1 12°11'51,4" 38°57'58" Feira de Santana - BA
2 10°58'04,5" 37°02'10,1' Aracaju -SE
3 10°5928,5" 37°02'59,2" Aracaju -SE
4 11°05'34,3" 37°07'17,2" Aracaju -SE
5 11°00'46,7" 37°03'59,8" Aracaju -SE
6 10°53"20,8" 37°00'18,6" Barra dos Coqueiros - SE
7 10°44'12,9" 36°50'49,6" Pirambu - SE
8 10°44'06,3" 36°50'42,3" Pirambu - SE
9 09°19'55,3" 40°33'42,7" Petrolina - PE
10 9°19'49,825" | 40°33'25,34" Petrolina - PE
11 09°19'47,2" 40°33"28,2" Petrolina - PE
12 09°19'27,5" 40°33'36" Petrolina - PE
13 09°28'52,4" 40°28'28,5" Juazeiro - BA
14 10°10'38,1" 40°1329,1" Jaguarari - BA
15 11°04'51,6" 40°04'45.,4" Ponto Novo - BA
16 12°36'53" 39°34'21" Santa Teresinha - BA
17 12°40'05,8" 40°15'09,4" Itaberaba - BA
18 10°18'32,1" 36°3123,9" Penedo - BA
19 9°43'31,7" 36°40'28,5" Arapiraca - AL
20 8°52'12,8" 37°23'54,1" Itaiba - PE
21 8°35'13,2" 37°14'46,5" Buique - PE
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22 8°25'55,5" 35°57'30,6" Agrestina - PE

24 7°8'51,7" 34°47'59,8" Jodo Pessoa - PB

25 7°8'58,55" 34°47'54,66" Jodo Pessoa - PB

26 7°5'39,2" 34°502,7" Jodo Pessoa - PB

27 7°4'1,3" 34°50'18,3" Jodo Pessoa - PB

29 5°50'36" 35°12'6" Natal-RN

31 5°51'0,68" 35°13'41,27" Natal-RN

32 6°58'12" 35°47'58,3" Remigio - PB

33 7°2'46,2" 35°5124,6" Esperanca - PB

34 7°11'4,3" 35°2322,8" Gurinhém - PB

39 5°03'07 40° 55' 13" Crateus -CE

40 5°08' 28 40° 54' 58" Crateus -CE

41 12°29'56,8" 37°57'33,7" Mata de Sdo Jodo - BA

42 12°30'01,1" 37°57'35,7" Mata de Sdo Jodo - BA

51 3°45'0,05" 38°26'50,7" Fortaleza - CE

52 04°31'16,9" 37°42'20,9" Canoa Quebrada - CE

53 5°15'19,6" 38°11'10,2" Tabuleiro do Norte - CE

54 5°27'22,2" 38°21'9,7" Alto Santo - CE

55 5°4423.8" 38°30'53,4" Jaguaribara - CE

56 5°56'53,8" 38°48'11,5" Jaguaribe - CE

57 4°22'36,6" 39°1827,6" Canindé - CE

58 4°13'59,6" 39°12'0,5" Canindé - CE

59 4°01127,5" 38°59'8,2" Maranguape - CE

60 3°41'44,8" 38°52'7,9" Caucaia - CE

61 02°55'2,6" 40°10'10,5" Cruz-CE

62 2°54'25" 41°44'15,1" Parnaiba - PI

63 2°57'46,4" 41°45'33,7" Parnaiba - PI

64 3°05'15.9" 42°137.2" Agua doce do Maranhao -
MA

65 2°30'3,0" 44°18'49,9" Sdo Luiz - MA

66 2°29'18,7" 44°1728,7" Sdo Luiz - MA

67 2°28'58,9" 44°14'46,5" Sdo Luiz - MA

68 2°27'55,6" 44°11'30,7" Sdo Luiz - MA

69 2°52'14,7" 44°22'30,2" Bacabeira - MA
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70 05°3"25,3" 42°48'5,4" Teresina - PI
71 5°3'32,8" 42°48'6,5 Teresina - PI
72 5°3'37,4" 42°48'7,2" Teresina - PI
73 4°56'10,5" 42°18'18,6" Altos-PI

74 4°50'47,9" 42°1125,9" Campo Maior - PI
75 4°28'16,1" 41°56'53,3" Capitdo de Campos - PI
76 4°321,5" 41°30'51,4" Brasileira - PI
77 3°45'27,9" 40°47'13,4" Frecheirinha - CE
78 3°45'16" 40°34'54,4" Sobral - CE
79 3°43'38,3" 40°1920,2" Sobral - CE

80 3°45'9,6" 39°59'34,1" Irauguba - CE
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Testes de patogenicidade 1

Os resultados das inoculagdes estao discriminados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado das inoculacoes no “teste de patogenicidade 1” — sobre plantas

de Passiflora foetida (biotipo do Brasil e Passiflora edulis (macarajuzeiro azedo).

CODIGO FUNGO Passiflora | Passiflora
foetida edulis
AGT 1 A Phoma sp. - -
AGT?2 |B Phoma sp. - -
AGT2 |C Alternaria sp. + -
AGT 3 | C| Pseudocercosopora sp. - -
AGT3 |H Alternaria sp. + +
AGT 3 F Phoma sp. + -
AGT 3 |G| Pseudocercosopora sp. + -
AGT 3 I Alternaria sp. + -
AGT S5 | A| Pseudocercosopora sp. - -
AGT S5 |B| Pseudocercosopora sp. - -
AGT 11 |E Alternaria sp. - +
AGT 16 |C Alternaria sp. + -
AGT 19 |B Colletotrichum sp. + +
AGT 19 |G| Pseudocercospora sp. - -
AGT 19 |H Cercospora sp. - +
AGT 19 |1 Cercospora sp. - -
AGT 19 |A Alternaria sp. - -
AGT 21 |A Alternaria sp. - -
AGT 27 |B Exserohilum sp. - -
AGT 27 |A Phoma sp. - -
AGT 29 |A| Pseudocercospora sp. - -
AGT 29 |B| Pseudocercospora sp. + -
AGT 32 |A| Pseudocercospora sp. - -
AGT 32 |B| Neopestalotiopsis sp. - -
AGT 33 |A| Pseudocercospora sp. + -
AGT 34 |A Alternaria sp. + -
AGT 40 |A Colletotrichum sp. + -
AGT40 |B Colletotrichum sp. + -
AGT 40 |D Cercospora sp. - -
AGT 40 |E Cercospora sp. - -
AGT 42 |A Colletotrichum sp. + -
AGT 42 |B| Pseudocercospora sp. - -
AGT 44 |A Setosphaeria sp. - -
AGT 51 |A Phoma sp. - -
AGT 52 |A| Pseudocercospora sp. - -

12




AGT 52 |B| Pseudocercospora sp. - -
AGT 54 |A Colletotrichum sp. + +
AGT 55 |B Colletotrichum sp. + +
AGT 57 |A Cercospora sp. - -
AGT 58 |A Colletotrichum sp. - +
AGT 59 |A Colletotrichum sp. + +
AGT 59 |B| Pseudocercospora sp. + -
AGT 59 |C Fusarium sp. + -
AGT 62 |A| Pseudocercospora sp. - -
AGT 62 |B| Pseudocercospora sp. - -
AGT 63 |B Curvularia sp. + -
AGT 65 |A Colletotrichum sp. - -
AGT 65 |B Colletotrichum sp. + -
AGT70 |B Cercospora sp. - -
AGT 71 |A| Pseudocercospora sp. - -
AGT76 |A Colletotrichum sp. + +
AGT 77 |A Cercospora sp. + -
AGT 78 |B Cercospora sp. + -
AGT79 |A Cercospora sp. - -
AGT79 |B Phaeosphaeria sp. - -
AGT 80 |A Colletotrichum sp. + -

Dezoito dentre os isolados testados sobre plantas representando P. foetida do
Brasil e o maracujazeiro cultivado (P. edulis) causaram doenga em P. foetida mas foram
inécuos para P. edulis. Esses isolados foram aproveitados para o “teste de patogenicidade
2”. Os isolados selecionados foram inoculados em P. foetida da Austrélia e os resultados

estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado das inoculacdes no “teste de patogenicidade 2” envolvendo

apenas inoculacoes de plantas de Passiflora foetida (bi6tipo da Australia).

CODIGO Fungo (i 1{; i;l]‘iig)
AGT2 |C Alternaria sp. +
AGT3 |F Phoma sp. -
AGT3 |G Pseudocercospora sp. -
AGT 3 I Alternaria sp. -
AGT 16 |C Alternaria sp. -
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Os isolados AGT2C (COAD 2619), AGT59C (COAD 2626), AGT77A (COAD
2621), AGT78B (COAD 2629) e AGT80A (COAD 2620), causaram doenca na planta-
alvo (P. foetida Austrdlia) e foram também testadas adicionalmente em plantas de P.

gibertii e P. morifolia. Resultados sdo apresentados na Tabela 4 e Figuras 4, 5, 6, 7 e 8.

Tabela 4. Resultado das inoculagdes no “teste de patogenicidade 2” envolvendo

AGT 33 |A Pseudocercospora sp. -
AGT 34 |A Alternaria sp. -
AGT40 (A Colletotrichum sp. -
AGT40 |B Colletotrichum sp. +
AGT 42 (A Colletotrichum sp. -
AGT 59 |B Pseudocercospora sp. -
AGT 359 |C Fusarium sp. +
AGT 63 |B Curvularia sp. -
AGT 65 |B Colletotrichum sp. -
AGT 77 |A Cercospora sp. +
AGT 78 |B Cercospora sp. -
AGT 80 A Colletotrichum sp. +

plantas de Passiflora gibertii e Passiflora morifolia.

COAD | CODIGO Fungos Passiflora | Passiflora
gibertii morifolia
2619 |AGT2 |C Alternaria sp. - +
2626 |AGT 59 |C Fusarium sp. + +
2621 |AGT77 |A Cercospora sp. - +
2629 |AGT78 |B Cercospora sp. - +
2620 |AGT 80 |A Colletotrichum sp. + +

Nenhum dos isolados obtidos nos levantamentos foi patogénico exclusivamente a
populagdo-alvo (P. foetida Australia). Passiflora morifolia se mostrou muito vulnerdvel
aos fungos fitopatogénicos obtidos de P. foetida. No entanto, tanto P. gilbertii como P.

morifolia sdo espécies da flora brasileira e sem relevancia econdomica ou ambiental na
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Austrdlia, destino final de possiveis agentes de controle bioldgico. No entanto, AGT 59C

e AGT 80A parecem ser mais polifagos que AGT2, AGT77 e AGT78S.

Taxonomia
Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Beih. Bot. ZIb., Abt. 2 29:434 (1912)

Lesoes em folhas vivas iniciando como pequenos pontos necréticos com halo clorético
1-3 mm diam. Conidiéforos cilindricos, simples, retos ou encurvados, proliferacdo
simpodial, 25-68 x 3.5-5 um, 3-6 septados, marrom claro, superficie lisa. Células
conidiogénicas tréticas, terminais, integradas, cilindricas, geniculadas, 7-15 x 3—4 um,
de coloracao marrom claro; Loci conidiogénicos conspicuos, 2 um, espessados, escuros.
Conidios obclavados, ovoides ou elipsoidais, 21-58 x 7.5—12.5 um, base arredondada,
apice provido de bico apical curto, conico ou cilindrico 2.5-15 x 2-3 um,

fragmoseptados, marrons, superficie lisa a ligeiramente verruculosa.

Em cultura: crescimento moderado (45-55mm diam, ap6s 8 dias em BDA ou EMA),
convexa ou cupular, margem inteira, ondulada ou lobada, micélio aéreo cotonoso, centro
“ochraceous, buff, smoke grey ou olivaceous grey”, seguido de zona ‘“‘greyish yellow-
green” e bordas brancas ou olivaceous yellow; reverso de centro ‘“saffron, sepia o
cinnamon” com zonag¢do diurna (quando sob regime de alternancia de luz), “olivaceous

buff” e borda branca ou inteiramente branco; sem esporulagao (Fig. 9).

Material examinado: Brasil, Aracaju, Sergipe, em folhas vivas de Passiflora foetida, 20

de Julho de 2017, A. G. Torres (COAD 2619).

Utilizando-se a ferramenta BLAST, obteve-se 98.51% de identidade do isolado COAD
2619 com o isolado CBS 918.96 (KC584435), correspondente a Alternaria tenuissima,
para a regido RPB2. Sequéncias foram obtidas do GenBank e alinhadas com a do isolado
COAD 2619, bem como o outgroup (Alternaria soliaridae). O alinhamento final continha
31 taxa. Relacdes filogenéticas inferidas a partir de andlise bayesiana das sequencias de
RPB2, mostraram que o isolado COAD 2619 agrupava-se com isolado de A. tenuissima
e A. alternata com 80% de probabilidade posterior (Fig. 10). A combinacdo de
caracterisiticas morfoldgicas com as informagdes filogenéticas confirmam o fungo como

pertencendo a A. alternata.
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Colletotrichum theobromicola Delacr., Bull. Soc. Mycol. Fr. 21: 191 (1905)

Lesdes em folhas vivas e frutos, eram circulares, com centro necrotico, 2—6 mm diam,
com pontuacdes escuras correspondendo aos acérvulos e agregados de setas. Conidiomas
acervulares, subepidermais 28-110 pum diam. Setas subcilindricas a “subulate”,
ligeiramente inflado na base e afilando-se apicalmente 38—105 x 4-5 um, 1-3 septados,
marrom passando a marrom claro na extremidade, lisos — ocasionalmente a célula
terminal convertendo-se em célula conidiongénica. Conidiéforos reduzidos a células
conidiogénicas, cilindricas, enteroblasticas, 9-15 x 3-4 pm, hialinas. Conidios
subcilindricos a subclavados, 10-15 x 3-5 um, asseptados, hialinos, lisos. Apressorios

elipsoides a sub-elipsoides, ligeiramente lobados, marrons, com poro germinativo central.

Em cultura: crescimento moderado (60—80 mm diam apds 12 dias em EMA e BDA)
coldnias elevadas e deprimidas na periferia, borda levemente ondulada ou inteira, micélio
aéreo cotonoso, “pale olivaceous grey” ou branca centralmente com bordas “pale
olivaceous grey”’, com zonagao diurna apenas sob fotoperiodo de 12 hs didrias (BDA) e

formacao de setores em MEA, reverso “rosy buff” a preto (Fig. 11).

Material examinado: Brasil, Iraucuba, Ceard, em folhas vivas de Passiflora foetida, 15 de

Junho de 2018, A. G. Torres (COAD 2620)

Uma busca no BLAST resultou em 98.54% de identidade com ICMP 17099,
Colletotrichum theobromicola (GenBank JX009957) para a regiao GAPDH, 99.86% de
identidade com ICMP 17895, Colletotrichum theobromicola (GenBank JX010382) para
aregidao BTUB e 98.24% de identidade com ICMP 18567 Colletotrichum theobromicola
(GenBank JX009457) para a regidao ACT. Sequencias obtidas para o isolado COAD 2620
foram alinhadas com sequencias obtidas do GenBank. Colletotrichum truncatum foi
utilizado como outgroup. Relacdes filogenéticas foram inferidas a partir de andlise
bayesiana das sequencias de BTUB, ACT e GAPDH. O alinhamento final continha 36
taxa. A drvore filogenética utilizando os trés genes concatenados mostrou que o isolado
COAD 2620 agrupou-se com isolados de C. theobromicola (Fig. 12). A morfologia do
fungo em P. foetida e seu posicionamento filogenético inferido pelo estudo molecular

confirmam que ele pertence a C. theobromicola.

16



Fusarium pseudocircinatum Nirenberd & O’Donnel, Mycologia 90: 448 (1998)

Lesoes em folhas vivas e coloracdo cinza clara, 2—4 x 2—5 mm; Conidiéforos mono ou
polifialidicos, cilindricas 8—19 um, hialinas, lisas. Conidios dimérficos: macroconidios
cilindricos a subcilindricos, levemente encurvados, 14-35 x 3—4 um, com célula-pé
rombuda a “heeled”, 1-3 septados, hialinos; microconidios ovais a cilindricos, hialinos

3—6 x 3—4 um, asseptados. Clamiddsporos ovais a cilindricos, hialinos, lisos.

Em cultura: crescimento moderado (63—80 mm diam apds 13 dias em BDA ou EMA),
colonias elevadas, planas ou espalhadas, com sulcos irradiados (BDA), bordas
fimbriadas, micélio aéreo cotonoso a feltroso, “livid purple, livid violet”, ou “purple

slate”; esporulagdo ausente. (Fig. 13).

Material examinado: Brasil, Maranguape, Ceard, em folhas vivas de Passiflora foetida,

07 de Junho de 2018, A. G. Torres (COAD 2626).

Buscas BLAST no GenBank resultaram em 98.14% de identidade com MUCL 52697,
Fusarium lactis (GenBank FR870320), para a regido BTUB e 99.71% de identidade com
NRRL 53573, Fusarium pseudocircinatum (GenBank MG838029), para a regido TEF.
Sendo assim, foram incluidas sequencias desta espécie nos estudos filogenéticos.
Sequéncias do isolado COAD 2620 foram alinhadas com sequéncias obtidas do GenBank.
Fusarium oxysporum foi utilizado como outgroup. Relacdes filogenéticas foram inferidas
a partir de andlise bayesiana das sequencias de BTUB e TEF concatenadas. O
alinhamento final continha 16 taxa. Filogenia indicou que o isolado COAD 2626
agrupava-se com F. pseudocircinatum com 100% de probabilidade posterior (Fig. 14).
Com base nisso, comparou-se a morfologia de COAD 2626 com a descricdo de F.
pseudocircinatum (Nirenberg 1998) e concluiu-se pela grande semelhangca com fungos
desse tdxon. Aspectos morfoldgicos e moleculares combinados indicam, entdo, que o

COAD 2626 pertence a F. pseudocircinatum.

Cercospora sp. nov.

Lesoes em folhas vivas iniciando-se como pequenas manchas de coloracdo cinza clara,
1- 3 x 2—4 mm, que evoluem e levam a necrose do tecido foliar. Micélio externo, 2.5 um
diam septado, ramificado, hialino. Micélio interno indistinto. Estroma de pequeno a

médio porte, globular a subglobular, intraepidérmico 22—-35 x 19—40 um, marrom claro,
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células do estroma ovais, elipsoidais a angulares. Conidi6éforos hipéfilos, fasciculados,
15-55 x 3-5 pum, 1-6 septados, marrom na base passando a marrom claro no 4pice,
superficie lisa. Células conidiogénicas subcilindricas, 6—-19 x 3 um, cicatrizes
inconspicuas, marrom claras, lisas. Conidios obclavados, retos ou curvos e ligeiramente

engrossados na base, 22—50 x 3—5 um, 2—5 septados, hilo pouco espessado, hialinos, lisos.

Em cultura: crescimento lento (52—65 mm ap6s 25 dias em BDA e EMA), col6nias planas
de borda inteira ou crenada, micélio aéreo feltroso, branco, “rosy vinaceous”ou “purplish
grey”, “greyish sepia”, “fuscous black™ ou “pale purplish grey”; reverso negro ou de
centro “isabelline” e borda branca , com ou sem zona¢do diurna; sem esporulacido (Fig.

15).

Material examinado: Brasil, Frecheirinha, Ceard, em folhas vivas de Passiflora foetida,

11 de Junho de 2018, A. G. Torres (Hol6tipo — COAD 2621).

Buscas BLAST no GenBank resultaram em 99.10% de identidade de COAD 2621 com
CBS 113996 Cercospora sp. P (GenBank JX143216.), para a regido ACT e 97.82% de
identidade com CPC 24845 (GenBank KT193752.), para a regido CAL. Sequencias do
isolado COAD 2620 foram alinhadas com sequencias obtidas do GenBank. O outgroup
utilizado foi Cercospora zeae-maydis. Relacdes filogenéticas foram inferidas a partir de
andlise bayesiana das sequencias de CAL e ACT concatenadas. O alinhamento final
continha 55 taxons. A andlise filogenética mostra que isolado COAD 2621 esta dentro do
género Cercospora e formou uma linhagem monotipica préximo a Cercospora sp. P com

alto valor de probabilidade posterior, 100% (Fig. 16).

Cercospora sp.

Lesoes em folhas vivas iniciando-se como manchas e coloragdo cinza claro 2—7 x 3—-6
mm, evoluindo e levando a necrose do tecido foliar. Estroma de pequeno a médio porte,
globular a subglobular, intraepidérmico 15-35 x 12—45um, marrom escuro células do
estroma elipsoidais e angulares; Conidiéforos hipoéfilos, em grupos frouxos e esparsos,
cilindricos, levemente encurvados, proliferando simpodialmente, 32—-123 x 3—5 um, 26
septados, marrons passando a marrom-claro no dpice, lisos cicatriz conidial espessada,
escurecida, de cor marrom; Células conidiogénicas medindo 9-20 x 3-7 um. Loci

conidiogénicos conspicuos, espessado e escurecido. 2-3 um diam; Conidios
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subcilindricos a aciculares, 52—137 x 2—4 um, base truncada, 2—4 um, 5—17 septados, hilo

espessado e escurecido, hialinos, lisos.

Em cultura: crescimento lento (55-58 mm diam apds 25 dias, em BDA e MEA), coldnias
elevadas com borda deprimida e margem crenada, micélio aéreo feltroso “pale mouse
grey”’, “pale vinaceous grey”, “olivaceous grey” ou “lavender grey” centralmente e
periferia “salmon”; reverso com a mesma coloragdo da superficie ou “iron grey”, com
dobras no meio pelo crescimento da col6nia e com ou sem zonac¢do diurna; auséncia de

esporulacdo (Fig. 17)

Material examinado: Brasil, Sobral, Ceard, em folhas vivas de Passiflora foetida, 11 de

Junho de 2018, A. G. Torres (COAD 2629).

Nota: A cultura foi contaminada apds a descricio impedindo que dados moleculares
fossem obtidos, esforcos estdo sendo realizados visando recuperar a cultura e sanar

davidas em relacdo a real identidade deste fungo.

DISCUSSAO

O sucesso na busca por agentes de controle bioldgico para utilizagdo no controle
bioldgico cldssico depende de um conhecimento prévio correto sobre o real centro de
origem da espécie invasora. Muitas vezes, tal informagdo nao existe ou é apenas vaga e
dependente de registros botanicos historicos de ocorréncia da planta. As informacdes
disponiveis ddo conta de uma distribui¢do de P. foetida que se estende desde a costa do
México e Caribe até o sul da América do Sul (GBIF http://www.gbif.org/species/2874211).
No entanto, os resultados do levantamento realizados no ambito deste estudo sugerem
que P. foetida ndo € nativa do nordeste do Brasil como sugerido pelos numerosos relatos
disponiveis no banco de dados CRIA, 2019. Apesar do significativo esfor¢co despendido
em coletas por todos os estados do nordeste do Brasil, a diversidade obtida foi limitada e
ndo incluiu qualquer fungo, ou forma fungoide, pertencente a grupos de patégenos mais
especializados. E notdvel que nenhuma doenca de grupos como mildios, ferrugens
brancas, oidios, ferrugens, carvées ou manchas piche — causados por espécies biotréficas
ou, especializadas e, supostamente, com longo histérico de co-evolu¢do com a espécie

hospedeira, foi obtida nos levantamentos.
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Fungos do género Alternaria estdo entre os mais comuns na natureza, sendo
cosmopolitas e encontrados ocupando nichos dos mais variados havendo espécies
saprofiticas, endofiticas e patogénicas associados a diferentes substratos e hospedeiros
(Woudenberg et al. 2013). Diversas espécies de Alternaria sao fitopatégenos, algumas
das quais bastante polifagas. Aproximadamente 36 espécies de Alternaria foram relatadas
em associacdo com plantas no Brasil (Farr e Rossman 2019), dentre elas temos algumas
que causam doengas em espécies de grande importancia econdmica, tanto em pré como
na poés-colheita: Nicotiana tabacum (tabaco), Lycopersicon esculentum (tomate), Allium
sativum (alho), Solanum tuberosum (batata), Carica papaya (mamao), entre varias outras.
Apesar de haver espécies de Alternaria que causam sérios prejuizos na agricultura, ha
exemplos de espécies que foram avaliadas para uso em controle biolégico de plantas
daninhas, particularmente na abordagem de micoherbicida. Nos EUA dois bio-herbicidas
foram desenvolvidos com base em espécies pertencentes ao género Alternaria, CASST™
(A. cassiae) e Smolder (A. destruens) (Barton 2005), entretanto ndo hé ainda registros de

espécies pertencentes a esse género sendo utilizadas no controle bioldgico cléssico.

A taxonomia desse género foi debatida por anos e ocorreram vdrias classificacoes
e revisoes, antes do advento de tecnologias moleculares a classificagdo era baseada apenas
em caracteres morfolégicos (Lawrence et al. 2016). Estudos mais recentes, utilizando
ferramentas moleculares, mostraram que as espécies de Alternaria se agrupam em 27
secdes, nem sempre correlacionadas com os grupos propostos por Simmons com base
morfoldgica (Lawrence et al. 2013 2014; Woudenberg et al. 2013; Grum-Grzhimaylo et
al. 2015).

Existem 11 espécies de Alternaria relatadas em plantas da familia Passifloraceae,
dentre elas duas ja foram relatadas no Brasil, Alternaria alternata e Alternaria
passiflorae, ambas em Passiflora edulis. Em P. foetida apenas foi relatada a ocorréncia
de A. passiflorae - na Austrdlia, Hawai e Tonga (Farr e Rossman 2019), mas ndo no
Brasil. Comparagdes da morfologia do isolado COAD 2619 com as espécies ja relatadas
em P. edulis indicaram similaridade com A. alternata. Em comparagoes morfoldgicas de
COAD 2619 com A. passiflorae (Simmons 2007) observou-se grandes diferencas.
Conidio6foros, conidios e os bicos apicais de COAD 2619 sdao mais curtos € mais estreitos
que os de A. passiflorae, respectivamente: conidiéforos 25-68 x 3.5-5 um vs 90-130 x
6—8 um, conidios 21-58 x 7.5-12.5 pm vs 70-115 x 1622 pm e bico apical 2.5-12.5 x

2-3 um vs 200220 x 4.5-6.5 um. Alternaria passiflorae se encontra distante filogenética
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e morfologicamente de COAD 2619. Estudos filogenéticos demonstraram que o isolado
COAD 2619 se agrupa com espécies de Alternaria pertencentes a secdo Alternata,
particularmente com o isolado CBS 918.96 (Alternaria alternata). Um estudo
filogenético realizado por Ramires et al. (2018), utilizando a abordagem multilocos
mostrou que A. alternata e A. tenuissima sdo indistinguiveis geneticamente, como ja

havia sido relatado em trabalho anterior por Woudenberg et al. (2013).

Alternaria alternata causa doenca em diversas plantas de importancia econdmica.
Desta forma, parece pouco provavel que COAD 2619 tenha potencial para o controle
bioldgico cldssico, mesmo ndo tendo manifestado sintomas em P. edulis em nossos testes.
No entanto, talvez seja ainda prematuro descartar-se esse isolado nesta fase do trabalho,
particularmente considerando-se a escassez de potenciais agentes detectados até o
momento. Novos estudos do leque de hospedeiro para COAD 2619 s@o recomendaveis

antes de uma decisdo sobre o seu potencial para o controle biolégico.

Plantas de P. foetida apresentando sintomas de antracnose em frutos ou manchas
foliares que, ao serem examinadas em detalhes, se revelaram serem antracnoses foliares,
foram encontradas com grande frequéncia nas amostragens, tendo um impacto

significativo sobre frutos e folhas.

O Geénero Colletotrichum devido a sua grande importancia econdmica e cientifica,
foi recentemente eleito o oitavo grupo mais importante de fungos fitopatogénicos no
mundo e estd distribuido em regides de clima tropical, subtropical e temperado (Dean et
al. 2012). Esse género estd associado com mais de 2000 espécies de plantas (Farr e
Rossman 2019) e € muito conhecido por causar diferentes doengcas como podridao
vermelha da cana-de-agicar, mancha marrom do feijao-caupi, mas suas espécies sao
descritas primariamente como causadoras de antracnose (Lenné 2002).A antracnose,
causada por Colletotrichum spp., € a doenga que mais afeta diretamente o mercado de
frutas (banana, mamao, manga, morango, abacate, entre outros), causando danos e perdas
na pré e pds colheita. Outras culturas de grande importancia econdmica também sdo
afetadas por espécies deste género, como milho e sorgo (Dean et al. 2012). Em regides
da Africa, uma espécie de Colletotrichum, C. kahawae, é responsivel por uma das
doencas mais danosas a cultura do cafeeiro (Varzea et al. 2002). Felizmente a espécie em

questao nunca foi relatada no Brasil (Brasil 2018).

Por outro lado temos espécies pertencentes ao género Colletotrichum que ja foram
utilizadas em programas de controle bioldgico classico, C. gloeosporioides f. sp.
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clidemiae, no controle de Clidemia hirta (Trujillo 2005) e C. gloeosporioides f. sp.
miconiae no controle de Miconia calvescens (Meyer & Killgore 2000b; Meyer et al.
2008), assim como ja foram utilizados no desenvolvimento de bio-herbicidas tais como:
BioMal® a base de C. gloeosporioides f. sp. malvae — para o controle de malva no
Canadd, e Collego™ abase de C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene — para o controle

de angiquinho nos EUA (Barton 2005).

Espécies pertencentes ao género Colletotrichum eram identificadas com base
apenas nas relagdes com seus hospedeiros, sendo que na época da primeira monografia
formal de Colletotrichum, realizada por von Arx, (1957) existiam cerca de 750 espécies.
Esse grande ndmero se deve a suposi¢des de que as espécies de Colletotrichum possuiam
uma especificidade de hospedeiro. No trabalho de von Arx ele reduziu o género, aceitando
apenas 11 espécies, com base em caracteristicas morfoldgicas e sem atribuir nenhuma
énfase a caracteres patologicos (Cannon et al. 2012), entretanto caracteristicas
morfoldgicas podem variar devido a diversos fatores, tornando a taxonomia ambigua e
confusa (Weir et al. 2012). No entanto, segundo Cannon et al. (2012), essa primeira
monografia foi muito importante para os trabalhos subsequentes sobre o género, onde se
evitou atribuir peso a supostas especializacOes em relacao a hospedeiros e, aproveitando-
se os novos métodos moleculares, foi possivel reavaliar os antigos taxa de forma objetiva,
comumente envolvendo andlises multigénicas. Sdo relatadas 13 espécies de
Colletotrichum associadas a plantas da familia Passifloraceae. Dentre elas trés espécies
jé foram relatadas no Brasil (Farr e Rossman 2019), C. boninense em P. edulis (Junior
2010), C. brasiliense em P. edulis (Damm et al. 2012) e C. gloeosporoides em P. alata
(Mendes et al. 1998). A real identidade dos fungos envolvidos nestes relatos de antracnose
no maracujazeiro tem de ser confirmada, frente ao novo tratamento taxondmico dado a
Colletotrichum ao longo dos ultimos anos (Weir et al. 2012.). As antracnoses em folhas
e frutos de P. foetida registradas nos levantamentos efetuados no ambito do presente
trabalho envolviam, como esperado, fungos do género Colletotrichum. Existe apenas um
unico relato de uma espécie de Colletotrichum em P. foetida no mundo. Este é de C.
gloeosporioides na India (Mathur 1979). Novamente, tal relato requer confirmagdo do

real posicionamento do fungo, frente as novidades na taxonomia do género.

Nao foi possivel a distin¢gao do isolado representativo da antracnose de P. foetida
no Brasil (COAD 2620) de outras espécies de Colletotrichum ja relatadas em Passiflora

através de caracteres morfoldgicos. Essas espécies sdo indistintas morfologicamente,
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sendo consideradas espécies cripticas, apenas com os avancos em estudos moleculares
essa diferenciacao foi possivel (Weir et al. 2012). As informacdes moleculares levaram a
identificacio de COAD 2620 como Colletotrichum theobromicola. Esse fungo foi
descrito pela primeira vez associado a Theobroma cacao, e € uma das 22 espécies dentro
do complexo de espécies Colletotrichum gloeosporioides (Weir et al. 2012). No Brasil ja
foi relatado causando doencas em Manilkara zapota (sapoti) (Martins et al. 2018),
Manihot esculenta (mandioca) (Oliveira et al. 2018), Malpighia emarginata (acerola)
(Braganca et al. 2014), Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (eucalipto) (Rodrigues
et al. 2014), Copernicia prunifera (carnaidba) (Araujo et al. 2018), Allium fistulosum

(cebolinha) (Matos et al. 2017), mas nunca como patdgeno de P. foetida.

Os resultados dos postulados de Koch confirmaram a patogenicidade de COAD
2620 para P. foetida. Este € o primeiro relato mundial de C. theobromicola como
patdgeno de P. foetida ou de qualquer membro do género Passiflora. O estudo adicional
envolvendo inoculagdes de mais espécies de Passiflora indicou que COAD 2620 ndo é
restrito a P. foetida. No entanto a Unica espécie de importancia comercial testada foi P.
edulis. Colletotrichum theobromicola ja foi relatado como patégeno de muitas culturas,
vérias das quais de grande importancia econdmica. Trata-se de uma espécie para a qual
ja existem relatos em seis espécies de plantas na Austrdlia (Farr & Rossman, 2019). O
potencial de COAD 2620 para uso como agente de controle bioldgico cldssico parece
limitado. Mesmo assim, talvez se justifique uma andlise adicional antes de sua rejei¢do,
principalmente envolvendo inoculagdes sobre Aeschynomene falcata, Coffea arabica,
Olea europaea, Punica granatum, Stylozanthes guianensis e S. viscosa — todas ja
relatadas como hospedeiros de, C. theobromicola na Austrdlia (Farr & Rossman, 2019).
Segundo Weir et al. (2012), a taxonomia de C. theobromicola ainda ndo estd resolvida e
isolados atualmente classificados como C. theobromicola e sindnimos podem, em estudos
futuros, serem segregadas em taxa distintos com base em sua patogenicidade para

hospedeiros especificos.

Fungos do género Fusarium, assim como comentado para Alternaria, estao entre
0s mais comuns e cosmopolitas na biosfera. Inclui uma grande diversidade de espécies
que podem ser saprofiticas em tecido vegetal, patdgenos de culturas, produtores de
micotoxinas em alimentos, utilizados na producdo de micoproteina para consumo
humano (Nelson et al. 1981; Marasas et al. 1984). Em uma lista mantida pela Sociedade

Americana de Fitopatologia (www.apsnet.org/online/common/search.asp) 81 das 101
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plantas de importancia econdmica listadas sdo atacadas ao menos por uma doenca
causada por fitopatégenos do género Fusarium. A partir de 1980, e sobretudo com o
reexame da taxonomia do género com base molecular, o nimero de espécies reconhecidas
aumentou significativamente. Hoje hd mais de 80 espécies no género e, acredita-se, que

esse nimero continue crescendo (Leslie et al. 2008).

Fungos pertencentes a esse género causam diferentes tipos de doengas, como
manchas foliares, podriddes e murchas. Doengas de grande importancia, inclusive
histérica — como o mal-do-Panama [Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Synder et al.
1940)], s@o causadas por membros desse género. Outros exemplos sdo podriddo radicular
seca, causada por Fusarium solani f. sp. phaseoli em feijio (Phaseolus vulgaris),
podridao vermelha da raiz, causada por Fusarium solani f. sp. glycines em soja (Glycine
max) e batata (Solanum tuberosum) (Mendes et al., 1998), mancha foliar causada por
Fusarium proliferatum em tomate (Solanum lycopersicum L.) (Gao et al. 2016) e mal-
do-pé, causada por Fusarium solani f. sp. passiflorae, em maracuja (Passiflora edulis)

(Bueno et al. 2014).

N3ao hé espécies pertencentes ao género Fusarium sendo utilizados em programas

de controle bioldgico ou como base de produtos biologicos comerciais (Barton 2005).

Nos estudos filogenéticos realizados, o isolado COAD 2626 agrupou-se com
Fusarium pseudocircinatum que pertence ao complexo de espécies Fujikuroi. Caracteres
morfologicos tem utilidade apenas complementar para a diferenciacdo entre espécies
dentro desse grupo (Leslie et al. 2008) dai a importancia dos estudos filogenéticos

utilizando sobretudo os genes TEF, BTUB e RPB2 (Moussa et al. 2017).

Fusarium pseudocircinatum nunca havia sido relatado no Brasil, tampouco em
membros da familia Passifloraceae. Ha dez espécies de Fusarium relatadas associadas a
membros dessa familia botanica mas nenhuma foi detectada como patdgeno de P. foetida
(Farr e Rossman, 2019). A identificacdo do isolado COAD 2626 foi possivel devido a
combinacdo de estudos de morfologia e moleculares. Seu uso em controle bioldgico é
incerto e depende de estudos complementares, no entanto, como essa espécie ja foi
relatada causando mal formacao de frutos em Mangifera indica na Austrélia (Liew et al.
2016), e em outras culturas de interesse comercial, como fuzzy pedicel em pds colheita
de Musa acuminata, na Guatemala (Tarnowski et al. 2010) as perspectivas de seu uso

como agente de controle biolégico cldssico parecem desfavoraveis.
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Cerca de 40 amostras de P. foetida coletadas durante o levantamento apresentando
manchas foliares foram reconhecidas como estando associadas a fungos assexuados do
grupo morfologico informal, e filogeneticamente heterogéneo, dos “cercosporodides”.
Dentre esses o género Cercospora representa um dos maiores grupos de hifomicetos. E
composto principalmente de fitopatogénos causadores de manchas foliares, tendo
relevancia econdmica em diversas culturas (Braun et al. 2014). No Brasil ha mais de 230
espécies Cercospora relatadas causando doengas em plantas (Mendes et al. 2019), como
por exemplo de hospedeiros importantes hd Beta vulgaris (beterraba) (Norse 1974),

Dioscorea cayennensis (card-da-costa) (Torres et al. 2016), Solanum melongena

(berinjela) e Sorghum bicolor (sorgo) (Mendes et al. 2019), entre muitas outras.

A grande maioria das espécies de Cercospora sao reconhecidas apenas por seus
caracteres morfolégicos in vivo. Proporcionalmente, apenas a minoria das espécies tem
culturas depositadas em colecOes oficiais e dados de sequéncia de DNA disponiveis
(Groenewald et al. 2013). Chupp (1953) publicou a tinica monografia mundial sobre esse
grupo de fungos, e Braun et al. (2013) deu inicio a uma série de trabalhos buscando rever
Cercospora spp. e géneros semelhantes mas, devido ao grande tamanho desse grupo, os

trabalhos tem sido realizados de forma gradual.

H4 alguns registros da introducdo em programa de controle biolégico cléssico e
de pesquisas sobre o potencial como micoherbicida de fungos do género Cercospora.
Isolados de Cercospora foram introduzidos na Austrélia para o controle da planta daninha
Heliotropium europaeum (Brun et al. 1995) e hd diversos trabalhos onde se investigou o
potencial de Cercospora caricis como micoherbicida para o controle de Cyperus rotundus

(Teixeira et al. 1999).

Existem seis espécies de Cercospora relatadas em plantas pertencentes ao género
Fassiflora, Cercospora apii, Cercospora canescens, Cercospora granadilla, Cercospora
passifloricola, Cercospora regalis e Cercospora truncatella, dentre elas somente uma
ocorre no Brasil, C. apii (Farr & Rossman 2019), e apenas uma ja foi relatada em P.

foetida, C. passifloricola (Phengsintham et al. 2013), na Tailandia.

Outras espécies antes pertencentes ao género Cercospora ja foram relatadas em
P. foetida, entretanto foram reclassificadas para outros géneros, Cercospora calospilea
como Pseudocercospora calospilea, Cercospora fuscovirens como Passalora
fuscovirens, Cercospora passiflorae-foetidae, Cercospora passiflorae-longipedis e
Cercospora stahlii como Pseudocercospora stahlii (Farr e Rossman 2019).
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O isolado COAD 2621 foi analisado morfolégica e filogeneticamente. Em
comparagdes morfologicas com C. apii (Hsieh et al. 1990) observou-se grandes
diferengas. Conidi6foros de COAD 2621 sdo mais curtos e seus conidios mais estreitos
que os de C. apii, respectivamente: conidi6foros 18—105 pm em COAD 2621 vs 20-300
um em C. apii e conidios 22—50 x 2—4 um em COAD vs 20-300 x 4 — 6.5 um em C. apii.
Adicionalmente COAD 2621 ndo apresenta locus conidiogénico conspicuo, ao contrario
de C. apii. COAD 2621 difere também morfologicamente de C. passifloricola (Chupp
1953) tendo conidios e conidi6foros mais curtos, 100400 pm, e 50-250 um,
respectivamente. O formato dos conidios de COAD 2621 (obclavado, reto ou curvo e
ligeiramente engrossado na base) também diferem dos de C. apii (aciculares, retos a
fortemente curvos, ligeiramente engrossado na base) e de C. passifloricola (estreitamente

obclavado, linear ou ligeiramente curvado, base truncada a subaguda).

A anélise filogenética concatena, utilizando os loci CAL e ACT, mostraram que
oisolado COAD 2621 agrupou com outras espécies do género Cercospora, com alto valor
de probabilidade posterior (100%), e ficou filogeneticamente distante de outras espécies
ja relatadas em plantas pertencentes familia Passifloraceae, para as quais existe
informacdo molecular para comparacdo. A combinacdo de aspectos morfologicos e
moleculares indicam que COAD 2621 € uma espécie nova para a ciéncia € uma nova

espécie serd proposta para acomoda-la.

Os estudos morfoldgicos do isolado COAD 2629 indicaram que ele pertencente
ao género Cercospora e difere de Cercospora sp. nov. (COAD 2621). Diferengas
morfoldgicas significativas sdo: a) conidios e conidiéforos mais compridos que o de
Cercospora sp. nov. conidios de COAD 2629 52—137 um de comprimento vs conidios de
Cercospora sp. nov. 18 — 105 um e conididéforos de COAD 2629 32-123 um de
comprimento vs conididforos de Cercospora sp. nov. 22-55 um de comprimento; b) loci
conidiogénico conspicuo, espessado e escurecido em COAD 2629 enquanto que em
Cercospora sp. nov. sdo inconspicuos, ndo espessados ou escurecidos; ¢) forma dos
conidios, sendo que em COAD 2629 de forma subcilindricos a aciculares enquanto em
Cercospora sp. nov. sdo obclavados, retos ou curvos e ligeiramente engrossados na base.
Comparacdes morfologicas do isolado COAD 2629 com C. passifloricola mostram que
conidiéforos sao menores em COAD 2629, 32 — 123 vs 100 — 400 um. COAD 2629 e C.
apii apresentaram pequenas diferencas, os conidios de COAD 2629 sdao mais estreitos que

os de C. apii, 2 — 4 e 3 — 6, respectivamente. No entanto essas diferencas ndo sdo
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significativas para diferenciar os tdxons. Desta forma, necessita-se de estudos
filogenéticos para elucidar a real posicdo taxondmica do isolado COAD 2629, que serdao

realizados futuramente, bem como testes mais completos de especificidade.

Estudos de especificidade ampliados, com a inclusdo de espécies de Passiflora
nativas da Australia, tais como Passiflora cinnabarina e P. herbertiana serao necessarios
antes de uma decis@o sobre o potencial das cinco espécies flngicas, discutidas nesse
trabalho, para uso como agente de controle biolgico cldssico contra P. foetida. E, no
entanto, importante enfatizar que a busca por outros possiveis agentes de controle
biolégico deve continuar. Possivelmente, estendendo as buscas para dreas na América
Central e Caribe, ao norte, e Paraguai e norte da Argentina, ao sul, pois ha indicacdes de

que P. foetida seja comum nessas regides, que permanecem inexploradas.
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Fig. 1. Pontos onde foram coletadas amostras de P. foetida.
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Fig. 2. Grande populacdo de P. foetida em éarea de restinga.
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Fig. 3. Grande populacdo de P. foetida em meio a Caatinga.
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Fig. 4. Teste de patogenicidade com COAD 2619, Alternaria alternata. A-B: Sintomas
em P. foetida. C-D: Auséncia de sintomas em P. edulis. E-F: Sintomas em P. foetida

(Australia). G-H: Sintomas em P. morifolia.

39



Fig. 5. Teste de patogenicidade com COAD 2620 Colletotrichum theobromicola. A-B: Sintomas em P. foetida. C-D:
Auséncia de sintomas em P. edulis. E-F: Sintomas em P. foetida (Austrdlia). G-H: Sintomas em P. morifolia. 1-J:

Sintomas em P. gibertii.
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Fig. 6. Teste de patogenicidade com COAD 2626 Fusarium pseudocircinatum. A-B: Sintomas em P. foetida. C-D: Auséncia de

sintomas em P. edulis. E-F: Sintomas em P. foetida (Austrélia). G-H: Sintomas em P. morifolia. 1-J: Sintomas em P. gibertii.
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Fig. 7. Teste de patogenicidade com COAD 2621 Cercospora nov. sp. A-B: Sintomas em
P. foetida. C-D: Auséncia de sintomas em P. edulis. E-F: Sintomas em P. foetida

(Austrélia). G-H: Sintomas em P. morifolia.
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Fig. 8. Teste de patogenicidade com COAD 2629 Cercospora sp. A-B: Sintomas em P.
foetida. C-D: Auséncia de sintomas em P. edulis. E-F: Sintomas em P. foetida (Australia).
G-H: Sintomas em P. morifolia.
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Fig. 9. Alternaria alternata: Conidios, conidi6éforos e culturas. A — Condiéforos com

proliferacdo simpodial e loci conidiogénicos conspicuos (Barra = 10um). B—-C — D —
Conidios fargmoseptados (Barra = 10um). E — Colonia em BDA na presenga de luz. F —
Colonia em BDA na auséncia de luz. G — Colonia em EMA na presenca de luz. H —

Colonia em EMA na auséncia de luz.
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Alternaria avenicola CBS 121459

Alternaria calycipyricola CBS 121545

Alternaria photistica CBS 21286

1 0,%

Alternaria eryngii CBS 121339

Alternaria panax CBS 48281

ia thalictrigena CBS 121712

Alternaria brassicae CBS 116528

I Alternaria cinerariae CBS 116495

 E— Alternaria sonchi CBS 119675

Alternaria dianthicola CBS 116491

1 Alternaria helianthiinficiens CBS 11737

L Atternaria helianthiinficiens CBS 2088

1§ Alternaria japonica CBS 118390

L Alternaria nepalensis CBS 118700

1 Alternaria leucanthemi CBS 42265

L Alternaria leucanthemi CBS 42165

Alternaria brassicicola CBS 118699
1 L

Alternaria mimicula CBS 118696

t Alternaria septorioides CBS 10641

Alternaria solidaccana CBS 118698

'

Alternaria tropica CBS 117216

0.96|

Alternaria soliaridae CBS 118387

Alternaria passifiorae CBS 11338

Alternaria aragakii CBS 59493
Alternaria longipes CBS54094
Alternaria alternata BMP0270

COAD 2619

&— Alternaria tenuissima CBS 91896

Alternaria alternata CBS 91696

_1|j Alternaria gaisen CBS 63293

Alternaria arborescens CBS 102605

Fig. 10. Arvore filogenética inferida a partir de analise bayesiana baseada na sequéncia

RPB2. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos nds. Alternaria soliaridae

representa o tdxon externo. O isolado obtido da Passiflora foetida esta em negrito.
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Fig. 11. Colletotrichum theobromicola: Setas, conidios, conidiéforos, apressoérios e

culturas. A — Setas com formacao de conidio no dpice (Barra = 20pm). B — Conidi6éforo
com conidio aderido (Barra = 10um). C — Conidios subcilindricos (Barra = 10um). D —
E — Apressérios com poro central, unicelular, lobado (Barra = 10um). F — Coldnia em
BDA na presenca de luz. G — Colonia em BDA na auséncia de luz. H — Colonia em EMA

na presenca de luz. I — Coldénia em EMA na auséncia de luz.
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Colletotrichum boninense ICMP 17904

Colletotrichum hippeastri CBS 24178
Colletotrichum brasiliense CBS 128501

l[ Colletotrichum xanthorrhoeae BRIP 45094
Colletotrichum xanthorrhoeae ICMP 17820
1 [ Colletotrichum alatae ICMP 17919
1 Colletotrichum alatae ICMP 18122

r Colletotrichiam gloeosporioides DAR 76936

Colletotrichum gloeosporioides ICMP 17821

Colletotrichum gloeosporioides ICMP 12066

0.9

Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18730

Colletotrichum gloeosporioides ICMP 12938
L|: Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18694

Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18695

“ Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18697
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 12939
Colletotrichum gloeosporioides CBS 119204

Colletotrichum horii ICMP 12942

Colletotrichum horii ICMP 12951

O Colletotrichum horii ICMP 10492

Colletotrichum horii ICMP 17968
Colletotrichum theobromicola ICMP 18576

L{ Colletotrichum theobromicola ICMP 18566

Colletotrichum theobromicola ICMP 18565

Colletotrichum theobromicola CBS 125393

Colletotrichum theobromicola CBS 124945
959 Colletotrichum theobromicola ICMP 17100
Colletotrichum theobromicola ICMP 17099

Colletotrichum theobromicola ICMP 17814

Colletotrichum theobromicola CBS 14231

Colletotrichum theobromicola ICMP 17958
Colletotrichum theobromicola ICMP 18567
0.891 Colletotrichum theobromicola ICMP 15445
Colletotrichum theobromicola ICMP 17957
COAD 2620

Colletotrichum theobromicola ICMP 17895

Colletotrichum truncatum PTTI11

Fig. 12. Arvore filogenética inferida a partir de analise bayesiana multilocus baseada nas
sequencias ACT, BTUB E GAPDH. Probabilidades posteriores sao indicadas acima dos
nos. Colletotrichum truncatum representa o taxon externo. O isolado obtido da Passiflora

foetida estd em negrito.
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Fig. 13. Fusarium pseudocircinatum: Macro e microconidios, clamiddsporos e culturas.

A — Macroconidios (Barra = 10um). B — C — Clamidésporos (Barra = 10um). D —
Microconidios (Barra = 10pum). E — Colonia em BDA na presenga de luz. F — Col6nia em
BDA na auséncia de luz. G — Colonia em EMA na presenca de luz. H — Colonia em EMA

na auséncia de luz.
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Fusarium fujikuroi NRRL 13566
0.96}

i Fusarium prolife NRRL 22944

1 ‘————— Fusarium concentricum NRRL25181

Fusarium sacchari NRRL 13999

Fusarium sub NRRL22016

Fusarium circinatum NRRL25331

— Fusarium guttiforme NRRL 22945

\—————  Fusarium ananatum CBS 118516T

Fusarium acutatum NRRL 13308

Fusarium verticillioides NRRL 22172
Fusarium musae NRRL 25059
1
7 1
Fusarium musae NRRL 28893

Fusarium lactis NRRL25200

COAD 2626
[

‘— Fusarium pseudocircinatum NRRL 53573
Fusarium oxysporum NRRL 26374
1
: |: Fusarium oxysporum £, sp. passifiorac NRRL 22549

Fusarium oxysporum NRRL 22902

0.008

Fig. 14. Arvore filogenética inferida a partir de analise bayesiana multilocus baseada nas
sequencias, BTUB E TEF. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos nos.
Fusarium oxysporum representa o tixon externo. O isolado obtido da Passiflora foetida

estd em negrito.
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Fig. 15. Cercospora sp. nov.: Conidiéforos, conidios e culturas. A — Conidiéforo (Barra

=20um). B — C — D — Conidios). E — Colonia em BDA na presenca de luz. F — Colonia
em BDA na auséncia de luz. G — Colonia em EMA na presenca de luz. H — Coldnia em

EMA na auséncia de luz.
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E Cercospora cf. flagellaris CBS 113127

Cercospora cf. flagellaris CBS 132637
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—— Cercospora apii STEU 5110
L Cercospora apii CBS 114418
Cercospora beticola CPC 11344
Cercospora beticola CBS 113069
Cercospora beticola CPC 5113
Cercospora beticola CBS 11647
Cercospora beticola CBS 116454

0.99 Cercospora armoraciae CBS25067
ﬂ_‘:: Cercospora armoraciae CBS55571
Cercospora capsici MUCC574

— Cercospora zebrina STEU 3957

Cercospora violae s 25167
0_95—‘E Cercospora violae CPC 5368
1 Cercospora violae MUCC 129
0.99 —————— Cercospora zebrina CBS 10822

'— Cercospora zebrina CBS 112736
Cercospora zebrina CBS 112893

0.62 Cercospora cf. physalidis CBS 76579
_[: Cercospora sp. H CBS 115205
Cercospora sp.1CBS 114815

0.69 Cercospora celosiae CBS 132600

0.77 Cercospora sp. 1 CBS 114816

t— Cercospora sp. G CBS 115518

1 | Cercospora sp. G CPC 5438

Cercospora sp. H CPC 11620

Cercospora olivascens CBS 25367

—lr Cercospora cf. nicotianae CBS 57069

Cercospora cf. nicotianae CBS13132

i Cercospora cf. coreopsidis CPC 10122
- Cercospora cf. coreopsidis CBS 132598

|~ Cercospora aff. canescens CBS 111133
L Cercospora afY. canescens CBS 111134

1 E Cercospora cf. zinniae CBS 132624
Cercospora cf. zinniae CBS 132676

- Cercospora sp. Q CBS 132656
L Cercospora sp. Q CPC 10551
|~ Cercospora cf. malloti MUCC 575
0.75 L Cercospora cf. malloti MUCC 787
— a8 Cercospora malayensis KACC 47655
- _rwg{__L Cercospora cf. richardiicola CBS 132627
- Cercospora cf. richardiicola MUCC 128
COAD 2621

Cercospora sp. P CBS 112894
Cercospora sp. P CBS 112730
Cercospora sp. P CBS 112728

Cercospora z ydis CBS 117755

0.02

Fig. 16. Arvore filogenética inferida a partir de analise bayesiana multilocus baseada nas
sequencias ACT e CAL. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos nos.
Cercospora zeae-maydis representa o tdxon externo. O isolado obtido da Passiflora

foetida estd em negrito.
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SR N - A,

Fig. 17. Cercospora sp.: Conidi6foros, conidios e culturas. A — Conidiéforo (Barra =
20pm). B — C — Conidios (Barra = 10pum). D — Colonia em BDA na presenca de luz. E —
Colonia em BDA na auséncia de luz. F — Colonia em EMA na presenca de luz. G —

Colonia em EMA na auséncia de luz.
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Tabela 5: Primers utilizados na PCR para sequenciamento.

Primer Referéncia
T1 O’Donnell & Cigelnik (1997)
Bt-2b Glass & Donaldson (1995)
CAL-228F Carbone & Kohn (1999)
Groenewald et al. (2013) & Quaedvlieg et al.
CAL2Rd (2011)
CAL-737R Carbone & Kohn (1999)
ACT-512F Carbone & Kohn (1999)
ACT-783R Carbone & Kohn (1999)
GDF1 Guerber et al. (2003)
GDRI1 Guerber et al. (2003)
ITS4 White et al. (1990)
ITS5 White et al. (1990)
fRPB2 5F Liu et al. (1999)
fRPB2 7R Liu et al. (1999)
EFCF1 Jones et al. (2011)
EFCF2 T.C. Harrington (Ndo publicado)
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http://www.jstor.org/stable/3761358
http://apsjournals.apsnet.org/doi/abs/10.1094/PDIS-05-11-0424
http://www.public.iastate.edu/~tcharrin/homepage.html

Tabela 6. Numero de acessos do GenBank de isolados incluidos neste estudo.

Espécie Isolado TEF1 TUB RPB2 GAPDH ACT CAL
Alternaria alternata CBS 916.96 KC584375
BMP 0270 JQ811952
A.avenicola CBS 121459 KC584380
A.brassicae CBS 116528 KC584382
A.brassicicola CBS 118699 KC584383
A.calycipyricola CBS 121545 KC584384
A.cinerariae CBS 116495 KC584389
A.dianthicola CBS 116491 KC584394
A.eryngii CBS 121339 KC584397
A.helianthiinficiens CBS 117370 KC584402
CBS 208.86 KC584403
A.japonica CBS 118390 KC584405
A.leucanthemi CBS 421.65 KC584472
CBS 422.65 KC584473
A.limaciformis CBS 481.81 KC584407
A.mimicula CBS 118696 KC584411
A.nepalensis CBS 118700 KC584414
A.panax CBS 482.81 KC584417
A.photistica CBS 212.86 KC584420
A.septorioides CBS 106.41 KC584427
A.soliaridae CBS 118387 KC584431
A.solidaccana CBS 118698 KC584432
A.tenuissima BMP 0304 AY563302
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CBS 91896 KC584435
A.sonchi CBS 119675 K(C584433
A.thalictrigena CBS 121712 KC584436
Cercospora apii STEUS5110 DQ233371 | DQ233397
CBS 114418 AY840448 | AY840415
CPC 5260 IJX143041 | JX142795
C. armoraciae CBS 250.67 JX143053 | 1X142807
CBS 555.71 IJX143058 | JX142812
C. asparagi AS1601 KY549091 | KY549093
AS1602 KY549092 | KY549094
C. beticola CPC 11344 DQ233385 | DQ233411
CBS 113069 DQ233377 | DQ233403
CPC 5113 DQ233378 | DQ233404
CBS 116454 AY840457 | AY840424
CBS 116.47 AY752196 | AY752227
C. aff. canescens CBS 111133 DQ835103 | DQ835130
CBS 111134 DQ835104 | DQ835131
C. cf. coreopsidis CBS 132598 JX143097 | JX142851
CPC 10122 IJX143098 | JX142852
C. cf. malloti MUCC 575 JX143138 | JX142892
MUCC 787 JX143139 | JX142893
C. mercurialis CBS 549.71 JX143140 | JX142894
CBS 550.71 IX143141 | JX142895
C. neomaricae COAD 2390 MK370892 | MK370894
C.sp. F CPC 12062 DQ185095 | DQ185107
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C.sp. G CBS 115518 IX143195 | 7X142949
CPC 5438 IX143196 | IX142950
Csp H CPC 11620 IX143198 | 1X142952
CBS 115205 IX143197 | 1X142951
COAD 2292 MK370891 | MK370893
Csp. 1 CBS 114815 IX143199 | 7X142953
CBS 114816 TX143200 | 1X142954
C sp. P CBS 112728: CPC 3949 DQ835111 | DQ835138
CBS 112730; CPC 3948 DQ835112 | DQ835139
CBS 112894; CPC 3950 DQ835113 | DQ835140
C. violae CBS 251.67 IX143250 | IX143004
CPC 5368 1X143251 | 1X143005
MUCC 129 IX143252 | IX143006
C. zeae maydis CBS 117755 DQI85096 | DQI185108
C. zebrina STEU 3957 IX143258 | 1X143012
CBS 112736 IX143259 | 1X143013
CBS 112893 TX143260 | 1X143014
C. zeina CPC 11995 DQI85105 | DQ185117
CPC 11998 DQI85106 | DQIS5118
C. cf. zinniae CBS 132624 IX143272 | IX143026
CBS 132676 IX143273 | JX143027
Colletotrichum alatae CBS 3(1)‘71'96179’ ICMP 1X010383 JX009990 | JX009471
ICMP 18122 1X010449 TX010011 | JX009470
C. brasiliense CBS 128501 1Q005669 Q005322 | 1Q005583
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MAFF 305972, ICMP

C. gloeosporioides DAR 716 8973368’ ICMP JX009976 | J1X009542
IMI 356878, ICMP
17821 CBS 112909 IX010445 IX010056 | JX009531
ICMP 12939 7X009931 | JX009462
ICMP 12066 7X009955 | JX009550
ICMP 18730 7X009981 | JX009548
ICMP 12938 71X009935 | JX009560
ICMP 18694 JX009980 | JX009481
CBS 119204, ICMP
ot IX010013 | JX009502
ICMP 18695 7X009979 | IX009494
CMP 18697 7X009987 | JX009557
C. hippeastri CBS 2411;'97286 ICMP IX009932 | 7X009485
C. horii ICMP 12942 1X010375 GQ329686 | 1X009533
ICMP 12951 GQ329683 | TX009466
NBRC17(;7982’ ICMP IX010450 GQ329681 | TX009438
ICMP 17968 1X010378 GQ329682 | TX009547
, MUCL 42295, ICMP
ICMP 18566 1X010376 7X009953 | JX009496
ICMP 18565 1X010374 7X010029 | JX009449
ICMP 18567 1X010377 7X009985 | JX009457
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ICMP 18576 JX010022 | I1X009532
ICMP 17895 JX010382 JX010057 | IX009568
ICMP 15445 JX010027 | JX009509
CBS 125393, ICMP
13650 JX009982 | I1X009503
CB3 1214%1396159, ICMP 1X010447 IX010006 | 1X009444
ICMP 17099 JX009957 | JX009493
ICMP 17100 IX009947 | I1X009507
MI 34571;124 ICMP IX010379 IX010003 | 7X009448
MUCL 42294, ICMP
17957. CBS 124251 JX010380 JX009962 | 1X009575
CBS 142.31, ICMP IX010373 1X010024 | IX009516
17927
C. truncatum PTTJ11 MH136809 MH136810
BRIP 45094, ICMP
C. xanthorrhoeae 17903, CBS 127831 JX010448 JX009927 | JX009478
IMI 350817a, ICMP
17820 JX010008 | JX009479
Fusarium acutatum NRRL 13308/CBS402.98 | AF160276 | U34431
F. ananatum CBS 118516 T LT996091 | LT996112
F. circinatum NRRL 25331 T AF160295 | U61547
F. concentricum NRRL 25181 U61548
F. fujikuroi NRRL 13567 AF160279 | U34415
F. guttiforme NRRL 22945 AF160297 U34420
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NRRL 25200/IHEM

F. lactis 7412 AF160272

F. musae NRRL 25059 T FN552086 | FN545368

NRRL 28893 FN552092 | FN545374

F. oxysporum NRRL 26374 AF008483 | AFO08518
NRRL 22902 U34424

F. oxysporum f. sp. passiflorae NRRL 22549 AFO008505 | AF008540
F. proliferatum NRRL 22944 AF160280 | U34416

F. pseudocircinatum NRRL 53573 MG838029 | GU737291
F. sacchari NRRL 13999 AF160278 | U34414
F. subglutinans NRRL 22016 AF160289 | U34417
F. verticillioides NRRL 22172 AF160262 | U34413
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