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RESUMO

LISBOA, Willyane da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2017. Antevendo as ameacas fungicas par&tevia rebaudiana, uma cultura
agrondmica em expansadOrientador: Robert Weingart Barreto

Stevia rebaudian®ertoni (Asteraceae) popularmente conhecida como erva-doce do
Paraguai é uma planta perene nativa da Serra de Amambai e ocorre espontaneamente
no Paraguai e em regibes adjacentes do Brasil e Argentina. E uma fonte importante
de adocante natural em cujas folhas encontram-se glicosideos (esteviosideos e
rebaudiosideos) que podem ser 300 vezes mais doces que a sacarose da cana-de
acucar. As suspeitas de que o consumo dos adocantes sintéticos tenha efeitos nocivos
para a saude tém ocasionado um aumento na demanda dos edulcorantes naturais, e
neste caso &. rebaudianatem chamado atencdo, pois além de ser um produto
natural ainda apresenta propriedades farmacéuticas. Com o rapido aumento do
cultivo e comercializagdo da cultura ocorre o inevitavel surgimento de problemas
fitossanitarios relacionados a doencas fungicas. Até 0 momento pouco se sabe sobre
0s patégenos associadoS .arebaudianando apenas no Brasil, mas no mundo todo.

Com objetivo de esclarecer e complementar as informacdes relacionadas aos fungos
fitopatogénicos deS. rebaudiana foi realizado um levantamento dos fungos
associados a esta planta no Brasil e no Paraguai visando produzir uma descricdo mais
completa da sua micobiota. Durante o levantamento foram obtidas amostras da
regido sul e sudeste do Brasil e do Paraguai. Foram encontrados, descritos (através de
morfometria e analises moleculares) e ilustrados doze fungos, dentre os quais dois
sdo aqui reconhecidos como novos taxa, sao eles: cinco hifomicetos/formas
assexuadas de ascomicetolltgrnaria burnsij Alternaria novae-guineensis
Cercosporasp., Corynespora cassiicola Fusariumsp.), cinco celomicetos/formas
assexuadas de ascomiceto€ol(etotrichum truncatum Elsinoé sp. nov.,
Macrophomina phaseolind?homa omnivireng Septoriasp. nov.), uma ferrugem

(Aecidium minimumne um basidiomicetoAghelia rolfsii).
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ABSTRACT

LISBOA, Willyane da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2017.Anticipating as fungal threats to Stevia rebaudiana, an agronomic culture
in expansion.Adviser: Robert Weingart Barreto

Stevia rebaudian®8ertoni (Asteraceae) commonly known as Paraguay sweet herb is
a perennial plant native from the Amambay region and occuring spontaneously in
Paraguay and adjacent regions of Brazil and Argentina. It is an important source of
natural sweetenerithh leaves contain glycosides (steviosides and rebaudiosides) that
can be 300 times sweeter than sugarcane. The suspected negative health effects of
the consumption of synthetic sweeteners have caused an increase in the demand for
natural sweetenersStevia rebaudianahas attracted much attention an option
because besides being a natural product it has other benefitial pharmaceutical
properties. The rapid increase in cultivation and commercialization has been
accompanied - inevitapl- by the emergence of phytosanitary problems, including
fungal diseases. Until now, little is known about the pathogens associate&.with
rebaudiana not only in Brazil, but also worldwide. In order to clarify and
complement the information related to phytopathogenic fundgs.ofebaudianaa
survey of fungi associated with this species in Brazil and Paraguay was carried out in
order to produce a more complete description of its mycobiota. During the survey,
samples were obtained from the southern and southeastern regions of Brazil and
from Paraguay. Twelve fungi were collected, descriftecbugh morphometry and
molecular analysis) and illustrated, are: five ascomycete/hyphomycete asexual
morphs Alternaria burnsij Alternaria-novae-guineensis Cercospora sp.,
Corynespora cassiicoland Fusarium sp.), five ascomycete/coelomycete asexual
morphs Colletotrichum truncatumElsinoé sp. nov.,Macrophomina phaseolina
Phoma omnivirengnd Septoriasp. nov.), a rust fungug\écidium minimumand a

basidiomyceteAthelia rolfsii).
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INTRODUCAO GERAL

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude a obesidade se tornou uma doenca
cronica nas Ultimas décadas estando amplamente disseminada tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento (WHQ).2@la é
frequentemente acompanhada por complicacdes graves decorrentes tais como o
diabetes (Chan et al. 1994) e problemas -cardiovasculares (Pouliot 1994).
Recomendagfes fundamentais dadas pela comunidade médica envolvendo adocao de
habitos alimentares saudaveis e realizacao de atividades fisicas regulares, apesar de
bem conhecidas como fundamentais para a prevencao e tratamento de tais condi¢cdes,
séo rejeitadas ou de dificil adog¢éo por parte significativa da populacdo (Ravussin &
Swinburn 1992). Dentre as medidas mais populares para o controle da obesidade
estdo as dietas, e particularmente as que envolvem a reducdo ou eliminacdo do
consumo de acucar com sua substituicdo ou mistura com adocantes artificiais tais
como a sacarina, a sucralose e o aspartame (Rosado & Monteiro 2001). Porém, o uso
destes edulcorantes sintéticos é objeto de uma longa controvérsia, havendo estudos
que sugerem efeitos nocivos de seu consumo continuado e até mesmo que 0S Seus
consumidores, a longo prazo, apresentam ganho de peso ao invés da reducéo
esperada como advinda do consumo de adocantes ndo caldricose(Bellisl
Drewnowski 2007). Pior ainda séo as evidéncias de que tais consumidores tenham
aumentado o seu risco de desenvolverem diabetes do tipo 2, a sombra de suspeicéo
também pesa sobre os adocantes artificiais sobre uma possivel conexdo com o
aumento de incidéncia de determinados tipos de cancer (Fagherazzi et al. 2013). Isso
faz com que a comunidade médica, o publico consumidor e a industria,
particularmente a de refrigerantes, tenham grande interesse pelo desenvolvimento e
aprovacdo de uso de adocantes naturais como substitutos para os adocantes
sintéticos.

Uma fonte promissora de adogante natukaBtevia rebaudiana(Bertoni)
Bertoni). A planta € um arbusto que tem na producdo de glicosideos seu principal
valor econdmico (Gardana et al. 2010; Ghanta et al. 2007; Chatsudthipong &
Muanprasat 2009 Oito glicosideos com propriedades adocantes foram identificados
em tecidos foliares d&. rebaudiana(Singh & Rao 2005). De acordo Kinghorn
(1987), os quatro principais glicosideosias esteviosideo, rebaudiosideo-A,

rebaudiosideo-C e dulcosideo-A, sendo que o esteviosideo e o rebaudiosideo-A sao



os glicosideos mais doces. O esteviosideo geralmente compde a maior parte do
edulcorante (60-70% do teor total de glicosideos), é avaliado 110-270 vezes mais
doce que o agUcar, entretanto apresenta um sabor amargo, que nao € apreciado pela
maioria das pessoas, 0 que reduz a sua aceitabilidade (Yadav et al. Q011).
rebaudiosideo-A tem o perfil de sabor mais desejado (DuBois 2000), geralmente esta
presente como 30-40 % do edulcorante total e € mais doce, sendo avaliado como
100-400 vezes mais doce que o acucar, mas sem sabor (after-taste) amargo, o que
leva a ser mais aceito (Yadav et al. 2011).

Depois de uma controvérsia iniciada nos EUA sobre a seguranca para a saude do
uso deS. rebaudianae seus derivados o FDA (Food and Drug Administration dos
EUA) restringiu a sua importacao e uso no inicio da década de 1990 por insuficiéncia
de informacado toxicolégica, uma situacdo que perdura para partes da planta, seu
extrato e alguns de seus derivados (FDA 2015). No entanto, a substancia
rebaudiosideo-A, obtida a partir de extratos altamente purificad8s daudiana
foi aprovada para uso como adocantes nos EUA como resultado de iniciativas das
empresas Coca-Cola e Cargill (FDA 2008). Outras empresas fabricantes de
refrigerantes como a PepsiCo, em colaboracdo com Pure Circle também estao
empenhadas em registrar suas variantes de adocantes obti@osethaudianaA
abertura do mercado americano para os derivadoS. debaudianagerou uma
“corrida do ouro” para o cultivo de S. rebaudianaem varios paises do mundo. No
Brasil, também se considera que a exploracdo racional desta planta representa uma
excelente oportunidade de producéo e comercializagcdo de adocantes naturais para o
consumo interno ex@ortacao e uma “nova cultura” para agricultores no sul, sudeste
e centro-oeste (Lima Filho et al. 2004). Aqui o uso de extrato de folh& de
rebaudianae esteviosideo puro € oficialmente permitido desde 1988 (Brasil 1988).

Conhecida como erva doce do ParagB&eyvia rebaudiangBertoni) Bertoni, é
um arbusto da familia Asteraceae (Lemus-Mondaca et al. 2012). A planta € um
arbusto perene com folhas pequenas elipticas, hastes pequenas e delicadas e possui
um extenso sistema radicular (Shock 1982). As folhas sdo sésseis, 3-4 cm de
comprimento, alongadas-lanceoladas ou espatuladas com margens serrilhadas do
centro para a ponta. O caule é lenhoso e pubescente na parte inferior. O rizoma tem
ligeira ramificacdo de raizes. As flores sdo hermafroditasquenas e
esbranquicadasa corola é tubular, pentalobulada, os capitulos sédo terminais

ouaxilares, agrupadas em paniculas corimbosas. A planta é auto incompativel e o
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fruto € um fuso de cinco nervuras em forma aquénios (Lemus-Mondaca et al. 2012).
Das 200 espécies do género, apeBasrebaudianae S. aristata apresentam
principios edulcorantes (Lima Filho et al. 2004). Existem mais de 144 variedades de
S. rebaudianano mundo, sendo a Morita 2 a que mais se destaca para a producéo de
adocantes. Esta variedade apresenta varios ecotipos sendo que a mais cultivada é a
Airete devido ao seu maior potencial edulcorante (Cruz 2015).

E uma planta nativa da Serra de Amambai e ocorre espontaneamente no Paraguai
e em regides adjacentes do Brasil e Argentina (Soejarto 2002). Segundo Lewis
(1992),Stevia rebaudianghamou atencéo dos europeus em 1887 quando o botanico
Moisés Santiago Bertoni conheceu suas propriedades particulares junto aos indios
Guaranis paraguaios e mesticos, que ja utilizavam suas folhas para adocar erva-mate
ou como um agente edulcorante em geral por séc@tevia rebaudianafoi
classificada botanicamente em 1899, quando Moisés Santiago Bertoni a descreveu
detalhadamente. Inicialmente foi chamadeEdeatorium rebaudianaem 1905 seu
nome foi alterado par@tevia rebaudian@Bertoni) Bertoni (Barriocanal et al. 2008).

No Paraguai, seu cultivo comercial teve inicio em 1964 (Katayama et al. 1976;
Lewis 1992). O primeiro pais do continente asiatico, a comercidizegbaudiana
como adogante em diversos alimentos e na industria farmacéutica foi o Japéo
(Abdullateef & Osman 2011). A partir disso o cultivo da planta se difundiu pela
Asia, em paises como China, Coréia do Sul, Malasia, Singapura, Taiwan e Tailandia
(Chatsudthipong & Muanprasat 2009) e também para varios outros paises como
Brasil, México, Estados Unidos, Canada e partes da Europa (Amzad-Hossain et al.
2010; Gardana et al. 2003). Os principais paises produtor8s dEbaudianano
mundo hoje sao Japao, China, Coréia, Taiwan, Tailandia, Indonésia, Laos, Malasia e
Filipinas; representam 95% da producdo mundial sendo que a China apresenta a
maior area de plantio e o Japdo € o pais que possui 0 maior numero de fabricas para
processamento (Cruz 2015). Na América é cultivada principalmente no Paraguai,
Brasil, Argentina, Colébmbia, Peru e Equador. O Paraguai é um dos grandes
produtores mundiais com cerca de 1500 hectares destinados ao plarfio de
rebaudiana(Rodriguez et al. 2007

A propagacao d&. rebaudiangode ser feita via estacas ou sementes. Como a
taxa de germinacdo é baixa e a propagacédo via estacas é relativamente dificil,
cultura de tecidos é considerada uma boa alternativa para a propagacdo em grande

escala (Sivaram & Mukundam 2008).crescimento 6timo se da em torno de 20-24°
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C e a planta possui uma consideravel necessidade de agua, possui crescimento rapido
e pode ser cultivada como planta perene ou anual, variando de acordo com as
condicOes de cada regido (Lemus-Mondaca et al. 2012). O plantio pode ser realizado
em qualquer época do ano, desde que se tenha um sistema eficiente de irrigacéo, o
tempo entre uma colheita e outra é de 50 a 60 dias, mas deve-se ficar atento, pois a
colheita deve ser realizada assim que os primeiros botdes florais forem observados,
pois, passado esse ponto a qualidade do produto final decresce (Jaramillo 2011).

Stevia rebaudian@ uma planta que estd em fase de domesticacédo e, apesar de
seu cultivo ja estar difundido ha algumas décadas em paises como o Japao, ha poucos
resultados de pesquisa agronémica publicados sobre o seu cultivo, particularmente
sobre aspectos fitossanitarios da cultura. Ha pouca informacéo técnica atualizada
publicada sobre a cultura, particularmente no Brasil onde a referéncia agronémica
mais citada data de 2004 (Lima Filho et al. 2004). Conhecer-se previamente 0s
patbgenos que existem associadoS. aebaudianano seu centro de origem tem
grande relevancia estratégica para o futuro sucesso da cultura. E praticamente
inevitavel que os patégenos que existem em equilibrio com a planta na natureza,
eventualmente se disseminardo espontaneamente ou acidentalmente para as areas de
cultivo. Dessa forma& necessario entdo caracteriza-los, elucidar aspectos de sua
biologia e investigar as medidas para o manejo das doencas que eles causam para que
estas ja estejam previamente disponiveis para a reducéo de perdas de producéo e de
qualidade do produto quando da ocorréncia de epifitias.

Os relatos existentes de fungos associaddS. aebaudianasdao em geral
incompletos quanto a identificacdo das espécies envolvidas. Ocorréncias de fungos
identificados apenas confusariumsp., Rhizoctoniasp.,Alternaria sp.,Curvularia
sp.,Colletotrichumsp.,Cladosporiunsp.,Accohytasp., Thielaviopsissp.,Pestalotia
sp., Cercosporellasp., Helmintosporiumsp., Drechslerasp. e Nigrospora sp.
foram mencionados por Arturo et al., 200Bhomopsissp., Curvularia sp.,
Botryodiplodiasp., Phlyctaenasp.,Aspergillussp., Colletotrichumsp., Septoriasp.,
Alternaria sp., Rhizoctoniasp., Sclerotinia sp., Sclerotiumsp. eFusariumsp. séao
citadas por Cruz, 2015. Em Farr e Rossman (2017) séo liststersiatia alternata
(India), Alternaria steviae(Japéo),Botrytis cinerea(ltalia), Fusarium oxysporum
(Brasil), Fusarium solani(India), Oidium sp. (Brasil), Sclerotinia sclerotiorum
(Canada, EUA)Septoriasp. (Brasil),Septoria steviadCanada, China)}Jromyces
sp. (Brasil) eVerticilium dahliae(EUA). Estes estariam associados a doengas tais
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como murchas, manchas necrdticas, “enegrecimento” e podriddes florais ¢ foram
relatados ou listados no Brasil, Canada e Paraguai (Arturo et al. 2009).

Os fungos listados como ocorrendo associad8s reebaudianaregistrados no
Brasil sdo: Alternaria alternata, Alternaria steviae, = Fusarium oxysporum,
Oidiumsp, Sclerotium rolfsii, Septoriap. e Uromycessp. Essa é a informacéo
disponivel no banco de dados “Fungos Relatados em Plantas no Brasil” (Mendes &
Urben 2017). Em Lima Filho et al. (2004) os patdégenos fungicd debaudiana
citados sad\lternaria steviagSeptoria steviae Sclerotium rolfsii Nesta publicacéo
0s autores recomendam que deve ser evitada a aplicacdo de defensivos agricolas.
Essas aplicacbes somente devem ser efetuadas quando os agentes biolégicos
alcancarem o nivel de dano econdémico. Caso atinjam, tem sido recomendada
aplicacdo de fungicidas como benomil e metil-tiofanato. Estas sdo as Unicas
informacdes sobre patdgenos associad®srabaudianano Brasil.

Levando em consideracdo q& rebaudianaé uma planta com grande
potencial econdmico e que tem sido cada vez mais procurada devido ao aumento no
consumo de produtos naturais e até 0 momento apenas levantamentos parciais dos
fungos fitopatogénicos associadds. rebaudianaforam realizados, tornaes
importante que se realizem estudos visando esclarecer a etiologia das doencas que
afetam este hospedeiro. Neste trabalho, objetivou-se levantar e caracterizar com base
em caracteristicas morfolégicas e moleculares fungos encontrados assoctados a

rebaudianano Brasil e no Paraguai.
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Resuma Uma pesquisa sobre fungos associados a pfietaa rebaudiandfonte

de adocante natural) foi realizada no Brasil e no Paraguai com o objetivo de levantar
e caracterizar fungos em associacdo com este hospedeiro baseando-se em
caracteristicas morfolégicas e moleculares. Doze espécies de fungos foram coletados,
identificados, descritos e ilustrados, incluindo: cinco hifomicetos/formas assexuadas
de ascomicetosAfternaria burnsij Alternaria novae-guineensisCercosporasp.,
Corynespora cassiicol@ Fusariumsp.), cinco celomicetos/formas assexuadas de
ascomicetos (olletotrichum truncatum Elsinoé sp. nov., Macrophomina
phaseolina Phoma omnivirense Septoria sp. nov.), uma ferrugemAécidium
minimun) e um basidiomicetoAthelia rolfsi). Dois entre os fungos coletados
representam novos taxa e 0s outros representam novos relatos para o hospedeiro ou
novos registros geograficos, exceto pAthelia rolfsii (Sclerotium rolfsij, que ja

havia sido relatada no Brasil e no Paraguai atacando esse hospedeiro. Para
Cercosporasp. eFusariumsp.ainda néo foi possivel se chegar a uma identificagdo
completa do taxon envolvido. Todas as espécies, éxatonimum e M. phaseolina

foram capazes de reproduzir doenca &n rebaudianaapdés o teste de

patogenicidade.

Palavras chave: Adocante, Asteraceae, fungos fitopatogénicos, rebaudiosideo,

taxonomia.

Introducao

Stevia rebaudiandAsteraceae) nativa da Serra do Amambai no nordeste do
Paraguae em regides adjacentes do Brasil e Argentina, € uma erva de cujas folhas se
extraem glicosideos 300 vezes mais doces que a sacarose da cana de acucar, com
baixo valor cal6rico (Arturo et al. 2009). Os glicosideos de steviol possuem
propriedades funcionais e sensoriais superiores aos edulcorantes sintéticos e vem se
tornando uma importante fonte de adogante no mercado de alimentos (Soejarto 2002)
S. rebaudian@ um dos 230 membros do gén8teviae unadas Unicas espécies do
género conhecidas como capazes de produzir glicosideos de esteviol (Soejarto et
al.1982, 1983; Brandle et al. 1998). A maioria dos adocantes produzidos a partir de

S. rebaudianasdo constituidos principalmente de esteviosideo ou rebaudiosideo A,
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que séo os glicosideos mais doces (Lemus-Mondaca et al. 2012). O adogante natural
feito a partir deS. rebaudianaalém de ter a vantagem de ser um produto natural,
possui um sabor doce desejavel e pode ser utilizado em uma ampla variedade de
alimentos (Prakash et al. 2008). Atualmente a maior area de plaiBiaeleaudiana

no mundo se encontra na China, sendo que o Japao é o pais que apresenta 0 maior
namero de fabricas para seu processamento (Cruz 2015).

Stevia rebaudian& uma planta que ainda esta em fase de domesticacéo e, apesar
de seu cultivo ja estar difundido ha algumas décadas, ha poucos resultados de
pesquisa agrondmica publicados sobre o seu cultivo, particularmente sobre aspectos
fitossanitarios da cultura. No Brasil a referéncia agrondmica mais citada € de 2004
(Lima Filho et al. 2004). E de grande relevancia para o futuro sucesso da cultura
conhecelse previamente 0s patégenos que existem associaGogebaudianano
seu centro de origem. Os relatos existentes de fungos assoctd@baudianaao
em geral incompletos quanto & identificacio das espécies envolzidasessario
entdo caracterizar, elucidar aspectos da biologia e investigar as medidas para o
manejo das doencas que tais fitopatbgenos causam para que estas ja estejam
previamente disponiveis para se evitar ou reduzir perdas de praddedpalidade
do produto quando da ocorréncia de epifitias.

Durante 2015 e 2016, um levantamento foi conduzido em &areas com cultivos
comerciais ou experimentais & rebaudianano Brasil e no Paraguai e feito um
estudo sobre a taxonomia dos fungos associados a esta planta e uma avaliacédo
preliminar do status patolégico de parte dos fungos encontrados. Os resultados desse

estudo sdo apresentados a seguir.

Materiais e Métodos

Coleta de materiais e isolamento

As amostras incluidas neste estudo foram coletada2015 e 2016, em
localidades do Brasé do Paraguai em areas de cultivos experimentais e também em
cultivos comerciais. Plantas apresentando sintomas de doencas foram fotografadas e
amostras representativas foram coletadas. As amostras foram desidratpdaissa
botanica e posteriormente transferidas para envelopes e devidamente acondiconadas

Todas as amostras foram cuidadosamente examinadas sob um microscépio
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estereoscopico (OLIMPUS SZX7) e sempre que estruturas fungicas pareciam estar
associadas a sintomas de doenca isolamentos diretos foram realizados através da
transferéncia asséptica de estruturas fungicas do tecido colonizado para placas
contendo batata, dextrose-agar (BDA) com o auxilio de uma agulha fina e estéril.
Isolamentos indiretos foram realizados para plantas que apresentavam sintomas sem
sinais do patdgeno, para isso tecidos doentes de folhas, hastes e raizes foram lavados
em agua correnteolocados em solucdo aquosa de alcool 70% e com o auxilio de
uma pinca estéril foram transferidos para hipoclorito 0,1%, apds isso, os fragmentos
foram depositados em placas contendo batata, dextrose-agar (BDA). Todas as placas
foram mantidas em encubadoras a 25°C. Culturas puras foram repicadas para tubos
contendo meio de batata, cenoura-agar (BCA) e, posteriormente preservadas em
silica gel e em glicerol a 10% sob -80 (Dhingra e Sinclair 1995). As culturas
foram depositadas na colecdo de culturas do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa (COAD). Todas as amostras representativas de
fungos, apds desidratacao foram depositadas no herbario da Universidade Federal de
Vicosa (Herbario VIC).

Descri¢des de cultura

As descri¢des de cultura foram baseadas na observacao das colonias formadas
em placas contendo batata, dextrose-agar (BDA) e batateura-agar (BCA)
mantidas a 25°C sob um regime de luz diaria de 12 h (luz fornecida por duas
lampadas- brancas e uma quak®/ 40 W - colocadas a 35 cm acima das pla&as)
também sem regime de luz, as observacdes foram feitas apos 10-20 dias. No caso de
isolados reconhecidos como pertencendo ao géAkeonaria e Colletotrichum
também foram utilizadas placas com meio su8eadgar e meio aveia Agar (AA)
respectivamente, sob as mesmas condi¢cdes descritas.FE@saauUM 0S mMeios
Spezieller Nahrstof-farmer-agar (SNA) e Folha de cravo-agar (FCA) foram
utilizados para a descri¢cdo conforme as condi¢cbes descritas em Leslie and Summerell
(2006). A descrigao de cultura pdhomafoi feita seguindo o protocolo descrito em
Boerema et al. (2004). As cores das colbnias foram descritas seguindo a terminologia
de Rayner (1970).

13



Estudos morfoldgicos

As observacdes da morfologia dos fungos foram feitas em laminas contendo
cortes de tecidos colonizados, estruturas fungicas raspadas dos tecidos doentes ou de
colonias em placas de petri e montados em lactoglicerol ou lactofucsina. As
medicdes e ilustracbes (fotomicrografias) foram preparadas com um microscopio de
luz Olympus BX 51 equipado com uma camera (Moticam 5.0 &i®hectada a um
computador, gerenciada pelo software Motic Images Plus 2.0. As descri¢cdes e dados
biométricos aqui apresentados foram baseadas na observacdo de estruturas fangicas
presentes em amostras trazidas do campo, exceto para fungos dosAjé&reass,

Elsinoé&, Fusariume Phomapara as quais as estruturas produzidas em cultura foram
usadas para descricbes conforme descritas em Simmons (2007), Fan et al. (2017),
Leslie and Summerell (2006) e Boerema (2004), respectivamente. Para
Macrophominaos estudos morfologicos ainda seréo realizados.

Testes de patogenicidade

Foram realizados testes de patogenicidade para demonstrar o status
patogénico de todos os fungos, exceto paagrophomina phaseolingainda sera
realizado) e Aecidium, por se tratar de um fungo biotréfico e obviamente
fitopatogénico. Para demonstracdo de patogenicidade foi efetuada a pulverizagéo de
plantas saudaveis de 10 a 15 cmSdeebaudianacom uma suspenséo de esporos,
contendo pelo menos 1x°1@sporos / mL suplementada com uma gota de Tween 20
em 20 mL de suspenséo, até o escorrimento.@aletotrichum truncatumantes do
in6culo ser aplicado, foram feitos ferimentos nas folhas com o auxilio de uma
agulha estéril. Par&ercosporasp., discos de micélio crescidos em BDA foram
adicionados aerlenmgers contendo meio batata-dextrod#D() e colocados em um
agitador por duas semanas para o crescimento do fungo, o micélio foi triturado e
adicionado a placas de petri contendo BCA, depois de 24 horas foi feita uma
lavagem do micélio com agua estéril e raspagem do para induzir a esporulagéo, apos
48 horas foi feita uma segunda lavagem com a raspagem dos coaidios
posteriormente o ajuste da concentracao foi realizado. Aemaria burnsii e
Phoma omnivirenslevido a baixa esporulagdo em meio de cultura, a inoculacéo foi

feita utilizando-se discos de micéliocom 5 cm diam obtidos a partir de colénias com
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7 dias em BDA depositados sobre folhas sadiasS.deebaudiana ParaAthelia

rolfsii utilizou-se discos de cultura com 3 dias de crescimento em BDA e estes foram
depositados no solo e na base deplantas sddiasdculo deElsinoésp. nov. foi

obtido utlizando-se micélio triturado através do cultivo em meio BD mantido em
agitacdo por 30 dias, apos a trituracdo foram adicionadas 3 gotas de Tween 20 em
100 mL de solucao, a inoculacdo foi feita com o auxilio de um pidg&Es a
inoculacdo com cada fungo as plantas foram mantidas numa camara umida durante
48 horas e depois transferidas para uma estufa. Plantas sadias pulverizadas com agua
ou expostas a discos de meio sem crescimento fungico serviram de testeinunha.
reisolamento foi realizado sempre que os sintomas de doencarépraciuzidose a
identidade dos isolados foi verificada para confirmacdo do cumprimento dos

postulados de Koch.

Extracdo de DNA e sequenciamento

Estudos moleculares foram realizados para todos os fungos para
complementar os estudos morfologicos, exceto pacadium e M. phaseolindara
cada espécie fungica foi selecionado um isolado representativo e os estudos
moleculares foram realizados de acordo com as seguintes etapas: Extr@ilNAe o
gendmico de cada micélio de fungo cultivado em placas de BDA durante 10 dias a
24 ° C. Utilizou-se uma agulha estéril para raspar o micélio da superficie de cada
placa e utilizou-se o Wizard Genomic DNA Purification Kit® (Promega, Madison,
EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante para extracdo e purificacdo do
DNA. Os primers ITS4 e ITS5 (White et al. 1990) foram utilizados para amplificar a
regido espacadora transcrita interna (ITS), bem como a regido 5.8S rDNA, para as
duas espécies dAlternaria, Athelia Cercospora, Colletotrichum, Corynespora,
Elsinoé e Fusarium Uma parte do gene calmodulina (CAL) foi investigada no
estudo molecular d€ercosporautilizandose os primers CAL228F and CAL737R
(Carbone & Kohn 1999). Os primers T1 e Bt2b (Glass & Donaldson 1995) foram
utilizados para amplificar parte do gepaubulina (TUB2) paraColletotrichume
Phoma.Para amplificar parte do gene RPB2 para as duas espédidteharia e
para Septoria,utilizou-se os primers RPB3F2 e RPB27cR (Sung et al. 2007).
Para completar a andlise multilocus @elletotrichumutilizou-se ainda os primers
ACT-512F e ACT-783R (Carbone and Kohn 1999) para parte do gene actina (ACT),
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GDF1 e GDR1 (Guerber et al. 2003) para parte do gene GAPDH (gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase) e CHS-354R e CHS-79F (Carbone & Kohn 1999) Hfara C
1 (quitina sintase 1).

Os seguintes reagentes foram utilizados para as reacdes de PCR: 12,5 uL de
Dream Taq TM PCR Master Mix 2X (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1 uL de
cada primer a 10 uM (senso e antisenso) sintetizados pela Invitrogen (Carlsbad,
U.S.A), 1 uL de dimetil sulféxido (DMSO, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A)),
5 uL de albumina de soro bovino (BSA, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.)
100 x (10 mg/mL), 2 uL. do DNA gendmico (25 ng/ul) e 2,5 puL de dgua livre de
nuclease para conmygpdr o volume total para 25 pL.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gél com 2 % de
agarose e corados com GelRed ™ (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) em tampao
TAE 1 x e visualizadas sob luz UV para verificar o tamanho e pureza das
amplificagbes. Os produtos de PCR foram purificados com Exd$APPCR

Product Cleanup Reagent (https://www.thermofisher.camy}equénciados pela

Macrogen Inc., Coréia do Sul (http: // www.Macrogen.fom

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software DNA dragon
v1.6.0 (http://www.dna-dragon.com/). Todas as sequéncias foram analisadas e o
arranjo dos nucleotideos em posi¢cées ambiguas foram corrigidos por comparacao das
sequéncias senso e anti-senso. As sequéncias foram montadas e os outgroups foram
adicionados usando o pacote do software MEGA v6.0 (Tamura at al. 2013) e foram
ajustados manualmente para melhoria, quando necessario. Andlises bayesianas foram
realizadas para todos os conjuntos de dados e os emlhwdelos foram
determinados pela comparacdo de diferentes modelos através do critério de
informacéo Akaike usando PAUP (versao 4.0b10; Sinauer Associates, Sunderland,
MA) e MrModeltest v2.3 (Posada & Buckley 2004). As quatro cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC) foram conduzidas simultaneamente, iniciando as éarvores
aleatoriamente até 1.000.000 de geracfes. As arvores foram salvas a cada 1.000
geracoes. O Programa Tracer v1.6 [Rambaut & Drummond 2013 (http: //
Beast.bio.ed.ac.uk/Tracer)] foi utilizado para assegurar a convergéncia das cadeias e
entdo a arvore consenso foi calculada em MrBayes v3.2.6 (Ronquist et al. 2012)
através do portal CIPRES (Miller el al. 2010) onde as primeiras 25% arvores
amostradas foram descartadas como "burn&s arvores filogenéticas foram

visualizadas com o programa FigTree V1.4.2 (Rambaut)2009
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Resultados

Um total de 12 diferentes espécies de fungos, considerados como provaveis
patdégenos, foram encontrados em associacdoSorebaudianacom sintomas de

antracnose, ferrugem, manchas foliares, podridées de colo e raizes e verrugose.

Aecidium minimurdackson & HolwayMycologia24(1): 121 (193 (Fig.1)

Lesbes em folhas vivas, observadas em folhas préximas a base da planta,
como depressdes verde-amareladas como centro enegrecido na face adaxial que mais
tarde evolem para pustulas amarelas a laranja na face abaxial cori52)0
mmdiam. Micélio externo ausente. Micélio interno intercelular, até 3,0 mm diam,
ramificado, septado, cilindrico e hialino. Espermogénios anfigenos, subepgjerma
aparecendo como um grupo de pontos pretos cercados por écios, em forma de frasco,
tipo4, 74,5156,0 um diam. Ecios hipdfilos, globosos passando a campanulados,
erumpentes, isolados ou formando circulos concéntricos em torno de conjunto central
de espermogobnios 196480,0 um diam. Peridio bem desenvolvido, membrana com
até 55,0 um de espessura, células firmemente presas em linhas regulares,ggoliédric
sub-romboidea sub-retangulas superficie externa verrucosa, superficie irgern
estriada 16,033,0 x 11,620,0 um, ocre a sub-hialino. Eciésporos catenulados,
subglobosos a ligeiramente elips6de,~2Q0 x 8,613,0 um, asseptados, paredes
com 0,51,0um de espessura, alaranjados quando frescos passando ahialinos ousub-

hialinoscom a idade. Urédia e télia desconhecidos.

Material examinado: Paraguai, departamento de Paraguari, cidade de Acahayasmé€olh
Stevia reebaudian&0 de abril de 2016, A. A. Colman (VIC 44149).

Notas As ferrugens (Pucciniales, Pucciniomycotina) sdo fungos parasitas
obrigatérios de plantas. Sdo considerados o grupo de fungos parasitos obrigados mais
diverso que existe havendo cerca de 7000 espécies encontrados em diferentes
hospedeiros no mundo (Kolmer 2009). Muitos destes fungos possuem ciclo de vida
complexo formando até cinco tipos de esporos e apresentando formas heteroicas,
requerendomais de um hospedeiro para completar o ciclo de vida, outros concluem o
ciclo em apenas um hospedeiro, podendo apresentar todas as fases ou ndo (Kolmer
2009; Duarte et al. 2016

Nenhuma espécie diecidiumfoi descrita emS. rebaudianae um dnico
registro de Pucciniales existeUromycessp. citado no Brasil (Urben et al.1987;
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Mendes & Urben 2017Este tdxon poderia representar a continuidade do ciclo do
mesmo fungo ora descrito. Entretanto, ndo ha como se verificar essa possibilidade
pois um relato completo incluindo depédsito de amostra de referéncia e descricdo do
fungo nunca foi efetuado. Por outro lado, sete espécies de ferrugens foram descritas
tendo membros do génerBtevia como hospedeiro (Farr & Rossman 2Q17)
respectivamente:Aecidium minimum Aecidium steviae Aecidium steviicola
Aecidium tumbayens@®uccinia praemorsaPuccinia roseae Puccinia tolimensis.
Informacdes sobre a morfologia da fase aecidica destes fungos sdo apresentadas na
Tabela 2 quando disponiveis e permitem identificar o fungo coletado no Paraguai
comoA. minimumO fungo encontrado e®. rebaudianalifere deAecidium steviae
P. Hennings de Aecidium tumbayensisR. Hernandez & E.T. Cline por apresentar
écios e eciosporos significativamente menores, diferkedadium steviicolaArthur
por possuir écios maiores e esciésporos menores e HifiemniaroseaDietel. &
Holway por apresentar eciosporos menores. Além destas, sdo descritas no género
Stevia,outras duas espécies de ferrugBnscinia praemorsdietel. & Holway. E
Puccinia tolimensidMayor, entretanto a fase aecidica nao foi deggoossivelmente
por ndo ter sido observada ou ndo ser formada nessas espécies (que seriam, nesse
caso, microciclicas). As comparacdes morfolégicas foram consistentes com as de
Aecidium minimundackson & Holway (Tabela 2 estadio aecidico de ferrugeés
um dos mais faceis de reconhecer dentro do grupo das ferrugens, mas a separacao
das diferentes espécies era historicamente complicada por causa de suas
caracteristicas morfolégicas coincidentes (Hennen et al. 2005). A nomenclatura das
Pucciniales e dos fungos em geral esta em processo de transicdo desde a aprovacgao
das mudancas (conhecidas como one fungus-one name) das regras do Cdédigo e
conexdes dos estadios diferentes dos ciclos de vida de ferrugens e outros fungos com
bases moleculares irdo levar progressivamente a sinonimizacao de nomes aplicados a
formas diferentes. No caso d@e minimumas tentativas de se obter sequéncias a
partir de material coletado no campo falharam, impedindo a elucidacéo da conex&o.
Apesar disso, considerou-se aqui que a morfologia forneceu, ao menos, as
informacgfes suficientes para se concluir que o fungoSemebaudianaé A.
minimum

Aecidium minimunfoi relatadoemSteviasp. no Brasil (Farr & Stevenson
1963; Farr & Rossman 2017) e &tevia urticaefoliana Bolivia e no Brasil (Farr &

Rossman 2017). Este é o primeiro relato Aleminimumem S. rebaudianano
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Paraguai. Este fungo foi encontado em apenas em um ponto de coleta, embora tenha
apresentado sintomas e sinais em varias plantas, provavelmente ndo é uma doenca
que causara danos a cultura no futuro, pois além de nunca ter sido anteriormente
relatado em nenhuma localidade, trata-se apenas uma fase do ciclo de uma ferrugem
gue pode estar apenas usafdoebaudianacomo hospedeiro. Entretanto, algumas
amostras coletadas apresentavam uma espécie de micopafagitacylarig
associado aesta ferrugem, este pode ter um papel importante na contencdo da doenca
e em caso de escape Aleminimumdeste inimigo natural isso poderia modificar o

seu status de nao fitopatogénico.

Alternaria burnsiiUppal, Patel & Kamatndian Journal of Agricultural ScienceS8.
61 (1938. (Fig. 2)

Lesbes em folhas e inflorescéncias comecando como pequenas manchas
necréticas marrom escuro, irregulares, -5@00 mm diam e, eventualmente,
coalescem levando a necrose de grandes porcdes das folhas e inflorescéncias.
Micélio externo ausente. Micélio interno com-2® um de diam ramificacdo
moderada, subcilindrico, septado, marrom claro a sub-hialino. Estroma ausente.
Conidiéforos anfigenos, isolados ou em pequenos grupos, cilindricos, retos ou
ligeiramente sinuosos, geniculado, 25,0 x 2,550 um, 2-5 septos, marrom
palido a castanho, liso. Células conidiogénicas terminais, integradas, cilindricas, 2,0
4,5 x 2,545 um. Loci conidiogénico conspicuo, A5 um, escuro, espessado.
Conidios formados em cadeias longas, obclavado, piriforme a ovoide7 20,
5,5-150 pum, marrom dourado ao marrom, 2-6 septos tranversais,—3 septos
longitudinais, lisos ou ligeiramente verruculosos.

Em cultura: Em BDA, crescimento lento (5503 cm diam em 10 dias),
colénia plana com bordas céncavas e inteiras, micélio cotonoso a feltroso, smoke
grey alternando com olivaceous buff, reverso com zonagao diurna olivaceous buff
alternando com hazel, esporulacdo ausente. Em BCA, crescimento rapido (6,0 diam
em 10 dias), colbnia plana, micélio cotonoso a feltroso, bordas inteiras, coloragédo
smoke grey, reverso com zonac¢ao diurna hazel alternando com faw, esporulacao
abundante na auséncia de fotoperiodo. Em V8, crescimento rapidon(@idm em

10 dias), coldnia plana, micélio esparso, cotonoso, bordas inteiras a irregulares,
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mouse grey a pale mouse grey na periferia, esporulacdo abundante na presenca e na
auséncia de fotoperiodo.

Materidas examinadosBrasil, estado de S&o Paulo, Taquarituba, em folhas e inflorescéncias
de Stevia rebaudianal5 de dezembro de 2016, A. A. Célman (M€196 COAD 2191). Paraguai
departamento de la Cordilleraidade de Piribebuy, em folhas e inflorescénciaStdgia rebaudiana,

26 de julho de 2016, A. A. Célman (VIC 44154, COAD 2119

Notas: O génerdlternaria foi dividido em sec¢des (Woudenberg et al. 2013), com
base em dados moleculares e morfolégicos. Anteriormahggnaria burnisiifazia

parte da secaAlternaria alternata.Apés um trabalho realizado por Woudenberg et
al., 2015 envolvendo analises filogenéticas, constatou-sé\.gbernsi ndo estava
adequadamente posicionado nessa se&fiernaria burnsiié uma espécie muito
similar aAlternaria alternata.Difere morfologicamente por apresentar conidiéforos
com comprimento maior e por possuir conidios com maior nimero de septos
transversaisAlternaria alternataja foi relatada ens. rebaudiana&ausando manchas
foliares na india (Farr & Rossman 2017) e esse relato pode ser resultado de uma
identificagc&o incorreta da. burnsiimas até entéo, a associacao eAtrburnsiie S.
rebaudiananunca havia sido relatada no mundo.

Uma busca BLAST utilizando as sequéncias ITS e RPB2 mostrou 100% de
identidade com vérias espécies da sefdoalternata. Na arvore filogenética
concatenada com as duas regides, o fungo agrupou em um clado com isokados de
burnsiicom 100% de probabilidade (Fig. 3). A comparacdo da morfologia do isolado
em S. rebaudianacom a morfologia dé\. burnsii descrita por Uppalet al. 1938
mostrou muita similaridade e dessa forma ficou claro que o fund®. eebaudiana
€ A. burnsii. Essa espécie foi enteriormente relatadafgnium graveolengChina),
Bunium persicum (Bangladesh), Cuminum cyminum(india), Gossypium sp.
(Mocambique) Rhizophora mucronatgindia), Sorghumsp. (Reino Unido) e
Tinospora cardifolia(india). Ndo héa relatos anteriores #e burnsii na familia
Asteraceae (Farr & Rossman 2017).

O géneroAlternaria inclui espécies saprofitisaendofiticas e patogénicas
associadas a uma grande variedade de substratos. Algumas espédiesndda
sdo conhecidas como patdgenos vegetais capazes de causar grandes perdas na
producdo agricola (Woudenberg et al. 2013). No teste de patogenicidade foi
demonstrado que lesdes surgiam inicialmente em torno do disco de micélio

depositados na folha, posteriormente, um halo amarelo foi se formando
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acompanhado de necrosm grande parte da folha. Os sintomas apareceram 5 dias
apos a inoculagdo e os sinais apds 7 dias. As plantas utilizadas como testemunhas,
com discos de BDA depositados nas folhas, permaneceram sadias. Um dos
problemas mais comuns em cultivos Slerebaudianaelatados por produtores séo
manchas foliareres d&lternaria. Observando os sintomas no campo, logo que as
plantas s&o infectadas pérburnsiias inflorescéncias sao rapidamente colonizadas

e poucas lesdes aparecem nas folhas. E importante saber que espécies diferentes de
Alternaria podem causar sintomas distintos em varias partes das plantas. Dessa

forma o0 manejo pode ser tormar mais eficiente.

Alternaria novae-guineensk.G. Simmons & C.F. HiJlAlternaria: an identification
manual6: 350 (2007). (Fig.4)

Lesdes em folhas vivas comecando como pequenas manchas necréticas que
crescem tornando-se irregudare, eventualmente, coalescem e levam a necrose de
grandes porcdes nas folhas,-20,0 mm de diametro. Micélio externo ausente.
Micélio interno, 2,0-3,5 um de didmetro, com ramifica¢do moderada, subcilindrico,
septados, marrom claro ao sub-hialino. Conidiéforos epigenos, solitérios, cilindricos
lisos ou ligeiramente sinuosos, 3&%8,0 x 5,69,0 um, 1-6 septos, castanho claro
Células conidiogénicas terminais, integradas, cilindricas;26,0 x 4,67,0 um.

Loci conidiogénicos conspicuos, 2405 um, escurecidos, espessados. Conidios
catenulados, cadeias curtas e moderadamente raragicadpo dos conidios ovodes
a elipsoides, 45;48,0 x 18,525,0 um, bico longo 34,883,5 x 1,525 um, 4-10
septos transversais e-3l septos longituding, marrom dourado, ligeiramente
verruculoss.

Em cultura: Em BDA, crescimento lento (2%2 cm diam em 10 dias),
colénia plana, micélio esparso, bordas onduladas, zonacao diurna pouco evidente,
mouse grey e pale mouse grey na periferia, esporulacdo ausente. Em BCA,
crescimento lento (5;8,5 cm de diam em 10 dias), colénia plana, micélio esparso,
bordas arredondadas, micélio de coloracdo olivaceous grey e branco na periferia,
zonacao diurna ausente, esporulacdo ausente. Em V8, crescimento rapido (6,0 cm
diam apo6s 10 dias), col6nia plana, bordas ondulados a irregudtivaceous grey
com periferia pale olivaceous grey a branco, esporulagdo abundante na auséncia de

fotoperiodo.
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Materiais examinadosBrasil, estado de Minas Gerais, Uberlandia, em folhasStdeia
rebaudiana 27 de novembro de 2016, R. W. Barreto, (V4@183 COAD 2179. Paraguai,
departamento de Paraguari, cidade de Acahay, em foltfaeda rebaudiana20 de abril de 2016.
A. A. Cdlman (VIC 44750, COAD 2135

Notas: Apenas duas espécies Aléernaria foram relatadas en%. rebaudiana,
Alternaria alternatana indiae Alternaria steviago Jap&o (Farr & Rossman 2017).

A. novae-guineensis A. steviaepossuem muitas caracteristicas em comum e estao
dentro da secdd\lternaria porri - a maior secdo das espécies Aleernaria
englobando todas as espécies que possuem conidios grandes com bicos longos.
Alternaria novae-guineensdifere deA. steviagyor possuir o corpo do conidio mais
estreito e também por possuir conidios com o bico mais curto.

A construgdo da arvore filogenética coma combinacdo das regibes ITS e
RPB2 (Fig. 5) indicou que o isolado & rebaudiandica muito proximo deA.
novae-guineensigagrupando no mesmo clado) como tambémAdesteviae.Na
comparacao do fungo encontrado 8nrebaudiana&com a morfologia descrita para
A. novae-guineensigSimmons & Hill 2007) eA. steviae(lshiba et al. 1982)
contatou-se que ha mais semelhancas do fungo Acomovae-guineensidessa
forma, a morftogia foi essencial para se concluir que o fungo aqui obtid8.de
rebaudianaé A. novae-guineensi€ste é o primeiro relato desta espécie m
rebaudianano mundo.

Alternaria novae-guineensidoi relatada apenas em dois hospedeiros:
Galinsoga parviflora(Asteraceae), na Africa do Sul e @itrus sp. em Papua-Nova
Guiné(Farr & Rossman 2017).

No teste de patogenicidade formarampequenas lesées necréticas nas
folhas deS. rebaudianague surgiram 3 dias ap6s a inoculagdo com suspensédo de
conidios e os sinais apareceram ap0s 7 dias da inocuklsgguantas utilizadas
como testemunhas pulverizadas com agua estéril permaneceram sadias. Os sintomas
deA. novae-guineenssio bem mais agressivos em relac@o laurnsii Geralmente
estdo associadas com os sintomas conhecidos como die-back e rapidamente causam
necrose de varias folhas e posteriormente podem causar a morte das plantas.

Recentemente plantas d& parviflora apresentandsintomas de die-back
foram observadas com a presenca Ale novae-guineensiio Infectario do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigcosa. Essa informacao

€ importante pois € um relato nunca doecumentado no Bi@sparviflora trata-se
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uma erva daninha que pode ser um hospedeiro alternativortae-guineensesm
plantacdes d8. rebaudiana

Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu & Kimbr,Botanical Gazette Crawfordsvilld39: 460
(1978).
Syn.Sclerotium rolfsiiSaccardoAnnales Mycologici9(3): 249-257 (1911). (Fig. 6)

Podridao de raizes, colo, haste e folhas, comecando pela base da planta e com
0 progresso da doenca causando necrose generalizada de toda a planta acompanhada
da formacéo tipica de leques ou filamentos de corddes miceliais brancos sobre o
tecidos doentes acompanhados de esclerédios brancos tornando-se marrons a
marrons escuros com a idade.

Em cultura: Em BDA, crescimento muito rapido (8,0 cm dexm3 dias),
cordfes miceliais irradiando a partir do centro, colénias compostas por de micélio
aéreo branco; micélio primario, 210,5um de diametro, septados com formacao de
grampos de conexdo tipicosnicélio secundario, 1,2,5 um diam, hialino e liso.
Esclerddios formados sobre a superficie da colonia apdés 10 dias, subesféricos
esférice, brancos tornando-se marrom escuro com a idade2(D,hm diam), sem

esporulacdo. Em BCA o micélio € menos denso.

Materiais examinados: Brasil, estado do Parana, Maringd, em hastes e folStevide
rebaudiana,15 de dezembro de 2016, A. A. Célman, (VIC 44195, CQADB]). Brasil, estado de
Sao Paulo, Taquarituba, em hastes e folh&s. debaudianal8 de dezembro de 2016, A. A. Célman
(VIC 44198, COAD?2188. Paraguai, departamento de San Pedro, Distrito General Resquin, em
hastes e folhas d& rebaudiana22 de abril de 2016, A. A. Célman, (VIC 44146, COAD 2112).

Notas: Os fungos do génesalerotiumsdo conhecidos por formarem esclerddios em
micélios estéreis sem esporos. Algumas espécies possuem a fase sexual conhecida,
mas sua formacdo é esporadica (Xu et al. 2010). A morfologia do fung®. em
rebaudianaera consistente com a &elerotium rolfsiiSaccardo, 1911 (Fase sexual
Athelia rolfsii Curzi 1978).

Em plantas de5. rebaudiana, Sclerotium rolfsioi relatado em Brasilia e
Paraiba no Brasil (Dianese & Machado 1984; Oliveira et al. 2003), india
(Kamalahannan et al. 2007), Italia (Carrieri et al. 2016) e Carolina do Norte (Koehler
& Shew 2014).
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A busca no GenBank por BLAST, utilizando a sequéncia da regido ITS
resultou em 91% de homologia com mais de cinquenta isolad@shdbka rolfsii
(507/559 pares de bases correspondentes ao isolado JN093299 - niUmero de acesso ao
GenBank). Embora a homologia seja relativamente baixa trata-se de fenémeno
comum para essa espécie flngica e considera-se aqui que a identidade do fungo foi
resolvida.

A patogenicidade do fungo d& rebaudiana foi comprovada pelo
aparecimento de murcha seguida de necrose 7 dias ap0s a exposicao de plantas sadias
ao indéculo do fungo. Os esclerddios eram visiveis 15 dias ap0s a inoculagdo. As
plantas inoculadas com discos de BDA continuaram sadias.

No Brasil, o fungo foi relatado con# rolfsiibaseado apenas em sintomas de
campo e também a partir da descricdo do esclerédio, no entanto sem descricdo
morfologica detalhada ou dados moleculares.

A podriddo deSclerotiumé uma das doencas mais comuns e prejudiciais nos
cultivos comerciais deS. rebaudianavisitados e seu manejo € notoriamente
dificultado pela abundante producdo de estruturas de resisténcia (esclerddios) pelo
patégeno. Constatou-se, no entanto, que por intermédio de aplicacdes deliberadas nos
plantios, ou surgindo espontaneamente, populaco@ésad®dermaparecem exercer

forte pressao de controle sol&erolfsiino campo.

Cercosporasp. (Fig.7)

Lesdes em folhas vivas, distribuidas aleatoriamente sobre a folha, comec¢ando
como pontos castanhos escuros necréticos com halos cloréticos e com o tempo vao
se tornando alongadas a irregulares;-2000 mm de diametro, castanho claro a
marrom escuro. Micélio externo ausente. Micélio interno;300um de didmetro,
com ramificacdo moderada, subcilindrico, septadas, marrom claro ao sub-hialino
Estroma reduzido a algumas células ou bem desenvolvido, oblato a esferoidal, 17,5
62,5um de didmetro, composto por textura angularis, castanho medio. Conidiéforos
hipogenos, livres ou algumas vezes ou em fasciculos esparsos cilindricos, retos
passando a sinuosos e geniculados em direcdo ao apied, 800 3,57,0 um, 2—

8 septos, marrom escuros, lisos. Células conidiogénicas té&sminatercalags 2-
7 geniculagbes, integradas, proliferando simpodialmente, cilagdni®,0-62,0 x

3,0-5,0. Loci conidiogénicos conspicuos;42um diam, espessos escurecidos
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Conidios solitarios, obclavadadiliformes, lisos ou ligeiramente curvos, 253375
x 1,5-4,0, apice subagudo, base truncada;4,0bmm, 3-24 septos, hilo espesgo
escuro, gutulados, hialinos, lisos.

Em cultura: Em BDA, crescimento lento (6602 cm diam em 20 dias),
colbnia plana a ligeiramente convexa, bordas onduladas, micélio sulcado, periferia
imersa. Coloragdo no centro buff e na periferia € greyish rose, no verso o #icélio
sulcado, coloracdo no centro é olivaceous-black e nos bordos € livid red, sem
esporulacdo. Em BCA, crescimento lento {8,2 cm diamem 20 dias), col6nias
planas, micélio esparso, bordos arredondados a ondulados, coloracéo greyish rose, no
reverso a coloracao é olivaceous-black e com bordos livid red a greyish, conferindo

pigmentacao ao meio, sem esporulacao.
Material examinado: Paraguai, departamento de San Pedro, Distrito General Resquin, em
folhas deStevia rebaudiana®2 de abril de 2016, A. A. Célman (VIC 44144, COAD 2110).

Notas: O grande grupo de fungos chamados informalmente de cercospordides (ou
Cercospordike fungi) inclui patégenos causadores de manchas foliares de muitas
espécies de plantas (Agrios 2005; Guatimosim et al. 2016). Desde que a monografia
de Chupp (1954) sobre o géneZercosporaavaliou parte significativa dos fungos
descritos nesse género (muito dos quais incorretamente), varios estudos levaram ao
desmembramento e redisposicdo de membros desse taxon. Os estudos pioneiros eram
baseados exclusivamente em informac¢des morfologicas e suposta especificidade em
relacdo aos hospedeiros. Em muitos casos, esses critérios se mostraram inedequado
guando reavaliados sob a luz de informac8es moleulares (Halleen et al. 2004; Lee et
al. 2004; Réblova et al. 2004; Verkley et al. 20044, b; Crous et al. 2006a, b, 2007a, b,
2009a, b; Arzanlou et al. 2007; Phillips et al. 2008; Shivas et al. 2009; Guatimosim et
al. 2016). Dentre as dezenas de géneros de fungos cercosporoéides hoje aceitos, 0
fungo encontrado ei8. rebaudianapresenta os caracteres morfoldgicos tipicos dos
membros do géner@ercosporgCrous & Braun 2003).

Na familia Asteraceae, ha relatos de grande numero de espécies de
Cercosporanfectando diferentes espécies de plantas (Farr & Rossman 2017). Este é
o primeiro relato d€ercosporasp. emS. rebaudianano mundo.

No teste de patogenicidade o isolado COAD 2110 produziu, apés inoculagéo
com suspensao de conidios, lesdes necréticas com o halo amarelado que coalesciam

e tomavam grande extensdo da folha. Os sintomas foram observados apos 5 dias da
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inoculacdo e o0s sinais apO6s 7 dias. Plantas pulverizadas com &gua estéril
permaneceram sadias.

A reconstrucdo da arvore filogenética com a combinacdo se sequéncias de
partes das regides ITS e CAL (Fig. 8) indicou que o isolads. debaudianaem
afinidades comCercospora celosige Cercospora cf. physalidis Cercospora
cypering Cercospora cyperacearum, Cercospora olivascens e Cercospora
musigenaContudoasdiscrepancias observadas entre COAD 2110 e demais espécies
incluidas no estudo ndo permitiram determinar com certeza, se o fungo pertence a
alguma destas espécies ou mesmo se representa uma espéciémwdisso, ha
grandes diferencas morfoldgicas entre estas espécies. O fun§o mbhaudiana
difere deC. celosiag(Sydon 1929)C. cyperacearuniNguanhomet al. 2015)C.
musigenaNguanhomet al. 2015por apresentar conidios e conididforos de maior
comprimento. Difere deC. cf. physalidispor apresentar conidi6foros com menor
namero de geniculagbes @) e também por possuir conidiéforos de menor
comprimento (Chupp 1954) e @e cyperina(Nguanhom et al. 201ppor apresentar
conidos de maior comprimento. No entanto, comprimento de conidios e conidioéforos
sdo muito variaveis par@ercospora podendo ser fortemente influenciados pelo
ambiente onde o fungo se desenvolve, sendo considerados caracteres insuficiente
para delimitacdo de espécies no género. Para um esclarecimento definitivo sobre o
status do fungo obtido d8. rebaudianauma nova analise multilocus incluindo
outras regides do DNA (ACT- actimel EF fator de elongacd@ necessaria.

Este fungo foi encontrado apenas em um ponto de coleta e aparentemente nao
€ um fungo muito comum er. rebaudianaentretanto o resultadodo teste de
patogenicidade foi muito representativo, causando sintomas tipicos de manchas
foliares deCercospora Dessa forma, ha chances deste fungo estar frequentemente
associado a este hospedeiro, porém pode estar sendo mascarado por outros agentes
causadores de manchas foliares. O conhecimento de sua associagd®. com

rebaudianapode ser muito importante num futuro préximo.

Colletotrichum truncatum(Schwein) Andrus & W.D. MoorePhytopathology25:
121 (1935). (Fig. 9)

Lesbdesem folhas vivas, comecando como pequenas manchas necréticas

com o crescimento formando linhas concéngricearrons com padrdo de mancha-
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alvo, que mais tarde evoluem e se aglutinam resultando em grandes necroses
irregulaes 2,0-10,0 mmdiam. Micélio externo ausente. Micélio interno indistinto
Conidioma acervular, sub-epidermal, 93,98,0 um diam. Setas abundantes
subuladas a subcilindricas, encurvadas a irregularmente retasl 480 2,0-5,0

pum, estreitando-se progressivamente em direcdo ao apice subagddseftos,
marrom-acinzentadas, tornando-se mais claras no apice, lisas. Conidiéforos restritos
as células conidiogénicas. Células conidiogénicas fialidicas, subcilin@;@s3,0

x 2,5-4,0um, asseptadas, ndo ramifieadhialinas. Conidios acanoados/falciformes
15,0-21,0 x 2,5-4,0 um, 4pice e base agudos, asseptados, hiafireh-hialinos,

lisos. Apressorios (observados em microculturas), hifas de apoio com paredes finas
hialina, clavados ou lobados a irregekrsolitarios ou em grupos, 6,08,0x 5,0-
10,0pum, marrom-acinzentados, lisos.

Em cultura: EmAA, crescimento rapido (7,5 cm diam em 10 dias), colénia
plana, com margem inteira, micélio aéreo ausente, rosy buff no centro e buff na
periferia, esporulacdo ausente. Em BDA, crescimento lente4(8,2m diam em 10
dias), colbnia plana, sulcada ao centro, margem ondulada, pale luteous com micélio
aé&eo cotonoso de coloracdo buff, presenca de gotas de mucilagem de coloracdo
salmon, esporulacdo abundante. Em BCA, crescimento lent& (8,6m diam apos
10 dias), coldnia plana, micélio ralo, margens onduladas, coloracédo flesh, pontos de
esporulacdo com mucilagem salmon, fraca zonacéo diurna na superficie, esporulacéo

abundante.

Materiais examinados: Brasil, estado de Sdo Paulo, Taquarituba, em folhaevike
rebaudiana 15 de dezembro de 2016, A. A. Cdélman, (V4@193 COAD 2189. Paraguai,
departamento de Paraguari, cidade de Acahay, Villa América, em follsewvie rebaudiana?0 de
abril de 2016, A. A. Célman (VIC 44148, COAD 2314

Notas: As analises morfoldgicas e filogenéticas multilocus confirmaram que o fungo
encontrado atacand®. rebaudianaé Colletotrichum truncatum(Fig. 10). C.
truncatumé um fungo polifago com centenas de hospedeiros que incluem plantas
pertencentes a varias familias diferentes, incluindo os membros da familia
AsteraceaeAmbrosia trifidae Xanthium pensylvanicumos EUA (Hartman et al.

1986; Farr & Rossman 2017). Existe apenas um relatoCdketotrichum
sp.infectando caule d8. rebaudianaCruz 2015) entretanto, esta € apenas uma
citacdo do nome do género juntamente com outros nomes de possiveis fungos

fitopatogénicos atacand®. rebaudianeem maiores detalhes sobre morfologia ou
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patologia do fungo. Este é o primeiro relatoGletruncatumem S. rebaudianano
mundo.

Como resultado da aplicacdo da suspensdo deesporosem folhas com
ferimentos,sintomas tipicos de antracnose foliar (lesdes concéntricas escuras) foram
observados 5 dias ap0s a inoculagdo e os sinais surgiram ap0s 7 dias, as plantas com
ferimentos pulverizadas com agua permaneceram sadias. Ndo é possivel conjecturar
sobre a relevancia real ou potencial da doenca para a cultura baseados nas
observacdes feitas no campo e também nos testes de inoculacéo feitos sob condi¢bes

controladaspoisnas duas ocasides 0s sintomas se apresentaram pouco representativos.

Corynespora cassiicoléBerkeley & M.A. Curtis) C.T. WeiMycological Papers4:
5(195Q. (Fig. 11)

Lesbes em folhas vivas, inicialmente como pontos individuais passando a
lesBes tipo olho pardo com halos concéntricos com o centro acinzentado e bordas
marrons escuras, por vezes coalescendo e levandoa necrose de areas extensas das
folhas afetadas, ;80,0 mm diam Micélio interno intercelular, -3 um diam
ramificado, septado, hialino a sub-hialino. Conidiéforos geralmente solitarios, retos
cilindricos, 150,0375,0 x 5,67,0 um, 4-11 septos, marrom escuro. Células
conidiogénicas oblongas a cilindricas, terminais integradas, proliferacao percorrente,
17,5-75,0 x 3,67,5 um, marrons, lisas. Loci conidiogénicos apicais em conidiéforos
e comumente nos conidios terminais também, conspicuos?,d,dm diam,
espessados e escurecidos. Conidios isolados ou formando cadeias acropetas,
obclavados, fusiformes ou subcilindricos, ligeiramente curvos;-BB30 x 7,5
175 um, base truncada, 3—-27 pseudosseptos, hilo espesso e escuro, castanhcaclaros
acinzentados, dics.

Em cultura: Em BDA, crescimento moderado (4,5 cm diam em 10 dias),
colébnia com margens inteiras, convexa, bordas arredondadas, micélio denso a
cotonoso, branco alternando com olivaceous buff, reverso com fraca zonagéo diurna,
fawn alternando com anéis olivaceous buff, sem esporulacdo. Em BCA, crescimento
moderado (5,0 cm diam em 10 dias), colbnia com margens inteiras, ligeiramente
convexa, bordas arredondadas, micélio cotonoso, smoke grey, reverso com fraca

zonagao diurna greyish sépia alternado com olivaceous buff, esporulacido abundante.
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Material examinado: Paraguai, departamento de San Pedro, Distrito General Rasquin,
folhas deStevia rebaudian&?2 de abril de 2016, A. A. Célman (VIC 44145, COAD 2111

Notas: A morfologia do fungo encontrado &nrebaudianaé consistente com a
descrita paraCorynespora cassiicola(Ellis & Holliday 1971). Corynespora
cassiicola € um fungo polifago de ampla distribuicdo geogréfica encontrado
principalmente nos trépicos e subtropicos (Dixon et al. 2009) e tem sido relatado
causando doencas em folhas, frutos, raizes e ramos de mais de 300 hospedeiros (Farr
& Rossman 2017). H& evidéncias gGe cassiicolarepresenta um complexo de
espécies incluindo formas fisiologicamente especializadas e restritas a
determinadoshospedeiros (Lima et al. 2006; Macedo et al. 2013).

No teste de patogenicidade, lesdes necroticas pontuais surgiram nas folhas 8
dias apoés a inoculacdo com suspensdo de conidios e os sinais foram observados apos
15 dias. As plantas pulverizadas com agua permaneceram sadias.

A busca feita nos bancos de dado do GenBank (BLAST) por seguéncia
préximas da obtida para a regido ITS do isolado COAD 2111 resultou em 99% de
identidade com dezenas de isolados Glecassiicola(553/556 pares de bases
correspondentes ao isolado KU204615-namero de acesso ao GenBank), confirmando
a identidade do fungo. Este € o primeiro relato da associagdoadssiicolaemS.
rebaudianano mundo. Como mencionado anteriormente, muitos fungos causadores
de manchas foliares podem ficar mascarados devido a presenca de muitos outros
fungos presentes na mesma leséo, € o caso tamb&n aessiicola O teste de
patogenicidade reproduziu os sintomas caracteristicos do campo e isso prova que
pode ser uma potencial ameaca a cultura. E muito importante esclarecer o leque de
hospedeiros dos isolados que ata@mebaudianapois em muitas areas se cultiva
esta planta proxima de plantios de soja, por exemplo, que sdo sucet®eis a
cassiicolae poderiam servir como fonte de inéculo para a doen¢d eebaudiana

Elsinoésp. nov. (Fig. 12)

Em hastes e folhas vivas, inicialmente como pontuagcbes subcirculares a
irregulares, 0,54,0 mm de diametro, marrom cara avermelhados em hastes e
marrom palido em folhas e a medida que progridem passam a ter as borda
levantados, halos marrons vinaceos e centro vinaceos, ligeiramente enrugados,

levando a combinacdo de alteracdes tipica de verrugoses nas folhas e antracnose
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maculada nas hastes, podendo levar a distorcdbes no crescimento das hastes,
encurtamento dos entrenésleformacgéo das folhas com interrup¢éo no crescimento
das plantas. Micélio externo ausente. Micélio interno indistinto. Conidioma
indistinto. Em BDA, conidiéforos cilindricos, 6,07,0 x 2,650 um, células
conidiogénicas ampuliformes, 444 x 1,732 um, hialinas a sub-hialinas, lisos
Conidios isolados ou formando cadeias acrépetas, subglobososa oblorgg8,x3,0
1,0-3,0 um, apice e base arredondados, asseptados, egutulados, hialinos, lisos.
Clamidosporos hialinos a alaranjados, lisos, intercalares.

Em cultura: Em BDA, crescimento muito lento (11, cm diam em 30
dias), estromatico, cerebriforme, col6nia convexa, bordas onduladas a igggular
comprimindo o meio, micélio subjascente umber, reverso luteous na periferia e siena
no centro, clamidoésporos presepnaidios ausentes. Em BCA, crescimento muito
lento (2,22,6 cm diam em 30 dias), superficie corrugada, bordos ondulados a
irregulaes colénia mais esparsa, micélio de coloracdo rust no cento e umber nos
bordos, no reverso coloracdo bay com periferia umber, presenca de clamidésporo,

esporulacédo (conidios) abundante.

Materiais examinados: Brasil, estado de Minas Gerais, Uberlandia, em hastes @dolhas
Stevia rebaudiana7de novembro de 2016, R. W. Barreto (\M@184 COAD 2180. Brasil, estado
do Parana, Maringa, em hastes e folhasSdeebaudiana20 de dezembro de 2016, A. A. Célman
(VIC 44188 COAD 2184). Paraguai, departamento de Paraguadiade de Acahay, Isla Alta, em
hastes e folhas d& rebaudiana22 de abril de 2016, A. A. Célman (VIC 44152, COAD 2117).

Notas: As espécies delsinoé sdo conhecidas por causarem doencas conhecidas
como antracnoses maculadas ou verrugoses e estdo associados a diferentes
hospedeiros como: citros (Miles et al. 2015), mandioca (Reeder et al. 2009),
leguminosas (Mchau et al. 1998pthonna quinquedentatéCrous et al. 2015),
manga (Condé et al. 199 Hucalyptus(Cheewangkoon et al. 2009), membros da
familia Proteaceae (Swart et al. 2001; Pascoe et al. 200lEJaleuca alternifolia
(Myrtaceae) (Shuttlew et al. 2016). Nenhuma espéciklsiaoé (forma asexuada:
Sphacelomgfoi, até entdo, relatada e rebaudiangFarr & Rossman 2017) e,
como fungos desse género sdo reconhecidos como tendo, geralmente, elevada
especificidade em relagdo ao hospedeiro, as evidéncias sdo de que o fungo
encontrado atacand® rebaudianaeja uma espécie nova para a ciéncia.

A arvore obtida através do alinhamento de sequéncias ITS com outras

espécies deelsinoé (Fig. 13) mostra que o fungo isolado &e rebaudianase

30



agrupou em um clado que inclilsinoé arachidisficou proximo de Elsinoé
brasiliensis, entretanto estas espécies diferem morfologicamente do fungo
encontrado atacand®. rebaudianaElsinoé arachidigforma assexuabphaceloma
arachidig descrita por Bitancourt and Jenkins (194@) possui conidios de maior
comprimento e largura (12,20,0 x 3,64,0 um) do que o fungo er8. rebaudiana
Além disso, o fungo possui conidios hialinos a sub-hialinoS, j@rachidispossui
conidios amarelados. O fungo é muito simil&. &rasiliensisBitancourt & Jenkins
(1940) mas apresenta algumas diferencas morfologicas: o fun§o rébaudiana
possui conidios mais compridos e de menor largura (conidi& deanihoticola
3,0-6,0 x 1,54,0) um. Dessa forma, a analise filogenética juntamente com as
comparacdes morfologicas permite concluir que se trata de uma espécie nova de
Elsinoéa ser descrita

No teste de patogenicidade foram reproduzidos sintomas das plantas idénticos
aos encontrados no campo (e descritos acima) apés 6 dias da inoculacdo. As plantas
pulverizadas com agua estéril permaneceram sadias. O reisolamento do fungo provou
a patogenicidade do fungo.

Elsinoésp. nov., embora até entdo desconhecido para a micologia é um dos
patbgenos mais temidos nos cultivos comerciaisSdeaebaudianano Brasil e
Paraguai. A doenca, de etiologia até entdo desconhecida, ja foi interpretada
erroneamente, por técnicos envolvidos na conducdo da cultura, ao ataque de
bactérias, por exemplo. Outros técnicos denominaramformalmente - e de forma
mais acertada de “antracnose da haste”. Sabe-se que a doenca ja provocou graves
prejuizos a grandes plantios onde se utilizou material propagativo homogéneo da
cultivar Morita. Em funcao desses problemas, essa variedade, apesar de excelente
sob o ponto de vista industrial (muito produtiva e com teor elevado de rebaudiosideo

e baixo de esteviosideo), € muito suscetivel ao patégeno ora descrito.

Fusariumsp. (Fig. 14)

Murcha seguida de necrose acompanhada da formacdo de col6nias creme a
rosadas em hastes e folhas comecando pela base levando a morte de partes das
plantas ou de plantas inteiras, sendo que todas as plantas apresentaram escurecimento
dos vasos. Micélio externo hialino, septado,—8,0 um diam Micélio interno

indistinto. Em SNA: esporodoéquios consistindo de agrupamentos de conidiéforos
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ramificados espalhadosobre a colénia ou em monofidlides isoladas. Células
conidiogénicas terminais, discretas, subcilindricas-48,5 x 2,64,0 um, hialinas,

lisas. Microconidios indistintos. Macroconidios fusiformes a falcados, ligeiramente
encurvados, 46;03,0 x 4,67,0 um, 3-7 septos, hialinos, lisos. Clamidésporos
isolados ou em cadeias, esféricos a irregulares,—1DM um diam paredes
espessas, marrom a marrom claro.

Em cultura: Em SNAcrescimento rapido (6;8,8 cm diam em 10 dias),
colénias planas, bordas arredondadas, micélio cotonoso, brancas a rosa palido;
reverso com centro salmon e bordos buff, esporulacdo abundante e presenca de
clamidosporos. Em FCA: crescimento lento {6,9 an diam em 10 dias), colénias
elevadas no centro com bordas planas, micélio cotonoso no centro e ralo ngs bordas
coloracdo branca a bege claro; reverso salmon centralmente e buff nos bordos,

esporulacdo abundante.

Materiais examinados: Brasil, estado do Paranaringd em folhas e hastes dgtevia
rebaudiana 15 de dezembro de 2016, A. A. Colman (VIC 44203, COAD 219&raguali,
departamento de Paraguari, cidade de Acahay, em folhas e haSesetaudiana20 de abril de
2016, A. A. Cdlman (VIC 44147, COAD 2113).

Notas:Fusariumé classificado como um dos grupos de patégenos de plantas mais
diversos e economicamente destrutivos para a agricultura (Aoki et al. 2014).
identificagcdo de espécies deusarium tradicionalmente depende de caracteres
morfologicos e fisioldgicos, no entanto, estes sao limitados em seu alcance como tem
sido demonstrado ao longo das ultimas décadas e hoje a taxonomia de fungos deste
grupo depende fundamentalmente do acesso as informagdes moleculares gastella
Cabaries 2014).

Em S. rebaudianaapenas duas espécies Hasarium foram relatadas:
Fusarium oxyporurmo Brasil eFusarium solanina india (Farr & Rossman 2017).

O fungo emsS. rebaudianando produz microconidios em abundancia como sao
produzidos enfr.oxysporunmBootch eF. solaniBooth & Waterston.

Uma busca feita no banco dedados do NCBI utilizando a ferramenta BLAST
comparando as sequéncias ITS do fungo isoladd.deebaudianacom as ali
existentes resultou em 99 % de identidade com alguns isoladdusdgium
chlamydosporun{484/486pares de bases correspondentes a sequéncia KY425723-
namero de acesso ao GenBank), com isolados do complesarium incanatum-

equiseti (484/486 pares de bases correspondentes a sequéncia deusarium
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equisetiKR364597 e também corRusarium incarnatur84/486 pares de bases
correspondentes ao isolado-KC989098). Ao se comparar a morfologia e aspectos
culturais de F. chlamydosporumdescrita por Wollenweber & Reinking.
incarnatumBerkeley & Ravenel&. equiseti(Corda) Saccardo com o fungo &n
rebaudianachegamos a conclusao que ele apresenta maiores semelhancas a espécie
F. incarnatumdo complexadF. incarnatum-equisetiEste € o primeiro relato de uma
espécie deste complexo associadd eebaudianano mundo. Segund®’Donnell et

al. (2015), a melhor regido para separar espécidausariumé a regidao TEF do

DNA, esta regido ainda serd sequenciada para COAD 2113 para permitir o
aperfeicoamento do estudo filogenético.

Apods 20 dias da inoculacdo de plantas sadias com suspensao de conidios
surgiram o0s primeiros sintomas, demonstrado por murcha seguida de necrose
acentuada nas hastes e folhasSdeebaudianaOs sinais evidenciados por micélio
branco a rosa creme cobrindo as folhas surgiram apds 30 dias da inoculacdo. Plantas
pulverizadas com agua estéril permaneceram sadias. O reisolamento do fungo
confirmou a sua patogenicidade.

Da mesma forma que muitas doengas causadoras de manchas foliares ficam
mascaradas pela presenca de outras, 0 mesmo pode ocorrer com fungos causadores
de murchas e podriddes. Os sintomas$-deariumno campo ens. rebaudianasao
facilmente confundidos com os 8elerotium rolfsiiquando este ainda ndo produziu
esclerédios. Podridbes de colo, raizes e murchas vasculares se misturam nos plantios
de stevia e, no momento, ndo é possivel se definir uma ordem de relevancia para
cada doenca e patégeno envolvido. No entanto, todas essas doencas fungicas séo
causadas por patégenos de solo que tem elevada capacidade saprofitica, produzem
estruturas de resisténcia duradouras ou ambos. Alguns desses fungos ainda tem um
leque amplo de hospedeiros que favorece a sua persisténcia indefinidamente mesmo
na auséncia do hospedeiro cultivado. O controle de todas essas doencgas, inclusive as
causadas por fungos do génénesarium é dificil. Para murchas causadas por
oxysporumo uso de variedades resistentes (quando disponivel) é a estratégia

preferencial. Para o fungo encontrado®mebaudiana mesmo pode ser valido.

Macrophomina phaseolin@l'assi) Goid Annali della Sperimentazione Agarl$3):
457. (1947)
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Um fungo estéril associado a podridao de colo e raiz&edéa rebaudiana
foi encontrado associado a plantas doentes ou mortas no Brasil e Paraguai e, ao ser
isolado, produziu colbnias com microesclerddios tipicosMiephaseolina A

caracterizacdo morfolégica e molecular ainda seré efetuada.

Phoma omnivirensAveskamp, Verkley & GruyterMycologig 101(3): 363382
2009. (Fig. 15)

Lesbes em folhas vivas, subcirculares, inicialmente o tecido infectado é
marrom escuro cercado por um halo castanho, pontos escuros nas partes necrosadas
correspondem as frutificacbes do patdégeno, com o tempo as lesGes vao crescendo e
coalescendo, levando a morte de grande extensdo das folhasl88@MOmm.

Micélio externo ausente. Micélio interno intercelular, até 3,0 mm diam, ramificado,
septado, cilindrico e marrom claro a sub-hialino. Conidiomas pits)idiafigenos,
subcuticulags em grupos ou isolados, subglobosos, 1238,0 x 150,0275,0um,
paredes 415 um de espessura, de textura angularis marrom. Conidiéforos reduzidos
a célula conidiogénica. Célula conidiogénica ampuliforme;80x 3,67,0 um,
hialina, lisa. Conidios elipsoides a subcilindricos;-2,0 x 1,02,0 um, asseptados,
extremidades arredondadas, hialinos a sub-hialinos, lisos.

Em cultura: EmAA, crescimento rapido (6,3,0 cm diam em 10 dias).
Micélio aéreo esparso, cotonoso no centro e ralo nas bordas, colonias elevadas com
borda cbncava, bordas inteiras, no centro € olivaceous seguido de uma faixa
olivacous buff e nos bordos é branco, presenca de clamidésporos marrom, escuros
esporulacdo ausente. Em MEA, crescimento rapido; (@®cm diam em 10 dias),
micélio esparco, cotonoso a feltroso, colonia plana com borda inteira, coloracéo
hazel alternando com pale olivaceous grey, zonacgao diurna evidente no verso e fraca
na superficie, esporulacdo ausente. Em BDA, crescimento rghd@,5 cm diam
em 10 dias), micélio esparso, cotonoso a feltroso, colénia plana com borda inteira,
coloracéo olivaceous buff com e no centro areas de coloracdo pela olivaceous grey,
zonacdo diurna fraca no verso, presenca de clamidosporos marrons escuros,
esporulacdo ausente. Em BCA, crescimento rapide-{@0m diam em 10 dias),
micélio esparso, cotonoso a feltroso, colbnia plana, borda inteira, coloracdo hazel
alternando com pale olivaceous grey, formacdo de mucilagem de coloracdo

olivaceous buff, zonacado diurna evidente no verso e fraca na superficie, presenca de
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clamidosporos de coloracdo marrom escura, formagdo de picnidio no centro,

esporulacdo abundante.

Material examinadoParaguai departamento de la Cordilleracidade de Piribebuy, em
folhas deStevia rebaudian&®7 de julho de 2016, A. A. Célman (VIC 44153, COAD 2118).

Notas: As espécies do géndPtiomasao isoladas a partir de solo, ar, plantas,
animais e até mesmo do homem (Chen et al. 2015a). S&o considerados patdgenos
importantes de muitas espécies vegetais, nalglestes, inclusive tratados como
pragas quarentenarias (Aveskamp et al. 2008, 2010; Chen et al. 2015b). Segundo
Borema et al. 2004, existem cerca de 220 espéci@®hamareconhecidas e foram
classificadas em secdes, entretanto as caracteristicas morfoldégicas que separam estas
secbes sdo altamente superficiais (Boerema et al. 2004; Aveskamp et al. 2008).
Fungos tradicionalmente incluidos eéAhomatem conidios hialinos unicelulares
formadosem monofialides e células conidiogénicas em forma de frasco formadas
dentro de picnidios (Boerema e Bollen 1975). Um estudo filogenético foi realizado
recentemente para estabelecer a delimitacdo genérica da familia Didymellaceae
(Chen et al. 2015b) e deu maior suporte para classificacdo das espécies descritas
comoPhoma

A reconstrucéo da arvore filogenética a partir de sequéncias departe do gene
B-tubulina (TUB) (Fig. 14) mostrou que o fungo encontrado ®nrebaudiana
agrupa no clado contendo isolados Beoma omnivirens(Fig. 16). Phoma
omnivirensé uma espécie encontrada em ampla gama de hospedeiros/substratos
tem ampla distribuicdo geografica (Aveskamp et al. 2009). A morfologia do fungo
encontrado emS. rebaudianafoi consistente com a d®. omnivirense esta
identidade foi confirmada pela analise filogenética. Na familia AsteraPeae
omnivirers foi relatada apenas e@hrysanthemum indicuffrarr & Rossman 2017).

Este é o primeiro relato d& omnivirenemsS. rebaudianano mundo.

Apos inoculacao de folhas de plantas sadias com disco de micélio surgiu um
halo amarelado seguido de necrose extensa na folha 7 dias apds a inoculacdo e os
sinais (picnidios) surgiram apés 12 dias. Plantas inoculadas apenas com discos de
BDA permaneceram sadias.

Esta doenca mostrou ser de ocorréncia esporédica e foi encontrada apenas em
algumas folhas dos materiais coletados. O resultado dos testes de patogenicidade foi
inconclusivo sobre a severidade da doenca. Novos testes ainda serdo realizados para

avaliar se sua presenca pode causar danos a cultura. Agentes diferentes do complexo
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de manchas foliares d8. rebaudianapodem ser confundidos dificultando uma

conjuctura util sobre a relevancia de cada um.

Septoriasp. nov. (Fig.17)

LesGes concéntricas em folhas e inflorescéncias, comecando pelas folhas
baixas na planta, inicialmente circidaml subcirculags com um halo amarelado, a
medida que envelhecem ficam marrons escuras e ha observacéo de pontos pretos no
tecido necrosado correspondos picnidios, 1,519,0 mm diam Micélio externo
ausente. Micélio interno intercelular, até 4u0n diam, ramificado, cilindrico,
septado, hialinos sub-hialino. Conidiomas picnid& anfigenos, mais abundantes
adaxialmente, imersos, erumpentes, solitarios, distribuidos aleatorgakntecido
necrosado, globosos a subglobosos, -@018,0 x 55,0125,0 um, 3,6-10,0 um,
paredes de textura angularis -3,0,0 um diam, marrom, mais escura perto do
ostiolo, lisos. @tiolo isolado, central, 15;05,0 um. Conidiéforos comumente
reduzidosas células conidiogénicas, cilindricos, retos, 54&5 x 2,56,0 um,
hialinosa sub-hialinos, lisas. Células conidiogénicas obpiriformes;8455x 2,55,5
pum, hialinas a subhialinas, lisas. Conidios filiformes, curvados;27,@ x 2,635
um, 2-11 septos, finamente gutulados, hialinos a sub-hialinos, lisos.

Em cultura: Em BDA, crecimento muito lento (2293 cm diam em 20 dias),
colénia erumpente, micélio sulcado, coloracdo black apresentando setores pale
olivaceous grey e lavender grey; reverso centralmente bldekk mouse grey nos
bordos, esporulacdo abundante em mucilagem de coloragéo pale olivaceous grey. Em
BCA, crescimento muito lento (28,6 cm diam em 20 dias), micélio esparso,
sulcado, coloracédo black com setores pale olivaceous grey. No reverso o centro &
black e nos bordos é dark mouse grey. Esporulacdadaitenem mucilagem de
coloracao buff.

Materiais examinados: Paraguai, Caacipe, em folhaStelda rebaudianal5 de junho de
2015, A. A. Cdlman (VIC 44186, COAR182. Brasil, estado de Minas Gerais, Vigosa, Infectario
Universidade federal de Vigosa, em folhas e inflorescéncigS. debaudianaW. S. Lisboa (VIC
44140, COAD 2106). Brasil, estado de Minas Gerais, Uberlandia, em foll&te\da rebaudian27
de novembro de 2016, R. W. Barreto (VIC 44182, COADY. Brasil, estado do Parana, Maringd, ,
15 de dezembro de 2016, A. A. Célman (VIC 44194, CQA®M). Brasil, estado de Sdo Paulo, em
folhas deS. rebaudianal8 de dezembro de 2016, A. A. Célman 151 (VK189 COAD2185.
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Brasil, estado de Sdo Paulo, Taquaritubm folhas e inflorescéncias d& rebaudianal8 de
dezembro de 2016, A. A. Cdlman 153 (€192 COAD 2188.

Notas: Fungos do géneBeptoriaestdo entre osfungos mais comumente encontrados
causando manchas foliaresem todo o mundo (Quaedvlieg et al. 2013). Cerca de 3000
nomes deseptoriaforam descritos (Verkley et al. 2004a, b) adotando-se um conceito
geneérico para génei®eptoriaincluindo fungos que formam conidiomas picnidiais,

com células conidiogénicas holoblasticas hialinas, de paredes lisas, com proliferacéo
percorrente, e/ou conidios hialinos, filiformes a cilindricos, multisseptados. (Sutton
198Q Constantinescu 1984; Sutton & Pascoe 1987 1989; Farr 1991, 1992; Verckley
et al. 2013). Recentes estudos mostraram que as caracteristicas morfologicas
utilizadas para delimitar géneros de celomicetos no passado ndo se correlacionam
bem com a filogenia (Crous et al. 2001; Verkley et al. 2004a, b, 2013)
Aproximadamente 200 espécies sdo parasitas de membros das Asteraceae, sendo que
apenasSeptoria steviadoi registradas em associacdo c@nrebaudiangFarr &
Rossman 2017).

Septoria steviaefoi descrita como uma espécie nova em material Sde
rebaudiana coletado no Japado (Ishiba et al. 1982). No entanto, um estudo
monografico do géner&eptoria publicado recentemente (Quadvlieg et al. 2013)
incluiu um isolado deS. rebaudianacoletado no Japdo que ao ser analisado
filogeneticamente constatou-se pertencer ao géRkomna.N&o se sabe se houve
confuséo ou erro no isolamento do material vindo do Japdo mas, até segunda ordem
o0 nome S. steviaedeve ser tratado como duvidoso e a espécie necessita de
epitificacdo, preferencialmente com base em material obtido da localidade tipo.

O presente estudo filogenético utilizando sequéncias de parte do gene RPB2 (Fig.
18) indica que o fungo isolado &e rebaudianaambém é préximo ao clado onde se
encontraS. steviaee as comparacfes morfoldégicas foram consistentes com a
descricdo par&. steviadshiba (1982) Embora, o isolado COAD 2106 tenha ficado
préximo dePhomana filogenia ele, como no caso descrito por Quadvlieg et al. 2013,
apresenta caracteristicas morfologicas tipicas de membros do Gapovia. A
arvore filogenética (Fig. 18) indica que o fungo isolad& deesbaudian@ uma nova
espécie. No entanto, a expansado do estudo filogenético, envolvendo mais regiées
génicas e mais isolados do fungo ainda seré realizada parapermitir uma decisao
melhor fundamentada sobre a sua correta classificacdo. Permanece o paradoxo de

termos aqui um fungo com caracteristicas morfologicaSejgoriae afinidades
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filogenéticas conPhomae géneros associados. Possivelmente a proposicdo de um
género novo para acomodar esses taxa sera necessaria.

Oito dias ap6s a inoculacdo com suspensaoo de conidios apareceram 0s primeiros
sintomas: manchas marrons escuras nas folhas rodeados por um halo clorético onde
ja era possivel visualizar pontos pretos correspondendo aos picnidios. As plantas
pulverizadas com 4gua permaneceram sadias. O reisolamento do fungo comprovou a
sua patogenicidade.

Septoria stevia&@ um dos poucos patdégenos Serebaudianaque recebeu a
atencdo dos fitopatologistas (Reeleder 1999). A septoriose € amplamente
disseminada e reconhecida como causadora de prejuizos significativos para a cultura
(Cruz 2015). Ainda ndo ha um produto quimico registrado para conBefdoria
em S. rebaudianamuitos produtores acabam utilizando produtos registrados para
outras espécies dgeptoriae o0 controle, obviamente, ndo € eficied&m dissq
como a diversidade de fungos causadores de manchas foliares € grande, a maioria
dos produtores d&. rebaudianaacabam confundindo os sintomas causados por
outros fungos com o0s dBeptoria Isso mostra a importancia do esclarecimento

correto da identidade dos fungos associados a esta cultura.

Discussao

Com a recente adocdo de derivados Sle rebaudianapela industria de
refrigerantes e a expansao do mercado para os adocantes derivados desta planta esta
havendo um aumento significativo do seu cultivo (Pop et al. 2015). Essa expansao
vem acompanhada do inevitdvel o surgimento de problemas fitossanitarios
relacionados a doencas flngicas. Esses patdgenos, além de ocasionarem perdas na
producdo agricola, podem, ainda, provocar alteracdes nos compostos quimicos das
plantas e reduzir suas propriedadancionais (Russomanno & Kruppa 2010).
Considerando a importancia desta planta, e a caréncia de informacdes sobre os
fungos fitopatogénicos associadasS. rebaudianae seu potencial destrutivo,
conforme atestado pelos técnicos responsaveis pela maioria dos cultivos visitados, a
propria viabilidade da cultura e dos adogantes dela obtidos como produto comercial

pode ser ameagada. A ocorréncia de doengas fungicas da parte aérea das plantas
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medicinais exige uma atencao especial da pesquisa, principalmente naquelas espécies
cujo produto de interesse € justamente obtido a partir das folhas (Urben el al. 1987).

Um estudo foi feito em 2009 por Arturo et al. na Colémbia sobre microrganismos
patogenos ens. rebaudiana envolveu observacdes dos sintomas, identificacdo e
testes de patogenicidade, entretanto os fungos encontrados foram apenas
caracterizados a nivel de género e foram identificados cdtasarium sp.,
Rhizoctoniasp., Alternaria sp., Curvularia sp., Colletotrichumsp., Cladosporium
sp., Accohyta sp., Thielaviopsis sp., Pestalotia sp., Cercosporella sp.
Helmintosporiumsp., Drechslerasp. eNigrosporasp. Reeleder (1999) descreveu a
ocorréncia de uma doenca severa (mancha e queima de folt&s)jetb@udianano
Canada, causada pBeptoria steviaeO estudo inclui caracterizacdo morfolégica do
fungo, avaliacdo do efeito de condicbes ambientais sobre o desenvolvimento da
doenca, teste do efeito de uso de concentracdes diferentes de inéculo no
desenvolvimento da doenca, observacdes sobre a sobrevivéncia do patdégeno e
avaliacdo de germoplasma quanto a resisténcia a doenca. Trata-se de um dos poucos
estudos detalhados publicados sobre uma das doenSaseftaudiana

Séo citadas por Cruz (201Bhomopss sp., Curvularia sp., Botryodiplodiasp,,
Phlyctaenasp., Aspergillus sp., Colletotrichum sp., Septoria sp., Alternaria sp.,
Rhizoctoniasp.,Sclerotiniasp.,Sclerotiumsp. eFusariumsp. emS. rebaudianaEm
Farr e Rossman (2017) sao listadalernatia alternata(lndia), Alternaria steviae
(Japao),Botrytis cinerea(ltalia), Fusarium oxysporuniBrasil), Fusarium solani
(India), Oidium sp. (Brasil),Sclerotinia sclerotiorum(Canada, EUA) Septoriasp.
(Brasil), Septoria steviagCanada, China)Uromycessp. (Brasil) eVerticillium
dahliae (EUA). Estes estariam associados a doencas tais como murchas, manchas
necroticas, “enegrecimento” e podriddes florais e foram relatados ou listados no
Brasil, Canad& e Paraguai (Arturo et al. 2009).

Os fungos listados como ocorrendo associad8s eebaudianaregistrados no
Brasil sdo: Alternaria alternata, Alternaria steviae, = Fusarium oxysporum,
Oidiumsp, Sclerotium rolfsii, Septoriap. e Uromycessp. Essa é a informacéo
disponivel no banco de dados “Fungos Relatados em Plantas no Brasil” (Mendes &
Urben 2017).

Esta éesta é a primeira vez que uma pesquisa bibliografica e de campo para

7z

fungos é realizada enS. rebaudiana envolvendo descricdes morfologicas,
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moleculares e testes de patogenicidade. Durante o levantamento ensefurmos
causadores de manchas foliares como também antracnose, verrugose e ferrugem.

Neste estudo foram caracterizados 12 espécies de fungd& eebaudiana
Alternaria burnsij Alternaria novae-guineensisCercospora sp., Corynespora
cassiicola, Phoma omnivirens Septoria sp. nov. causando manchas foliares,
Colletotrichum truncatumcausando antracnoseédecidium minimum causando
ferrugem, Elsinoé sp. nov. causando verrugose e ainddhelia rolfsii,
Macrophomina phaseolina Fusariumsp. causando podridées e murchas. Todos os
fungos encontrados, excetdthelia rolfsii, sdo fungos que nunca haviam sido
anteriormente relatadas no mundo neste hospedeiro. Todos o0s estes fungos sao
primeiros relatos para o Paraguai, exdetoolfsii. Para o BrasilAlternaria burnsij
A. novae-guineensi€. truncatum, Elsinoésp. nov.,M. phaseolinge P. omnivirens
e Septoria spnov. fiofungos que nuwrahaviam sido anteriormente relatados.

Em um material recentemente coletadirichoderma sp. foi encontrado
crescendo em associacdo com coléniadeolfsii em plantas dé&. rebaudiana
doentes em Maringd (PR). E provavel que o fungo estivesse se utilizando do
fitopatbgeno como substrato. Ele foi isolado em cultura pura para futura
caracterizacdo e determinacdo da utilidade como antagonista para usoAcontra
rolfsii e outros patégenos.

Athelia rolfsii, Elsinoésp. nov. eSeptoriasp. nov. foram encontrados em todos
0S pontos de coleta, causando os sintomas mais severos de doenca. Para os dois
altimos, que eram desconhecidos para a ciéncia, sera possivel agora buscarem-se
fungicidas apropriados para fins de registro e aproveitar-se a informacéo disponivel
publicada sobre o manejo de doencas provocadas por espécies pertencentes ao
mesmo géneroem outras culturas agronémicas.

Embora cultivada ha varias décadas, sobretudo na Asia, pode-se diZ8r que
rebaudianaé uma espécie em processo de domesticacdo. Pouco foi investigado e
menos ainda publicado sobre essa espécie. O melhorame8torelzaudianaem
sido feito de forma empirica e baseado na selecéo de clones a partir de cultivos de
sementes onde ocorre forte segregacdo. A produtividade em folhas e os teores de
rebaudiosideo séo os alvos principais na busca selecéo de clones sendo a resisténcia a
doencas uma questdo tratada como secundéria no processo. As consequéncias disso
podem se manifestar tardiamente no campo quando um unico clone de elevado

interesse industrial pode ser acometido por epifitia arrasadora, como relatado para a
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doenca ora diagnosticada como causadabEinoésp. nov. causadora de perdas
graves em cultivos da variedade Morita, desenvolvida por um dos principais
melhoristas atuando nessa culturaM.K. Kogyo (http://www.morita-kagaku-
kogyo.co.jp/main/html/e/stevip/ Um fator que complica bastante o avanco das
pesquisas nessa cultura sdo um fraco envolvimento de pesquisadores na academia e a
protecdo por sigilo de descobertas feitas pelos técnicos e pesquisadores na inddstria.
A falta de conhecimento sobre a etiologia de doencas importantes na cultura torna o
cultivo de S. rebaudianamais arriscado. Como a padronizacdo dos cultivos com
alguns clones selecionados depende da sua propagacdo vegetativa, os riscos de
introducdo da maioria das doengcas que atacam a cultura, em novas areas
implantadas, é muito grande. Observou-se, no entanto, que este risco é amplamente
negligenciado pelos empreendedores do ramo.

Neste estudo descreveaparte da micobiota fitopatogénica 8erebaudianano
Brasil e no Paragua foi feita uma avaliacdo preliminar das ameacas fungicas que
pairam sobre o futuro dessa cultura em processo de domesticacdo. Somente uma
parte da area de distribuicdo 8erebaudiana e mesmo essa, limitada a areas de
cultivo comercial ou experimental - foi visitada para coletas. E provavel que, em sua
area de origem na Serra do Amambai, ainda existam outros fungos fitopatogénicos
restritos em sua distribuicdo aguardando coleta e descricdo. Futuramente, seria de
grande interesse cientifico a expansdo da pesquisa, incluindo coletas no centro de
origem da planta para geracdo de uma lista completa dos fungos fitopatogénicos
associados &. rebaudiana.
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Ecios.

Fig. 1. Aecidium minimunmem Stevia rebaudiana(A-B). Deformacdes nas folhas

infectadas na face adaxial e abaxial, respectivam@pit®).

de ecibésporos. (G). Espermogonio. Barras sr20



C

Fig. 2. Alternaria burnsiiem Stevia rebaudiana(A). Inflorescéncia com sintoma.
(B). Folhas com necroses. (C). Cadeia de conidios aderidos ao conidiofded. (D
Conidios.(G—H). Coldnia em BDA. Barras = aén.

52



1{:.4.'11'1711"'1'.1 iridiaustralis CBS |18486*
Alternaria iridiaustralis CBS 118404
Alternaria longipes CBS 113,35

Alternaria longipes CBS 539.94
Alternaria gossvpina CBS 100.23

= Alternaria gossypina CBS 107.36*

Alternaria burnsii COAD 2119
1 = Alternaria burnsii CBS 107,38
Alternaria burnsii CBS 879.95

- Alternaria burnsii CBS 110.50

— Alternaria burnsii CBS 108.27

o8 _X[ Alternaria jacinthicola CBS 133751*
Alrernaria jacinthicola CBS 878.95
1 Alternaria arborescens CBS 115189
3 —[—A/h'rmu'iu arborescens CBS 112749
— Alternaria alternata CBS 119399
= Alternaria alternata CBS 119408
\— Alternaria eichhorniae CBS 489,92*

“— A alternaria eichhorniae CBS 119778

Alternaria alternantherae CBS 124392

Fig. 3. Arvore filogenética multilocus délternaria resultante de uma analise
Bayesiana baseada em sequéncias ITS e RPB2 usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado
de Stevia rebaudian@std em negrito. Espécies tipo estdo destacadas com asterisco.
As probabilidades posteriores bayesianas estdo indicadas nos nés. A arvore foi

enraizada comlternaria alternantherae
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Fig. 4. Alternaria novae-guineensiem Stevia rebaudiana(A-B). Folhas com
necrose. (B). Conidio aderido ao conidi6fofG--E). Conidios. (FG). Colbénia em

BDA. Barras =2Qum.
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! [ Alternaria protenta CBS 116437
Alternaria protenta CBS 347,79
[ Alternaria tagetica CBS 47981
J Alternaria tagetica CBS 297,79

Alternaria steviae CBS 63188
—P Alternaria steviae CBS 63288
I Alternaria steviae CBS 117362*

Y

Alternaria novae-guineensis CBS 116120%
= Alternaria novae-guineensis PPR1 12171
e Alternaria novae-guineensis COAD 2115

Alternaria agerani CBS 117221
09— Illcnmrm tillandsiae CBS 116116
llk rnaria anodae PPR1 12376
1 [.Hlﬂ"mria pipionipisi CBS 116115*
Alternaria pipionipisi CBS 117365

0.9 |+ Alternaria thunbergiae CBS 120986
__I' [ Alternaria thunbergioe CBS 116331*
Alternaria nitrimali CBS 109163*
1 [.411('rn{m‘u cyamopsidis CBS 117219
07 Alternaria cyamopsidis CBS 364.67
g Alrernaria cassiae CBS 116119
Alternaria cassiae CBS 478.81
I r Alternaria sesami CBS 115264
Alternaria sesami CBS 240.73
Alternaria zinniae CBS 118.44
Alternaria zinniae CBS 107 48
Alternaria macrospora CBS 117228*

07

0ne

Alternaria cucumerina CBS 117225
Alternaria venezuelensis CBS 116121%
Alternaria aragakii CBS 594 93*
Alternaria pseudorostrata CBS 1194117

000

Fig. 5. Arvore filogenética multilocus délternaria resultante de uma anélise
Bayesiana baseada em sequéncias ITS e RPB2 usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado
de Stevia rebaudian@sta em negrito. Espécies tipo estdo destacadas com asterisco.
As probabilidades posteriores bayesianas estdo indicadas nos nés. A arvore foi

enraizada conAlternaria pseudorostrata
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Fig. 6. Athelia rolfsii em Stevia rebaudiana(A-B). Planta com necrose. (C).
Esclerddios. (BE). Micélio apresentando grampo de conexdo corado com
lactofucsina(F-G). Colénia em BDA. Barra = 1,om.
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Fig. 7. Cercosporasp. em Stevia rebaudiana(A-B). Manchas foliares. (C).
Conidioforos. (D). Célula conidiogénica e conidio aderido ao (&ei). Conidios.
(G-H). Colénia em BDA. Barras = 2fn.
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Cercospora glveinicola CPC 23911*

067 Cercospora glveinicola CPC 23912
Cercospora of. malloti CPC 20729
Cercospora cf: malloti CPC 24820
% Cercospora cf. zinniae CPC 22027

Cercospora ¢f. zinmiae CPC 22040
Cercospora cf. zinniae CPC 22041

065 | 0,98 »_{: Cercospora fagopvri CBS 132623*
Cercospora kikuchii CBS 128.27*
I]— Cercospora cf. mikaniicola CPC 20741

I. Cercospora cf. mikaniicola CPC 22030
Cercospora cf. mikaniicola CPC 22031

Cercospora cf. nicotianae CBS 13132

Cercospora cf. nicotianae CBS 132632

Cercospora apii CPC 5260

Cercospora apii CBS 25267

__|£ Cercospora cf. citrulina CBS 119395
Cercospora cf. citrulina CBS 132669
Cercospora lactucae-sativae CPC 20719
4{ Cercospora lactucae-sativae CPC 23817
Cercospora lactucae-sativae CPC 23818
avs Cercospora beticola CPC 23815
_'{{ Cercospora beticola CPC 24825
Cercospora beticola CBS 116456*
Cercospora celosiae CBS132600
Cercospora cf. physalidis CBS 765.79

Cercospora sp. COAD 2110
Cercospora cyperina CPC 23919%

11,04 w
0,59 =
Cercospora cyperacearum CPC 22014
Cercospora cyperacearum CPC 23918*
0,64 Cercospora cyperacearum CPC 24811
Cercospora olivascens CBS 25367*

(1,57 =

L 1[ Cercospora musigena CPC 24809
1,000 Cercospora musigena CPC 24831*

L{ Cercospora capsici CPC 22000
Cercospora capsici CPC 22007

Fig. 8. Arvore filogenética multilocus d€ercosporaresultante de uma analise
Bayesiana baseada em sequéncias ITS e CAL usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado de
Stevia rebaudian@sta em negrito. Espécies tipo estdo destacadas com asterisco. As
probabilidades posteriores bayesianas estao indicadas nos nés. A arvore foi enraizada

comCercospora capsici
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Fig. 9. Colletotrichum truncatunem Stevia rebaudiana(A). Lesdo em folha(B).
Acérvulo com setas. (C). Conidios aderidas células conidiogénicas. (D).

Apressorios. (E). Conidio§~—G) Coldnia em BCA. Barras = 20n.
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Colletotrichum truncatum COAD 2114
Colletotrichum truncatum CBS 710,70

08
L Colletotrichum truncatum CBS 15135*
08

Colletotrichum truncatum CBS 119189
|
*{ Colletotrichum truncatum 1M1 61677

Colletotrichum truncatum CBS 136.30

Colletotrichum curcumae IM1 288937*

— Colletotrichum chlorophyti IM1 103806*

J | Colletotrichum phaseolorum CBS 157.36
_[— Colletotrichum phaseolorum CBS 158.36
1~ Colletotrichum dematium CBS 125.25%
-—[ Colletotrichum lineola CBS 125337

| Colletotrichum fructi CBS 346,37
’ _{:—Colh'lutridmm anthrisci CBS 125334*
1 E Caolletotrichum spinaciae CBS 12857
Colletotrichum circinans CBS 221 .81*
1 Colletotrichum trichellum CBS 180.52
{ Colletotrichum rusci CBS 119206*
1 [ Colletatrichum spaethianum CBS 167.49
Colletotrichum lilit CBS 109214

’ Colletotrichum tofieldiae CBS 168.49
T{F Colletotrichum verruculoyum 1M1 45525%
Colletotrichum liriopes CBS 122747

~s

Colletotrichum lindemuthianum CBS 151.28

nn:

Fig. 10. Arvore filogenética multilocus de espéciesCadletotrichumresultante de

uma analise Bayesiana baseada em sequéncias ACT, CHS, GAPDH, ITS e TUB
usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado $tevia rebaudian&sta em negrito. Espécies

tipo estdo destacadas com asterisco. As probabilidades posteriores bayesianas estao

indicadas nos noés. A arvore foi enraizada €uatlietotrichum lindemunthianum
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Fig. 11.Corynespora cassiicolam Stevia rebaudiana(A). Manchas foliares. (B
E). Conidios. (FG). Conidioforos contendo conidios aderida@s células

conidiogénicas. (H). Colonia em BDA. Barras = 20m.
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Fig. 12.Elsinoésp. nov. enftevia rebaudianaA-B). Verrugose em haste e folhas.
(C). Célula conidiogénica. (D) Conidios—B. Colonia em BDA. Barras =10m.
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Q{ Elsinoé ampelina EAMI 1

Elsinoé ampelina EAMI 3
Elsinoé sp. nov. COAD 2117
Sphaceloma arachidis CPC 18533
Sphaceloma arachidis CPC 18529
Elsinoé brasiliensis CPC 18528
Sphaceloma krugii CPC 18537
Sphaceloma sesseae CPC 18549
Sphaceloma asclepiadis CPC 18544
1’ Sphaceloma asclepiadis CPC 18583
Elsinoé mimosae CPC 18518

[ Elsinoé fawcetiii CPC 18570

02 L Elsinoé fawcettii CPC 18535

{13

Elsinoé austrafis Kna 5
——— Elsinoé banksiae STE U 2678

Elsinoé leucospermi STE U 2041

Elsinoé leucospermi STE U 2042
Elsinoé proteae STE U 1349*
i Sphaceloma protearum STE U 2034
i Sphaceloma protearam STE U 2035
_,_[ Sphaceloma corvli SphCp2

Sphaceloma corvii SphCpl ——

Dothiora cannabinae CBS 73771

Fig. 13. Arvore filogenética de espéciesElsinoé(Sphacelomparesultante de uma
analise Bayesiana baseada em sequéncias ITS usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado de
Stevia rebaudianasta em negrito. As probabilidades posteriores bayesianas estao

indicadas nos noés. A arvore foi enraizada &athiora canabinae
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Fig. 14. Fusariumsp. emStevia rebaudianéd). Planta com murcha. (B). Tecido
colonizado. (€D). Conidios aderidos alalas conidiogénicas. (&). Conidios.
(H-I). Colonia em SNA. Barras = 10n.
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Fig. 15. Phoma omonivirengm Stevia RebaudianaA). Lesdo em folha. (B).
Picnidio corado com lactofucsina. (C). Conidio aderido a célula conidiogénica. (D).

Conidios corados com lactofucsina--HE. Cultura em BDA. Barras = 10m.
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I 1 Phoma microchlamydospora CBS 105.95*
Phoma microchlamydospora CBS 491,90
Phoma narcissi CBS 251.92

Phoma narcissi PD 76/61
Phoma narcissi PD 71/6

anr Phoma clematidina CBS 102.66

Phoma clematidina CBS 108.79*
Phoma clematidina CBS 195.64
Phoma clematidina CBS 201,49
Phoma clematidina CBS 520.66
Phoma herbarum CBS 615.75
i 1 Phoma eypyrena CBS 37491

- L Phoma eupyrena CBS 527.66
=) —— Phoma omnivirens COAD 2118
! F——— Phoma omnivirens CBS 123397
D84 =

Phoma omnivirens CBS 992,95
Phoma omnivirens CBS 123396
| [ Phoma infossa CBS 123394
Phoma infossa CBS 123395%
.[ Phoma zantedeschiae CBS 131.93
Phoma zantedeschiae PD 69/140
Phoma sorghina CBS 627.68
Phoma sorghina CBS 986.95
Phoma sorghina CBS 846.68
Phoma sorghinag PD 81721
Phoma sorghina PD 76/1025
Phoma sorghina CBS 886.95
Phoma paspali CBS 560.81

Phoma ommivirens CBS 341.86%
2

087

071

0

Fig. 16. Arvore filogenética de espécies Bhoma resultante de uma andlise
Bayesiana baseada em sequéncias TUB usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado de
Stevia rebaudian@sta em negrito. Espécies tipo estdo destacadas com asterisco. As
probabilidades posteriores bayesianas estao indicadas nos nés. A arvore foi enraizada

comPhoma paspali
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Fig. 17. Septoriasp. nov. emStevia rebaudiana(A-C). Manchas foliares. (D).
Picnidios em inflorescéncia. {E). Picnidios. (G). Conidios aderidos as células
conidiogénicas. (H). Conidios—{). Col6nia em BDA. Barras = 10n.
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Septoria sp. nov. COAD 2106
09 Septoria steviae CBS 120132
: Boeremia telephii 135415

L Phoma herbarum CBS 61575

11 Seproria apiicola CBS 116465
Septoria apiicola CBS 389.59
nsr Septoria lamiicola CBS 102328
L Septoria lamiicola CBS 102329

07 == Septoria lamiicola CBS 102379

(19

no

D)

08 =

|

ir Septoria senecionis CBS 102366
Septoria seneciomis CBS 102381

— Septoria pseudonapelli CBS 128664

- Septoria napelli CBS 109104

i+ Septoria napelli CBS109105

- Septorvia lycoctoni CBS 109089

L Septoria exotica CBS 16378

"‘{L Seprovia posoniensis CBS 128645

H'- Septoria chrysanthemella CBS 128622

— Seproria cisii CBS 128621

..:[l Septoria chrysanthemella CBS 128617

Seproria lewcanthemi CBS 109083

Septoria leucanthemi CBS 109086

.:_{- Septoria putrida CBS 109087
Septoria putrida CBS 109088

| _{: Septoria obesa CBS 128588
Septoria obesa CBS 128623

_{ Septoria astericola CBS 128587

Sepioria astericola CBS 128593

.-

".',l -

(L —

=1

v Septoria paridis CBS 109111
Septoria paridis CBS 109110

It Septoria heopersici CBS 128654
Septoria lveopersici CBS 35449

11 Septoria matricariae CBS 109000
Septoria matricariae CBS 109001

11 Septoria erigerontis CBS 109095
Septoria erigerontis CBS 109094

Septoria anthrisci CBS 109019 .

Septoria anthrisci CBS 109020

Fig. 18. Arvore filogenética de espécies 8eptoriaresultante de uma anélise

Bayesiana baseada em sequéncias RPB2 usando MrBayes v. 3.2.6. O isolado de

Stevia rebaudianastd em negrito. As probabilidades posteriores bayesianas estédo

indicadas nos no6s. A arvore foi enraizada coBeptoria anthrisci
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Tabela 1. Numeros de acesso ao GenBank de sequéncias de DNA dos isolados incluidos neste estudo.

Acesso GenBank

Espécies Isolado Hospedeiro Origem ACT CAL CHS GAPDH ITS RPB2 TUB
Alternaria agerati CBS 117221 Ageratum houstonianum EUA KJ718098 KJ718272
Alternaria alternantherae CBS 124392 Solanum melongena China KC584179 KC584374
Alternaria alternata CBS 119399 Minneola tangelo EUA KP124361 KP124829
Alternaria alternata CBS 119408 Euphorbia esula EUA KP124362 KP124830
Alternaria anodae PPRI 12376 Anoda cristata Africa do Sul KJ718110 KJ718284
Alternaria aragakii* CBS 594.93 Passiflora edulis EUA KJ718111 KJ718285
Alternaria arborescens CBS 115189 Citrus Clementina Africa do Sul KP124402 KP124872
Alternaria arborescens CBS 112749 Malus domestica Africa do Sul KP124401 KP124871
Alternaria burnsii CBS 108.27 Gomphrena globosa KC584236 KC584468
Alternaria burnsii CBS 110.50 Gossypiunsp. Mocambique KP124421 KP124890
Alternaria burnsii CBS 879.95 Sorghunsp. Reino Unido KP124422 KP124891
Alternaria burnsii* CBS 107.38 Cuminum cyminum india KP124420 KP124889
Alternaria cassiae CBS 478.81 Senna obtusifolia EUA KJ718135 KJ718309
Alternaria cassiae CBS 116119 Sauropus androgynus Maléasia KJ718136 KJ718310
Alternaria cucumerina CBS 117225 Cucumis melo, EUA KJ718154 KJ718327
Alternaria cyamopsidis CBS 364.67 Cyamopsis tetragonoloba EUA KJ718156 KJ718329
Alternaria cyamopsidis CBS 117219 Cyamopsis tetragonoloba EUA KJ718157 KJ718330
Alternaria eichhorniae CBS 119778 Eichhornia crassipes Indonésia KP124426 KP124896
Alternaria eichhorniae* CBS 489.92 Eichhornia crassipes india KC146356 KP124895
Alternaria gossypina CBS 100.23 Malus domestica KP124429 KP124899
Alternaria gossypina CBS 107.36 Soll Indonésia KP124431 KP124901
Alternaria iridiaustralis CBS 118404 Iris sp. Nova Zelandia KP124434 KP124904
Alternaria iridiaustralis* CBS 118486 Irissp. Australia KP124435 KP124905
Alternaria jacinthicola CBS 878.95 Arachis hypogaea Mauritius KP124437 KP124907
Alternaria jacinthicola* CBS 133751 Eichhornia crassipes Mali KP124438 KP124908
Alternaria longipes CBS 113.35 Nicotiana tabacum KP124440 KP124910
Alternaria longipes CBS 539.94 Nicotiana tabacum EUA KP124441 KP124911
Alternaria macrospora CBS 106.29 Gossypiunsp. EUA KJ718193 KJ718366
Alternaria nitrimali* CBS 109163 Solanum viarum, Porto Rico KJ718201 KJ718374
Alternaria novae-guineensis PPRI 12171 Galinsoga parviflora Africa do Sul KJ718203 KJ718376
Alternaria novae-guineensis* CBS 116120 Citrussp. Papua Nova Guné KJ718202 KJ718375
Alternaria pipionipisi CBS 117365 Euphorbia pulcherrima EUA KJ718215 KJ718388
Alternaria pipionipisi* CBS 116115 Cajanus cajan india KJ718214 KJ718387
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Tab. 1 (continuacéo)

Acesso GenBank

Espécies Isolado Hospedeiro Origem ACT CAL CHS GAPDH ITS RPB2 TUB
Alternaria protenta CBS 347.79 Solanum lycopersicum Nova Zelandia KJ718219 KJ718392
Alternaria protenta CBS 116437 Hordeum vulgare Nova Zelandia KJ718220 KJ718393
Alternaria pseudorostrata CBS 119411 Euphorbia pulcherrima EUA JN383483 KC584422
Alternaria sesami CBS 240.73 Sesamum indicum Egito KJ718231 KJ718404
Alternaria sesami CBS 115264 Sesamum indicum india JF780939 KJ718405
Alternaria steviae CBS 631.88 Stevia rebaudiana Japéo KJ718250 KJ718425
Alternaria steviae CBS 632.88 Stevia rebaudiana Japao KJ718251 KJ718426
Alternaria steviae* CBS 117362 Stevia rebaudiana Japao KJ718252 KJ718427
Alternaria tagetica CBS 297.79 Tagetesp. Reino Unido KJ718253 KJ718428
Alternaria tagetica CBS 479.81 Tagetesp. Reino Unido KC584221 KC584434
Alternaria thunbergiae CBS 120986 Allium cepa Iran KJ718258 KJ718433
Alternaria thunbergiae* CBS 116331 Thunbergia alata Australia KJ718257 KJ718432
Alternaria tillandsiae* CBS 116116 Tillandsia usneoides Nova Zelandia KJ718260 KJ718435
Alternaria venezuelensis* CBS 116121 Phaseolus vulgaris Venezuela KJ718263 KJ71843
Alternaria zinniae CBS 118.44 Callistephus chinensis Hungria KJ718264 KJ718439
Alternaria zinniae* CBS 107.48 Zinniasp. Alemanha KJ718265 KJ718440
Boeremia telephii CBS 135415; Lavatera thuringiaca Alemanha KF252154
Cercospora apii CPC 5260 Glebionis coronaria Romania JX142795 JX143533

Cercospora apii CBS 252.67 Plantago lanceolata Nova Zelandia DQ233394 DQ233318

Cercospora beticola CPC 23815 Beta vulgaris Tailandia KT193712 KT193652

Cercospora beticola CPC 24825 Apium graveolens Tailandia KT193713 KT193653

Cercospora beticola* CBS 116456 Beta vulgaris Italia AY840425 AY840527

Cercospora capsici CPC 22000 Capsicum frutescens Tailandia KT193714 KT193654

Cercospora capsici CPC 22007 Capsicum frutescens Tailandia KT193715 KT193655

Cercospora celosiae CBS 132600 Celosia argentea Coréia do Sul JX142834 JX143570

Cercospora cf. citrulina CBS 119395 Musasp. Bangladesh JX142843 EU514222

Cercospora cf. citrulina CBS 132669 Musasp. Bangladesh JX142844 EU514223

Cercospora cf. malloti CPC 20729 Melampodium divaricatum Tailandia KT193737 KT193677

Cercospora cf. malloti CPC 24820 Eupatorium odoratum Tailandia KT193748 KT193688

Cercospora cf. mikaniicola CPC 20741 Mikania cordata Tailandia KT193753 KT193693

Cercospora cf. mikaniicola CPC 22030 Mikania cordata Tailandia KT193754 KT193694

Cercospora cf. mikaniicola CPC 22031 Mikania cordata Tailandia KT193755 KT193695

Cercospora cf. nicotianae CBS 131.32 Nicotiana tabacum Tailandia DQ835146 DQ835073
Cercospora cf. nicotianae CBS 132632 Glycine max México JX142898 JX143631
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Tab. 1 (continuagao)

Acesso GenBank

Espécies Isolado Hospedeiro Origem ACT CAL CHS GAPDH ITS RPB2 TUB
Cercospora cf. physalidis CBS 765.79  Solanum tuberosum Peru JX142900 JX143633

Cercospora cf. zinniae CPC 22027 Zinnia elegans Tailandia KT193766 KT193706

Cercospora cf. zinniae CPC 22040 Zinnia elegans Tailandia KT193767 KT193707

Cercospora cf. zinniae CPC 22041 Zinnia elegans Tailandia KT193768 KT193708

cercospora cyperacearum CPC 22014 Solanum mammosum Tailandia KT193726 KT193666

cercospora cyperacearum * CPC 23918 Cyperus alternifolius Tailandia KT193727 KT193667

Cercospora cypericola CPC 24811 .. Tailandia KT193728 KT193668

Cercospora cyperina* CPC 23919 Cyperus alternifolius Tailandia KT193729 KT193669

Cercospora fagopyri* CPC 14541 Fagopyrum esculentum Coréia do Sul JX142860 JX143594

Cercospora glycinicola CPC 23912 Glycine max Tailandia KT193731 KT193671

Cercospora glycinicola* CPC 23911 Glycine max Tailandia KT193730 KT193670

Cercospora kikuchii* CBS 128.27 Glycinesp. Japao DQ835134 DQ835070

Cercospora lactucae-sativae CPC 20719 Lactuca sativa Tailandia KT193732 KT193672

Cercospora lactucae-sativae CPC 23817 Lactuca sativa Tailandia KT193733 KT193673

Cercospora lactucae-sativae CPC 23818 Lactuca sativa Tailandia KT193734 KT193674

Cercospora musigena CPC 24831 Musasp. Tailandia KT193759 KT193699

Cercospora musigena* CPC 24809 Celosia argentea Tailandia KT193758 KT193698

Cercospora olivascens* CBS 253.67 Aristolochia clematitis Romania JX142899 ... JX143632
Colletotrichum anthrisci* CBS 125334 Anthriscus sylvestris Holanda GU227943 GU228335 GU228237 GU227845 GU228139
Colletotrichum chlorophyti* IM1103806  Chlorophytunsp. india GU227992 GU228384 (GU228286 GU227894 GU228188
Colletotrichum circinans* CBS 221.81 Allium cepa EUA GU227953 GU228345 GU228247 GU227855 GU228149
Colletotrichum curcumae* IM1 288937  Curcuma longa India GU227991 GU228383 GU228285 GU227893 GuU228187
Colletotrichum dematium* CBS 125.25 Eryngium campestre Franca GU227917 GU228309 GU228211 GU227819 GU228113
Colletotrichum fructi CBS 346.37 Malus sylvestris EUA GU227942 GU228334 (GU228236 GU227844 GU228138
Colletotrichum lilii CBS 109214 Lilium sp. Japao GU227908 GU228300 GU228202 GU227810 GU228104
Colletotrichum lindemuthianum CBS 151.28 Phaseolus vulgaris Reino Unido GU227898 GU228290 GU228192 GU227800 GU228094
Colletotrichum lineola* CBS 125337 Apiaceae Republica Checa  GU227927 GU228319 GU228221 GU227829 GU228123
Colletotrichum liriopes CBS 122747 Liriope muscari México GU227903 GU228295 GU228197 GU227805 GU228099
Colletotrichum phaseolorum CBS 157.36  Phaseolus radiatus Japao GU227994 GU228386 GU228288 GU227896 GU228190
Colletotrichum phaseolorum CBS 158.36  Vigna sinensis Japao GU227995 GU228387 GU228289 GU227897 GU228191
Colletotrichum rusci* CBS 119206 Ruscus Italia GU227916 GU228308 GU228210 GU227818 GU228112
Colletotrichum spaethianum CBS 167.49 Hosta sieboldiana Alemanha GU227905 GU228297 GU228199 GU227807 GU228101
Colletotrichum spinaciae CBS 108.40 Spinacia oleracea Holanda GU227945 GU228337 GU228239 GU227847 GU228141
Colletotrichum tofieldiae CBS 168.49 Lupinus polyphyllus Alemanha GU227900 GU228292 GU228194 GU227802 GU228096

71



Tab. 1 (continuacéo)

Acesso GenBank

Espécies Isolado Hospedeiro Origem ACT CAL CHS GAPDH ITS RPB2 TUB
Colletotrichum trichellum CBS 180.52 Hederasp. Holanda GU227913 GU228305 GU228207 GU227815 GU228109
Colletotrichum truncatum CBS 710.70 Phaseolus vulgaris Brasil GU227962 GU228354 (GU228256 GU227864 GU228158
Colletotrichum truncatum CBS 119189 Phaseolus lunatus EUA GU227961 GU228353 GU228255 GU227863 GU228157
Colletotrichum truncatum CBS 136.30 Crotalaria juncea Trindade e Tobago GU227974 GU228366 GU228268 GU227876 GU228170
Colletotrichum truncatum IM1 61677 Corchorus capsularis Bangladesh GU227980 GU228372 GU228274 GU227882 GU228176
Colletotrichum truncatum* CBS 151.35 Phaseolus lunatus EUA GU227960 GU228352 GU228254 GU227862 GU228156
Colletotrichum verruculosum* IM1 45525 Crotalaria juncea Zimbabue GU227904 GU228296 GU228198 GU227806 GU228100
Dothiora cannabinae CBS 737.71 AJ244243

Elsino& ampelina EAMI 1 AY826762

Elsinoé ampelina EAMI 2 AY826764

Elsinoé arachidis CPC 18533  Arachis hypogaea JN943485

Elsinoé arachidis CPC 18529 Arachis hypogaea JN943484

Elsinoé australis KNa-5 FJ010328

Elsinoé banksiae STE-U 2678 Austrélia AF227197

Elsinoé brasiliensis CPC 18528 JN943501

Elsinoé fawcettii CPC 18570 JN943503

Elsinoé fawcettii CPC 18535 JN943496

Elsinoé leucospermi STE-U 2041 Califérnia AF131088

Elsinoé leucospermi STE-U 2042 Califérnia AF131089

Elsinoé mimosae CPC 18518 JN943505

Elsinoé proteae* STE-U 1349 ... Africa do Sul AF097578

Phoma clematidina CBS 102.66 Clematissp. Reino Unido FJ427099
Phoma clematidina CBS 195.64 Clematis jackmannii Holanda FJ427101
Phoma clematidina CBS 201.49 Clematissp. Holanda FJ427102
Phoma clematidina CBS 520.66 Selaginellasp. Holanda FJ427103
Phoma clematidina* CBS108.79 Clematissp. Holanda FJ427100
Phoma eupyrena CBS 374.91 Solanum tuberosum Holanda FJ427110
Phoma eupyrena CBS 527.66 Wheat field soil Alemanha FJ427111
Phoma herbarum CBS 615.75 Rosa multiflora Holanda FJ427133
Phoma herbarum CBS 615.75 Rosa multiflora Holanda KF252217

Phoma infossa CBS 123394 Fraxinus pennsylvanica Argentina FJ427134
Phoma infossa* CBS 123395 Fraxinus pennsylvanica Argentina FJ427135
Phoma microchlamydospora CBS 491.90 Unidentified vegetable crop Reino Unido FJ427139
Phoma microchlamydospora* CBS 105.95 Eucalyptussp. Reino Unido FJ427138
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Phoma narcissi CBS 251.92 Nerinesp. Holanda FJ427148
Phoma narcissi PD 71/6 Ismene sp. FJ427149
Phoma narcissi PD 76/61 Hippeastrunsp. FJ427150
Phoma omnivirens CBS 992.95 Soil Papua Nova Guiné ... FJ427155
Phoma omnivirens CBS 123396 Chrysanthemum indicum Holanda FJ427156
Phoma omnivirens CBS 123397 Staticesp. Tanzéania FJ427157
Phoma omnivirens* CBS 341.86 Phaseolus vulgaris Bélgica FJ427152
Phoma paspali CBS 560.81 Paspalum dilatatum Nova Zelandia FJ427158
Phoma sorghina CBS 627.68 Citrussp. Franca FJ427178
Phoma sorghina CBS 846.68 Coffeasp. india FJ427179
Phoma sorghina CBS 886.95 Stellariasp. Papua Nova Guiné ... FJ427180
Phoma sorghina CBS 986.95 Soil Papua Nova Guiné ... FJ427181
Phoma sorghina PD 76/1025 Aspidiotus destructor india FJ427182
Phoma sorghina PD 81/721 Pinussp. EUA FJ427183
Phoma zantedeschiae CBS 131.93 Callasp. Holanda FJ427188
Phoma zantedeschiae PD 69/140  Callasp. Holanda FJ427189
Septoria anthrisci CBS 109019 Anthriscussp. Austria KF252339

Septoria anthrisci CBS 109020 Anthriscussp. Austria KF252340

Septoria apicola CBS 116465 Apium graveolens Holanda KF252343

Septoria apicola CBS 389.59 Apium graveolens Italia KF252344

Septoria astericola CBS 128587 Aster tataricus South Korea KF252347

Septoria astericola CBS 128593 Aster yomena Coréia do Sul KF252348

Septoria chrysanthemella CBS 128617 Chrysanthemum morifolium Coréia do Sul KF252376

Septoria chrysanthemella CBS 128622 Chrysanthemum boreale Coréia do Sul KF252377

Septoria cirsii CBS 128621 Cirsium setidens Coréia do Sul KF252382

Septoria erigerontis CBS 109094 Erigeron annuus Austria KF252411

Septoria erigerontis CBS 109095 Erigeron annuus Austria KF252412

Septoria exotica CBS 163.78 Hebe speciosa Nova Zelandia KF252416

Septoria lamiicola CBS 102328 Lamium album Holanda KF252438

Septoria lamiicola CBS 102329 Lamium album Holanda KF252439

Septoria lamiicola CBS 102379 Lamiumsp. Holanda KF252440

Septoria leucanthemi CBS 109083 Chrysanthemum leucanthemum Austria KF252450

Septoria leucanthemi CBS 109086 Chrysanthemum leucanthemum Austria KF252451

Septoria lycoctoni CBS 109089 Aconitum vulparia Austria KF252458
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Septoria lycopersici CBS 354.49 Lycopersicon esculentum Canada KF252460
Septoria lycopersici CBS 128654 Lycopersicon esculentum Coréia do Sul KF252459
Septoria matricariae CBS 109000 Matricaria discoidea Holanda KF252468
Septoria matricariae CBS 109001 Matricaria discoidea Holanda KF252469
Septoria napelli CBS 109104 Aconitum napellus Austria KF252473
Septoria napelli CBS 109105 Aconitum napellus Austria KF252474
Septoria obesa CBS 128588 Artemisia lavandulaefolia Coréia do Sul KF252476
Septoria obesa CBS 128623 Chrysanthemum indicum Coréia do Sul KF252477
Septoria paridis CBS 109111 Paris quadrifolia Austria KF252486
Septoria paridis CBS 109110 Paris quadrifolia Austria KF252487
Septoria posoniensis CBS 128645 Chrysosplenium japonicum Coréia do Sul KF252503
Septoria pseudonapelli CBS 128664 Aconitum pseudolaeve Holanda KF252520
Septoria patrida CBS 109087 Senecio nemorensis Austria KF252521
Septoria patrida CBS 109088 Senecio nemorensis Austria KF252522
Septoria senecionis CBS 102366 Senecio fluviatilis Holanda KF252538
Septoria senecionis CBS 102381 Senecio fluviatilis Holanda KF252539
Septoria steviae CBS 120132 Stevia rebaudiana Japao KF252243
Sphaceloma asclepiadis CPC 18544 JN943495
Sphaceloma asclepiadis CPC 18583 JN943494
Sphaceloma coryli SphCp2 KT001428
Sphaceloma coryli SphCpl KT001427
Sphaceloma krugii CPC 18531 JN943489
Sphaceloma protearum STE-U 2034 Zimbdoue AF131081
Sphaceloma protearum STE-U 2035 Zimbéabue AF131082
Sphaceloma sesseae CPC 18549 JN943498

a: ACT= actina; CAL= calmodulina; CHS= quitina sintase;

*: Isolados tipo.

EBAPDH: gIicé'raldel’do“-l?,-fosfat'é desidragenase; ITS= reéiﬁh»mspﬁéra
transcrita interna; RPB2= RNA polimerase Il e TUBtubulina.
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Tabela 2 Aecidiumou estadios aecidiais relatados em espéciSsealea.

Células Peridiais Eci6ésporos
Fungo Hospedeiro  Posigdo E.CIO (um Forma Tamanho Forma Cor Tamanho
diam) (Hm) (nm)
Poliédrico, sub Subglobosoa . . 9,0-17,0
Aecidium minimum S.rebaudiana Hipofilo 190,0-4800 romboide a sub- 16,0-33,0 x ligeiramente Hlalm.o? x 8,0~
11,0-20,0 L sub-hialino
retangular elipsoide 130
Aecidium minimunjackson & S. e - 12,6-16,0 -
Holway urticaefolia Hipdfilo 200,0-275,0 Rombdide x 28,0340 Subgloboso Hialino 12,0-15,0
Angular-
Aecidium stevia®. Hennings & S. e .. .. 30,0-40,0 x globoide, - 24,0-35,0
Hedwigia Beiblatt urticaefolia Hipdfilo 400,0800,0  Retangular a poliédrico 20,0-30,0 ovoéide ou Sub-hialino x 18,0-
elipsoéide 25,0
24,0-32,0
Aecidium steviicolarthur Steviasp. Hipdfilo 100,0-150,0 Globoide Hialino x 30,0-
40,0
- Elipsoides, 22,0-26,0
A R. Hern. e o
eC|d|um. tumbayenss em S. effusa Hipdfilo 300,0- 350,0 Retangular subglobosas a Hialino x 25,0-
& E.T. Cline, o
poliédricas 32,0
Puccinia praemors®iet& Holw S
P " rhombifolia
25,0-330
Puccinia rosediet& Holw. Steviasp. Hipofilo Orbicular Oblongos x 230~
26,0

Puccinia tolimensi$layor

Steviasp.

.... Desconhecido ou inexistente
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