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RESUMO GERAL

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.), pertencente a familia Solanaceae e género
Solanum, desempenha um papel crucial na agricultura global, sendo uma das hortalicas mais
amplamente cultivadas. As podriddes em frutos de tomates, causadas por espécies dos géneros
Fusarium e Neocosmospora, representam uma crescente preocupagdo para a producdo e
comercializacdo desses frutos em diversas regides. Este estudo teve como objetivo identificar
as espécies de fungos fusarioides responsaveis por sintomas de podriddes pos-colheita em
frutos de tomate, nos estados de Pernambuco e Goias. Foram obtidos 25 isolados fungicos,
associados a sintomas de podriddo em frutos de tomate, sendo 12 de Pernambuco (Recife - 9
isolados e lgarassu - 3 isolados) e 13 de varios municipios de Goias (Morrinhos - 3 isolados,
Cataldo - 2 isolados, Silvania - 4 isolados e Luziania - 4 isolados). A caracterizacdo morfol6gica
dos 25 isolados revelou que todos pertenciam aos géneros Fusarium ou Neocosmospora. No
teste de patogenicidade, todos os 25 isolados foram patogénicos, evidenciando sua capacidade
de causar danos em frutos de tomate. No teste de patogenicidade, ao analisar o tratamento com
ferimento, alguns isolados destacaram-se por sua maior agressividade, apresentando variagao
significativa nas lesGes apos seis dias da inoculacao, enquanto apenas 1 Gnico isolado mostrou-
Se menos agressivo nesse tratamento. No tratamento sem ferimento, alguns isolados ndo foram
patogénicos. A identificacdo molecular dos isolados envolveu a extracdo de DNA, amplificacéo
e sequenciamento das regides TEF1 e RPB2. O BLAST revelou a filiagdo dos isolados a
diferentes complexos de espécies, como Fusarium chlamydosporum, Fusarium incarnatum-
equiseti, Fusarium oxysporum e o género Neocosmospora. Analises filogenética por inferéncia
bayesiana permitiu a identificacdo especifica das espécies. Dentre as cinco espécies de
Fusarium identificadas, F. spinosum (FCSC), F. caatingaense, F. sulawesiense, F. Compactum
(FIESC), e F. languescens (FOSC) foram registradas. No género Neocosmospora, 2 isolados
foram identificados como N. falciformis, e N. solani. Os resultados destacam uma diversidade
genética significativa, evidenciando a complexidade taxondémica dentro do género Fusarium.
Essas informacgfes contribuem para estratégias de manejo mais eficazes, permitindo uma
abordagem direcionada para reducdo das perdas em poOs-coheita associadas a esses

fitopatdgenos em tomate.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, Fusarium, Neocosmospora, podriddo em tomates,

patogenicidade, analise molecular, diversidade genética, pos-colheita.
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GENERAL ABSTRACT

The tomato culture (Solanum lycopersicum L.), belonging to the Solanaceae family and the
Solanum genus, plays a crucial role in global agriculture, being one of the most widely
cultivated vegetables. Tomato fruit rots, caused by species of the Fusarium and Neocosmospora
genera, represent a growing concern for the production and commercialization of these fruits
in various regions. This study aimed to identify the Fusarium-like species responsible for
postharvest rots in tomato fruits. Twenty-five isolates were obtained, 12 from Pernambuco
(Recife - 9 isolates and lgarassu - 3 isolates) and 13 from various municipalities in Goias
(Morrinhos - 3 isolates, Cataldo - 2 isolates, Silvania - 4 isolates, and Luziania - 4 isolates).
Morphological characterization of the 25 isolates revealed that all belonged to the Fusarium or
Neocosmospora genera. In the pathogenicity test, all 25 isolates proved to be pathogenic,
evidencing their ability to cause damage to tomatoes. When analyzing the intentionally
wounded treatment, some isolates stood out for their higher aggressiveness, showing significant
variation in lesions after six days of inoculation, while only 1 isolate showed less aggressiveness
in this treatment. In the treatment without intentional injury, some isolates were not pathogenic.
Molecular identification of the isolates involved DNA extraction, amplification, and
sequencing of the TEF1 and RPB2 regions. BLAST revealed the affiliation of the isolates to
different species complexes, such as Fusarium chlamydosporum, Fusarium incarnatum-
equiseti, Fusarium oxysporum, and the Neocosmospora genus. Phylogenetic analyses by
Bayesian inference allowed specific identification of the species. Among the five Fusarium
species identified, F. spinosum from FCSC, F. caatingaense, F. sulawesiense, F. compactum
from FIESC, and F. languescens from FOSC were recorded. In the Neocosmospora genus, 2
isolates were identified as N. falciformis and N. solani. The results highlight significant genetic
diversity, evidencing taxonomic complexity within the Fusarium genus. This information
contributes to more effective management strategies, allowing a more targeted approach to
reducing postharvest losses associated with these phytopathogens in tomato.

Keywords: Solanum lycopersicum, Fusarium, Neocosmospora, tomato rot, pathogenicity,

molecular analysis, genetic diversity, post-harvest.
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ELUCIDACAO DA IDENTIDADE, PATOGENICIDADE E AGRESSIVIDADE DE
ISOLADOS FUNGICOS FUSARIOIDES CAUSANDO PODRIDAO EM FRUTOS DE
TOMATE

REVISAO DE LITERATURA

1. A cultura do Tomate

Pertencente a familia Solanaceae, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma
hortalica tipo fruto originario da América do sul (Equador, peru e chile) (RICK, 1982).
Entretanto, o cultivo de tomateiro ganhou propor¢do mundial, sendo cultivado nos mais
diferentes climas e regides. Se destacando na culinaria mundial, o fruto de tomate ¢ muito
apreciado pelo seu sabor, seja in natura ou processado e ¢ uma das hortalicas mais consumidas
no mundo inteiro (ALVARENGA, 2004).

Inicialmente, o tomate foi erroneamente considerado como venenoso, mas sua aceitagao
e introducdo na alimentagdo humana foi possibilitada pela influéncia dos mexicanos. Com a
colonizacdo europeia na regido de origem do tomate, os europeus transportaram essa cultura
para o seu continente. Entre os anos de 1523 e 1554, os espanhdis introduziram a planta como
elemento ornamental (FILGUEIRA, 2013). A introducao da cultura no Brasil também se deu
pelos colonizadores europeus, no final do século XIX (ALVARENGA, 2004).

A planta do tomate ¢ uma espécie herbacea e perene, embora, do ponto de vista
comercial, comporte-se como anual. Apresenta habitos de crescimento tanto determinado
quanto indeterminado, sendo este ultimo uma caracteristica predominante nos tomates de mesa
(FILGUEIRA, 2013). Os frutos sao do tipo baga, caracterizados por uma consisténcia carnosa,
e apresentam uma variabilidade de cores que abrange tons de amarelo e vermelho (NAIKA et
al., 2006). No contexto brasileiro, os tipos varietais do tomate sdo classificados em dois
seguimentos, sendo eles o tomate para industria, com habito de crescimento determinado, € o
tomate de mesa para consumo in natura, sendo dividido em quatro grandes grupos; santa cruz,
salada, cereja, italiano (FILGUEIRA, 2008; TEIXEIRA, 2022).

Sobre a classifica¢do cientifica da cultura, em 1753, Carolus Linnaeus classificou o
tomate no género Solanum, designando-o como Solanum lycopersicum L., na qual, em latim,

"lyco" significa "lobo" e "persicum" refere-se a "péssego" (LINNAEUS, 1753). Entretanto, em
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1754, Philip Miller tomou a iniciativa de reclassificd-lo em um novo género, Lycopersicon,
juntamente com vdrias outras espécies. O tomate foi entdo nomeado Lycopersicon esculentum
Mill., sendo "esculentum" uma alusao a sua comestibilidade (MILLER, 1754). Naquela época,
muitos acreditavam que o fruto do tomate era venenoso; assim, ¢ possivel que Miller tenha
introduzido a nova nomenclatura para enfatizar sua aptiddo para o consumo humano. No
entanto, € importante observar que esse nome, Lycopersicon esculentum, entra em conflito com
o Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB), onde tecnicamente deveria ter sido
utilizado a classificacdo Lycopersicon lycopersicum. Apesar dessa discordancia, o termo
Lycopersicon esculentum foi amplamente adotado e perdurou até tempos recentes (KIMURA
& SINHA, 2008).

Dentre os maiores produtores de tomate no mundo, que desempenham um papel
fundamental no abastecimento global dessa hortaliga, a China, India e Turquia representam os
maiores produtores e destacam-se por uma parcela significativa da produgcdo mundial de
tomates. O Brasil € o 8° maior produtor mundial e se destaca como um dos principais produtores
da América Latina (FAOSAT, 2022). No cenario brasileiro, alguns estados sobressaem, com
destaque para Goids, lider na producgdo de tomate, totalizando 993.452 toneladas em 2022. Em
seguida, Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Bahia. Apesar de Goias liderar em termos de volume de
producao, € relevante observar que Sao Paulo apresenta um valor de produgdo substancialmente
superior, atingindo 2.408.371 milhdes de reais, em comparagao aos 937.006 mil reais do estado
de Goias (IBGE, 2022).

Diversas doencas podem afetar a producdo de tomate. Entre as principais doencas que
afetam a cultura do tomate estdo a murcha de Fusarium e Verticillium, podriddes bacterianas,
como a podridao-mole e a podridao de rhizopus, além de outras doengas como antracnose e
rizoctoniose. Essas doengas comprometem a qualidade dos frutos, reduzindo seu valor de
mercado e impactando negativamente na indistria e no consumo (LOPES & DE AVILA, 2021).

As doencas pds-colheita em frutos, como o tomate, sdo causadas por uma variedade de
microrganismos, incluindo fungos, virus e bactérias. Essas infecgdes frequentemente ocorrem
durante o cultivo, colheita, transporte e armazenamento, resultando em perdas econdmicas tanto
no campo quanto no mercado. A intensidade dessas doengas depende da sanidade dos frutos,
que por sua vez ¢ afetada pelas condigdes ambientais durante a producdo. As perdas sdo
exacerbadas pela falta de cuidado na colheita, transporte e manuseio, além do contato dos frutos

com o solo contaminado (ARAH et at., 2015; LOPES, 2021).
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2. Podridoes em frutos de tomate

As perdas apo6s a colheita de produtos hortifruticolas resultam de diversos fatores, como
perdas fisiologicas, microbiologicas, fisicas e mecanicas. Destaca-se que as perdas originadas
por microrganismos patogénicos desempenham um papel crucial nesse contexto. Essas perdas
podem ser quantitativas, caracterizadas pela deterioracdo significativa dos tecidos, ou
qualitativas, indicando pequenas lesdes, porém, impactando negativamente o aspecto visual do
produto. Esse comprometimento estético pode resultar na ndo comercializagdo ou na
diminui¢do do valor economico do produto (GOMES, 1996; CHITARRA & CHITARRA,
2005).

Além disso, ¢ importante considerar o tomate, sendo um produto hortifruticola
suscetivel a diversas formas de podriddes, enfrenta desafios especificos. As perdas pos-colheita
associadas a bactérias, fungos e outros patdgenos vegetais sao desafios a um manejo eficaz para
garantir qualidade e durabilidade dos tomates durante o armazenamento, transporte e
comercializacdo (MAHOVIC et al., 2004).

As podriddes em frutos de tomate, predominantemente causadas por bactérias e fungos,
sdo fatores adicionais que contribuem para as perdas pos-colheita. Embora patégenos como
virus e nematoides também possam estar envolvidos, sua influéncia ndo provoca uma
deterioragdo progressiva dos tomates durante o armazenamento. Diversas espécies de fungos,
como Geotrichum candidum, responsavel pela podridao acida, Rhizopus stolonifer, causador
da podridao de Rhizopus, e Phytophthora spp., associado a podriddo olho de veado, bem como
Alternaria arborescens e espécies de Fusarium, contribuem para a decomposi¢ao dos frutos de
tomate (MAHOVIC et al., 2004).

A medida que os frutos amadurecem, ocorrem alteragdes fisiologicas e estruturais que
tornam os tecidos mais propensos a serem atacados por doengas. A diminuicao da firmeza da
polpa durante o processo de amadurecimento torna os frutos mais suscetiveis a lesdes
mecanicas, as quais representam as principais vias de entrada para patdgenos apos a colheita
(LOPES & DE AVILA, 2005).

A podridao azeda em frutos de tomate ¢ ocasionada pelo Geotrichum candidum, sendo
considerada uma das formas de deterioracdo mais intricadas e desagradaveis (THOMIDIS et
al., 2021). A doenca afeta os frutos do tomate através de ferimentos, especialmente os frutos
maduros que sdo sensiveis a infeccdo e colonizagdo. Em frutos maduros, a area afetada torna-
se aquosa, enquanto em frutos verdes, permanece relativamente com o tecido firme. Quando a

epiderme ¢ rompida, ocorre a liberacdo de liquido com a presenca de indculo do patogeno,
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podendo contaminar os outros frutos. Em condi¢des de alta temperatura e umidade, forma-se
um mofo superficial compacto, geralmente de cor branca ou creme (LOPES & DE AVILA,
2021). Recentemente, esse fitopatogeno ja foi identificado em diversos paises, incluindo o
Brasil, causando doencgas em varias culturas de importancia agronomica. (PAES et al., 2022).

Podridao por Rhizopus ou podriddo-de-rizopus ¢ uma forma de podridao causada pela
espécie Rhizopus stolonifer. Este patdgeno se desenvolve principalmente em condi¢des imidas
e altas temperaturas, induzindo a formagao de lesdes moles e crescimento micelial do patdogeno
de coloracdo branca a cinza sobre a superficie dos frutos de tomate. O processo de
apodrecimento € rapido e resulta em um aspecto aquoso, o que a distingue de outras formas de
podridao. O crescimento rapido e a transmissao facilitada pelo manuseio e ferimentos nos frutos
podem resultar em perdas econdmicas substanciais durante a fase pds-colheita. Quando
observado, os frutos afetados devem ser prontamente removidos das instalacdes de
processamento e as caixas devem ser regularmente higienizadas, (BADAWY & RABEA, 2009;
LOPES & DE AVILA, 2021).

Algumas espécies do género Phytophthora sdo responsaveis pela podridio olho de
veado, caracterizada por manchas escuras e cancro com formagao de anéis concéntricos. A lesao
¢ firme, circular e inicialmente de cor verde, evoluindo para tonalidades marrons. Essa podridao
pode ocorrer antes e apos a colheita, pode afetar frutos inicialmente assintomaticos, mas
contaminados superficialmente. Essa podridao ¢ favorecida por condigdes umidas e solos mal
drenados (SHERBAKOFF, 1917; GUPTA, 2022; LOPES & DE AVILA, 2021).

Podridao de Alternaria, conhecida como mofo preto ou podriddo preta, atribuida aos
fungos A. arborescens e A. alternata, resulta na formagdo de manchas escuras e enrugadas na
superficie dos frutos. Essa doencga € caracterizada por lesdes circulares necréticas e deprimidas
com a presenga de micélio cinza escuro, podendo resultar na completa deterioragdo dos frutos.
Essa forma de deterioragdo pode manifestar-se tanto no campo quanto durante o
armazenamento pos-colheita (BOSQUEIRO, 2021). Geralmente, as podridoes de Alternaria
estao associadas a diversos fungos, como Fusarium spp. € Corynespora cassicola (LOPES &
DE AVILA, 2021).

A podriddo de Rhizoctonia, causada pelo fungo Rhizoctonia solani, ¢ uma doenga que
se desenvolve em condi¢des de clima quente e imido, podendo infectar frutos em qualquer
estagio de maturagdo. Os danos principais ocorrem durante o processo de amadurecimento,
especialmente em frutos proximos ou em contato com o solo. Essa podridao em frutos de tomate
¢ mais comum em plantas prostradas e com vigor vegetativo excessivo, especialmente em

cultivos para processamento industrial. Os frutos afetados apresentam inicialmente uma
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podriddo marrom, que se torna amolecida a medida que a doenca avanga e organismos
secundarios o atacam. Isso se deve a alta e constante umidade do solo mantida por essas
condi¢des de cultivo (LOPES & DE AVILA, 2021). A infecgdo tem inicio na superficie do fruto
em contato com o solo, onde o patdégeno estd presente. Por essa razdo, a incidéncia ¢ mais
prevalente em tomates destinados a industria. As lesdes manifestam-se como manchas marrons
e, sob condi¢des de alta umidade, surgem estruturas caracteristicas do fungo (LEWIS et al.,
1990; LOPES & DE AVILA, 2005). Para reduzir os riscos de doengas, ¢ recomendado evitar
solos mal drenados, planejar o plantio para evitar periodos chuvosos, escolher cultivares de
tomateiro com porte mais ereto, evitar adubagdes excessivas com nitrogénio, reduzir a irrigacao
no final do ciclo e praticar a rotagdo de culturas, preferencialmente com gramineas (LOPES &
DE AVILA, 2021).

Diversas espécies de Fusarium podem causar podriddes em frutos de tomate. Além
disso, de acordo com Lopes & De Avila (2021), espécies desse género também esto associadas
a outras doengas na cultura, como a Murcha de Fusarium causada pelo Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici. A podridao de Fusarium em frutos de tomate ¢ frequentemente originada por
diferentes fatores, conforme documentado por Denis (1983). Os sintomas dessa doenca incluem
podriddes menos agressivas que se estendem até o centro da fruta. O tecido afetado geralmente
apresenta saturacao de agua e ¢ externamente coberto por micélio branco, amarelo ou rosado,
enquanto o tecido infectado exibe descoloracdo e adquire uma tonalidade marrom clara
(DENIS, 1983; TOMATO et al., 2013). A presenca dessa doenca resulta na depreciacio do valor
comercial dos frutos, uma vez que os consumidores optardo por frutos frescos e ndo manchados

(NURULHUDA et al., 2009; TOMATO et al., 2013).

2.1 Manejo das doencas do tomateiro

No manejo fitossanitario do cultivo de frutos de tomate, ¢ essencial implementar
medidas eficazes para prevenir e controlar doencas, incluindo as podriddes fungicas causadas
por multiplos fungos patogénicos sob condi¢des de armazenamento (WANI, 2011). Isso requer
a adocdo de estratégias baseadas em principios cientificos, como a aplicagdo preventiva de
produtos fitossanitarios registrados para mitigar os danos causados por esses patdogenos.
Estratégias adicionais, como a incorporagdo de matéria organica no solo, o plantio de mudas
sadias e a utilizacdo de cultivares resistentes, também contribuem para o manejo integrado de

doencas fungicas no cultivo de tomate. A rota¢dao de culturas com plantas nao hospedeiras e a
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solarizag@o do solo sdo praticas que visam reduzir a pressao de indculo em areas de cultivo. Ao
adotar essas medidas de manejo de forma integrada e sist€émica, ¢ possivel promover a satde
das plantas e minimizar os danos causados por doengas no cultivo de tomate (STANDNIK &
TALAMININ, 2004; LOPES & DE AVILA, 2021)

Segundo informag¢des do AGROLINK (2024), atualmente existem 369 fungicidas
registrados para uso na cultura do tomate, no entanto, apenas dois deles sdo registrados
especificamente para o controle de doencas causadas por espécies do género Fusarium nesta
cultura. E importante destacar que esses dois produtos ndo sdo destinados ao combate da
podridao em frutos de tomate causada por esse género. Em outras palavras, ndo ha produtos
registrados para o tomate que sejam indicados especificamente ao controle da podriddo em

frutos causada por Fusarium.

3. O Género Fusarium

O género Fusarium (Hypocreales, Nectriaceae) foi inicialmente descrito em 1809 com
base na produ¢do de marcadores morfoldgicos como macroconidios. Contudo, pesquisas que
utilizam caracterizagdo morfolégica e filogenéticas moleculares (GRAFENHAN et al. 2011)
revelaram que essa caracteristica evoluiu de forma convergente em diferentes linhagens de
ascomicetos, e que foi perdida pelo menos uma vez dentro do antigo, e ndo mais existente,
complexo de espécies F. solani. Com isso, pesquisadores comegaram a defender e aprovaram a
classificagdo do complexo de espécies F. solani como o género Neocosmospora (DEAN et al.,
2012; CROUS et al., 2021).

A taxonomia do género Fusarium tem sido objeto de debate entre os taxonomistas desde
sua proposi¢do por Link em 1809, sendo oficializado por Fries em 1821. Autores como
Wollenweber e Reinking (1935) tentaram classificar o género com base em caracteristicas como
microconidios, clamidosporos e morfologia dos macroconidios. Além disso, o género Fusarium
foi subdividido em diferentes complexos filogenéticos com base em métodos moleculares de
identificacdo de espécies, como o Fusarium incarnatum-equiseti species complex (FIESC) e o
Fusarium oxysporum species complex (FOSC) (THOMAS et al. 2019).

Embora predominantemente habitantes do solo, os conidios de Fusarium podem ser
dispersos pela 4gua em respingos de chuva e por sistemas de irrigacdo. Quando secos, esses
conidios tornam-se veiculos de dispersdo pelo ar a longas distancias, contribuindo assim para
sua disseminacdo global. Atuando como patogenos de plantas, esses fungos induzem podridao

de raizes e caules, murcha vascular e/ou podridoes em frutos de diversas espécies de culturas
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economicamente relevantes (PERFECT et al., 2001). Essa atividade patogénica resulta em
significativas perdas de rendimento (toneladas por hectare) e em prejuizos econdmicos
estimados em mais de US$ 1 bilhdo em culturas de importancia agrondomica (NGANIJE et al.,
2004).

A identificacdo de espécies dentro do género Fusarium ¢ composta por trés conceitos
distintos: morfologico, que se baseia na semelhanga de caracteristicas morfologicas
observaveis, denominadas marcadores morfoldgicos; bioldgico, que se fundamenta na
compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie; e filogenético, que se apoia na analise
de sequéncias de DNA. A abordagem mais amplamente adotada para diferenciar as espécies do
género Fusarium consiste na combinacdo dos conceitos filogenético e morfologico
(O’DONNEL, 2000). Para delimitacdo das espécies de Fusarium as Regides Fator De
Alongamento de Traducdo 1-a (TEFI) e Segunda Maior Subunidade da RNA Polimerase II
(RPB2) tem sido mais utilizadas, devido ao alto grau de polimorfismo presente em suas
sequéncias e a auséncia de copias ndo-ortdlogas (O’DONNELL et al., 2015). Porém banco de
dados possuem outras sequéncias parciais de multiplos genes que vém sendo comumente
usados para identificar tdxons fusarioides como actina (AC71), calmodulina (CaM), histona
(HIS3), maior subunidade da RNA polymerase II (RPB1I), beta-tubulina (TUBZ2), espagador
transcrito interno (ITS) e subunidade grande de rRNA (LSU), além das ja citadas RPB2 e TEF]
(CROUS et al., 2021).

O género Fusarium € conhecido por abrigar espécies produtoras de micotoxinas,
incluindo as fumonisinas e zearalenona. As fumonisinas sdo um grupo de metabolitos
carcinogénicos produzidos por diversas espécies de Fusarium, como F. verticillioides e F.
proliferatum. A fumonisina B1 (FB1) ¢ uma das variantes mais comuns desses metabolitos e
estd associada a varias espécies de Fusarium. Sua presenca em alimentos pode resultar da
contaminagdo por Fusarium durante o crescimento das culturas. A acumulagao de fumonisinas
em produtos agricolas esta relacionada a gravidade da infec¢ao fingica. Essa micotoxina causa
cancer, distirbios neuroldgicos e problemas de desenvolvimento (DESJARDINS, 2006;
ARUMUGAM et al., 2021). Além disso, outro metabolito importante produzido por espécies
de Fusarium ¢ a zearalenona (ZEA), um estrogénio sintético com atividade hormonal. A ZEA
pode contaminar uma variedade de alimentos e, quando ingerida, pode ter efeitos adversos na
saude, incluindo disturbios hormonais e impactos na reproducdao animal (RAI;, DAS;
TRIPATHI, 2020).

O género Fusarium destaca-se como um dos grupos de fungos de maior importancia

econdmica global, sendo extensivamente pesquisado (DEAN et al., 2012), principalmente pela
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sua destrutiva e produgdo de micotoxinas (AOKI et al., 2014). Compreendendo pelo menos 300
espécies filogeneticamente distintas, foram identificados até o momento 20 complexos de

espécies (CROUS et al., 2021).

3.1 Complexo de Espécies Fusarium chlamydosporum — FCSC

Fusarium chlamydosporum species complex (FCSC) foi descrito por O'donnell et al.
(2009) com base em andlises das regides génicas TEFI, RPB2, LSU e CaM. Os isolados do
FCSC apresentam caracteristicas de crescimento rapido em BDA, apresentando micélio aéreo
abundante e ramificado, com coloragdo variando de esbranquigada a roseada ou amarronzada,
além de exibir microconidios e clamidosporos em grande quantidade (NELSON et al., 1983;
O'DONNELL et al., 2009).

Fusarium chlamydosporum é uma espécie de fungo de grande interesse tanto na
agricultura quanto na medicina devido a sua capacidade fitopatogénica e patogénica. As
espécies se destacam pelas suas peculiaridades em formar esporodéquios, clamiddsporos e
conidios, além de apresentar pigmentacdo em diferentes meios de cultura. Encontrada
frequentemente em solos e em materiais vegetais afetados por doengas, F. chlamydosporum
também estd associada a casos de fusarioses em humanos e animais. Além disso, esse fungo ¢
conhecido por produzir varias micotoxinas e metabolitos secundarios (LOMBARD; VAN

DOOM; CROUS, 2019).

Os isolados desse complexo sdo considerados saprofitas, mas ja foram relatados como

patogénicos em algumas culturas, tais como banana, milho, sorgo, lentilha e tomate

(OLADIRAN; TWU, 1993; GOMES, 2017).

3.2 Complexo de Espécies Fusarium oxysporum — FOSC

Isolados do complexo de espécie Fusarium oxysporum sdo encontrados frequentemente
e classificados como o quinto entre os 10 principais grupos de fungos que afetam plantas
(DEAN et al. 2012). As espécies desse complexo se desenvolvem no solo, incluem importantes
agentes de doengas de plantas e animais (incluindo humanos) e isolados que, at¢é o0 momento,
ndo sdo relatados como patogénicos. Em um estudo recente de Lombard et al. (2019), sdo
discutidos os diferentes sistemas usados para classificar espécies do FOSC, destacando suas

limitagoes.



18

O complexo de espécies Fusarium oxysporum contém principalmente fungos do solo
distribuidos globalmente em uma ampla gama de ambientes, incluindo areas cultivadas e ndo
cultivadas em diversos climas. Este conjunto engloba tanto fitopatdogenos quanto nao
patogenos, sendo que os isolados fitopatogénicos sdo morfologicamente indistinguiveis dos
isolados ndo patogénicos. F. oxysporum apresenta uma notavel diversidade funcional e genética,
refletindo na capacidade de afetar uma grande diversidade de hospedeiros vegetais, incluindo
plantas dicotiledoneas e monocotiledoneas. As espécies patogénicas do complexo F. oxysporum
causam sintomas como murcha ou podridao de raizes e caules em uma variedade de culturas
agricolas e ornamentais. A especializagdo do hospedeiro levou ao conceito de formae speciales,
agrupando isolados que compartilham a mesma gama de hospedeiros. Essas formae speciales
afetam uma diversidade de familias de plantas, com sintomas predominantes de murcha. A
diversidade inicialmente restrita de hospedeiros tem sido ampliada para incluir varias espécies
de plantas e formas especiais (DEAN et al, 2012; EDEL-HERMANN; LECOMTE, 2019).
Apesar de existir mais de 100 formae speciales, estudos mostram que evoluiram de forma
independente e tém diferentes origens genéticas. Isso significa que nao sdo todos descendentes
de uma uUnica linhagem ancestral, mas se desenvolveram separadamente. Além disso,
Summerell (2019) afirma que a maneira como essas "formae speciales" foram identificados
como fitopatogénicos nem sempre foi precisa. As vezes, os cientistas atribuiam o status de
"formae speciales" aos isolados de F. oxysporum reisolados de plantas doentes sem avaliar
corretamente se esses isolados eram realmente os que causaram a doenga (EDEL-HERMANN
& LECOMTE, 2019).

As similaridades ecoldgicas entre os membros de Neocosmospora e F. oxysporum
devem ser reconhecidas, conforme observado por Geiser et al. (2021). No entanto, esses dois
grupos de espécies sao morfologicamente distintos, mesmo em suas formas assexuadas.
Fusarium oxysporum produz macroconidios com células apicais pontiagudas e microconidios
a partir de fialides, que geralmente sdo 5 a 10 vezes mais curtos do que os de espécies de

Neocosmospora (CROUS et al., 2021).
3.3 Complexo de Espécies Fusarium incarnatum-equiseti — FIESC
O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) ¢ um complexo

filogeneticamente diversificado que engloba mais de 30 espécies, sendo consideradas cripticas

e, com isso, a identificacdo com base apenas em caracteristicas fenotipicas ¢ desafiadora, pois
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espécies produzem marcadores morfologicos semelhantes (VILLANI et al., 2016; XIA et al.,
2019).

As caracteristicas morfologicas de Fusarium incarnatum-equiseti compreendem a
producao de macroconidios e microconidios, estruturas associadas ao processo de reproducao
assexuada. Os macroconidios exibem células apicais agudamente pontiagudas.
Adicionalmente, a espécie demonstra a capacidade de formar clamidosporos, estruturas
especializadas que desempenham um papel significativo na resisténcia e sobrevivéncia. Este
complexo compreende apenas um reduzido numero de espécies formalmente descritas, as quais
se caracterizam pela curvatura dorsiventral tipica dos macroconidios e pela presenca abundante
de clamidosporos, podendo estes estar isolados, em cadeias ou aglomerados, com excecao de
F scirpi, que ndo apresenta formacdo de microconidios (BOOTH, 1971; LESLIE &
SUMMERELL, 2006; WANG et al., 2019).

As espécies pertencentes a este complexo sao relatadas como patégenos de uma grande
variedade de hospedeiros, incluindo plantas, humanos, animais e insetos. Esses fungos podem
causar uma série de doengas em plantas, como podridao de raizes, podridao de bulbos e doengas

vasculares (O’DONNELL et at., 2009; CHANG et al., 2020; BALAMURUGAN et at., 2024).

3.4 O Género Neocosmospora e o Complexo de Espécies Fusarium solani - FSSC

Atualmente, ha uma discussdo sobre a nova classificagdo do complexo FSSC em um
género proprio. De um lado, um grupo de pesquisadores dos Paises Baixos propos essa
reclassificagdo (CROUS et al., 2021). No entanto, um ano antes, O’donnell et al. (2020)
contestaram as justificativas propostas para essa reclassificagdo. Em seu trabalho, ele aborda
quatro conclusdes erroneas feitas por Sandoval-Denis & Crous relacionadas a descricdo dos
membros do complexo de espécies Fusarium solani (FSSC) como Neocosmospora.

A primeira conclusdo erronea trata da circunscricao filogenética molecular de Fusarium,
refutada com base em dados publicados que apoiam a monofilia do género. A segunda
conclusdo refere-se a segregacdo do FSSC como Neocosmospora, contestando que tal
classificagdo ndo ¢ mais natural, uma vez que Fusarium, incluindo o FSSC, ¢ monofilético. A
terceira conclusao alega evidéncias moleculares indicando que Fusarium e Neocosmospora nao
sao congéneres, sendo contestada pela falta de qualquer publicacdo que sugira que
Neocosmospora ndo esteja filogeneticamente dentro do Fusarium. A Gltima conclusdo aborda
o apoio da comunidade de pesquisa ao conceito de Fusarium que inclui o FSSC, destacando

que 66 cientistas de diversas disciplinas e paises apoiam essa circunscri¢gao. Em seu trabalho,
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O’DONNELL et al., (2020) enfatiza a importancia de manter a continuidade do uso do nome
Fusarium, dada sua prioridade nomenclatural e amplo reconhecimento na literatura cientifica.

Por sua vez, Crous et al., (2021) abordam o conceito genérico de Fusarium, com um
foco especifico em Neocosmospora. No trabalho, eles relatam a existéncia de um grupo de
espécies dentro de Neocosmospora, identificado morfologicamente por meio de formas sexuais
e assexuais, com comportamento ecoldgico consistente e auséncia de producao de micotoxinas.
E ressaltado que esse género forma um conjunto monofilético, indicando uma relagéo ancestral
comum e incluindo todos os seus descendentes.

Ainda, Crous et al., (2021) sugerem que o conceito de Neocosmospora representa uma
calibragdo biologicamente significativa para o género, indicando que as caracteristicas
morfoldgicas, comportamentais e filogenéticas desse grupo sao uteis para definir o género. No
entanto, ele questiona a praticidade desse enfoque em relagao a classificagdo taxondmica mais
ampla, especialmente quando comparado a outras propostas para o género Fusarium.

Em relagdo aos caracteres morfoldgicos, Crous et al., (2021) ainda afirma que ha
diferenga nos caracteres sexuais e que as formas assexuadas desses dois géneros também
apresentam distingdes notaveis. Em Neocosmospora os macroconidios geralmente possuem
paredes espessas, células apicais arredondadas, e frequentemente exibem células basais
imperceptiveis em formato de pé. Os microconidios sdo produzidos em fialides bastante longas
e estreitas. A morfologia dos isolados da grande maioria das espécies deste grupo ¢ facilmente
identificavel, mesmo por meio de um microscopio estereoscopico.

Esse género demonstra uma diversidade notdvel de hospedeiros, tanto dentro das
espécies pertencentes ao género quanto dentro de uma tnica espécie. Uma Unica espécie, como
N. pisi, ¢ descrita como patogénica para pelo menos 10 culturas diferentes, além de espécies
descritas como patogénicas a humanos (COLEMAN, 2016).

A 1identificacdo precisa das espécies de Fusarium e Neocosmospora ¢ de extrema
importancia devido a diversidade patogénica desses géneros, que pode causar uma variedade
de doengas em plantas, animais e humanos. Compreender quais espécies estdo presentes em
determinadas regides e hospedeiros € essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes
de manejo e controle de doengas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar as
espécies patogénicas de Fusarium e Neocosmospora presentes em frutos de tomate, causando

podridao, em duas regides distintas do Brasil: Pernambuco e Goias.
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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum L.), parte integrante da familia Solanaceae, destaca-se como
uma cultura essencial na agricultura global, ocupando uma posicdo de destaque entre as
hortalicas cultivadas. Com o propdsito de identificar as espécies de fungos fusarioides
associados aos sintomas de deterioracao em frutos de tomate, este estudo coletou 25 isolados,
sendo 12 provenientes de Pernambuco, distribuidos entre Recife (9 isolados) e Igarassu (3
isolados), e os 13 restantes originados de diferentes municipios do estado de Goias, como
Morrinhos (3 isolados), Cataldo (2 isolados), Silvania (4 isolados) e Luzidnia (4 isolados). A
analise morfoldgica desses isolados revelou que eles pertenciam aos géneros Fusarium ou
Neocosmospora. Ao submeté-los ao teste de patogenicidade, todos os 25 isolados
demonstraram ser patogénicos, evidenciando sua capacidade de causar danos em frutos de
tomates. Contudo, ao avaliar o tratamento com microferimentos deliberados, destacaram-se
alguns isolados, como LPPC 282, LPPC 252, LPPC 268, LPPC 169, LPPC 185 e LPPC 187,
por exibirem uma agressividade superior, apresentando uma variagdo significativa nas lesoes
apos seis dias da inoculagdo. Por outro lado, o isolado LPPC 270 demonstrou ser menos
agressivo nesse contexto. A identificagdo molecular dos isolados envolveu a extragdo,
amplificagdo e sequenciamento do DNA das regides TEFI e RPB2. Os resultados do BLAST
indicaram a associa¢do dos isolados a diversos complexos de espécies, incluindo Fusarium
chlamydosporum, Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium oxysporum € o género
Neocosmospora. A anélise filogenética por inferéncia bayesiana permitiu a identificacdo das
espécies. Entre as cinco espécies de Fusarium identificadas, destacam-se F. spinosum do FCSC,
F caatingaense, F. sulawesiense e F. compactum (FIESC), além de F. languescens (FOSC). No
que tange ao género Neocosmospora, o isolado LPPC 168 foi identificado como N. falciformis,
enquanto o LPPC 269 foi identificado como N. solani. Apenas com a regido TEF I e RPB2 nao
foi suficiente para fazer a distingdo de espécies no complexo de espécies Fusarium oxysporum.
Os resultados evidenciam uma notavel diversidade genética, sublinhando a complexidade

taxondmica do género Fusarium.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, fusarioides, patogenicidade, agressividade, andlise
filogenética, Fusarium, Neocosmospora, pds-colheita
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ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L.), an integral part of the Solanaceae family, stands out as
an essential crop in global agriculture, holding a prominent position among cultivated
vegetables. With the aim of identifying Fusarium-like species associated with symptoms of
tomato fruit rot, this study collected 25 isolates, with 12 from Pernambuco, distributed between
Recife (9 isolates) and Igarassu (3 isolates), and 13 from different municipalities of the state of
Goias, such as Morrinhos (3 isolates), Cataldo (2 isolates), Silvania (4 isolates), and Luziania
(4 isolates). Morphological analysis of these isolates revealed they belonged to the genera
Fusarium or Neocosmospora. When subjected to pathogenicity testing, all 25 isolates
demonstrated pathogenicity, evidencing their ability to cause tomato fruit rot. However, when
evaluating treatment with deliberate micro-wounding, certain isolates stood out, such as LPPC
282, LPPC 252, LPPC 268, LPPC 169, LPPC 185, and LPPC 187, for exhibiting superior
aggressiveness, showing significant variation in lesions after six days of inoculation. On the
other hand, isolate LPPC 270 demonstrated less aggressiveness in this context. Molecular
identification of the isolates involved extraction, amplification, and sequencing of DNA from
the TEF'I and RPB2 regions. The BLAST results indicated that the isolates were associated with
various species complexes, including Fusarium chlamydosporum, Fusarium incarnatum-
equiseti, Fusarium oxysporum, and the genus Neocosmospora. Phylogenetic analysis by
Bayesian inference allowed species identification. Among the five identified Fusarium species,
noteworthy are F. spinosum from FCSC, F. caatingaense, F. sulawesiense, and F. compactum
(FIESC), as well as F. languescens (FOSC). Regarding the genus Neocosmospora, isolate LPPC
168 was identified as N. falciformis, while LPPC 269 was identified as N. solani. Only with the
TEF1 and RPB2 regions was it not sufficient to distinguish species in the Fusarium oxysporum
species complex. The results highlight remarkable genetic diversity, emphasizing the taxonomic

complexity of the Fusarium genus.

Keywords: Solanum  lycopersicum, Fusarium-like, pathogenicity, aggressiveness,
phylogenetic analysis, Fusarium, Neocosmospora, post-harvest
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum), ¢ uma das hortali¢gas mais amplamente cultivadas
e consumidas globalmente (GRANDILLO et al., 1999). Cultivado para o consumo humano, o
tomate também ¢ utilizado na industria de processamento de alimentos para a producdo de
molhos, conservas, sucos e outros produtos alimenticios. O comércio internacional de tomate
movimenta bilhdes de ddlares anualmente e desempenha um papel importante na economia
global (FAOSAT, 2022).

Os tomates e seus derivados, que oferecem uma variedade de nutrientes essenciais para
a saude humana, sao conhecidos por serem ricos em licopeno, um carotenoide reconhecido por
suas propriedades antioxidantes (ARAH et al., 2015). Além disso, ha uma ampla diversidade
de tomates ao redor do mundo, desde os tradicionais, com epiderme vermelha, até os verdes e
roxos, variando em forma e tamanho, incluindo redondos, oblongos, achatados, minitomates,
entre outros (CONAB, 2019).

O tomate ¢ uma cultura de grande importancia econdmica em muitos paises ao redor do
mundo. Os maiores produtores globais de tomate, como China, India e Turquia, desempenham
um papel crucial no fornecimento mundial desta hortali¢a, sendo produzido em mais de 150
paises. O Brasil ¢ o 8° maior produtor mundial, destacando-se na América Latina. Em termos
nacionais, Goids lidera a produgdo de tomate, com 993.452 toneladas em 2022, seguido por Sao
Paulo, Minas Gerais e Bahia. Embora Goias lidere em volume de producao, Sao Paulo apresenta
um valor de producdo substancialmente superior, atingindo 2.408.371 milhdes de reais, em
comparagao aos 937.006 mil reais de Goias (FAOSAT, 2022; IBGE, 2022).

No Brasil, o tipo mais comercializado de tomate para consumo in natura ¢ o Salada
Longa Vida, seguido pelo Italiano e os minitomates (cereja). Goids se destaca pelo cultivo do
tomate industrial, responséavel por cerca de 60% da produgdo nacional de atomatados, enquanto
Sao Paulo se destaca pelo cultivo de tomate para consumo in natura (HORTIFRUTI BRASIL,
2023).

Nas areas onde o cultivo de hortali¢as ¢ realizado de forma intensiva, quando ndo ha
controle e precaugdo, as doencas podem reduzir em até 100% a producdo (PEREIRA;
PINHEIRO; DE CARVALHO, 2013). As doengas pds-colheita em frutos, como o tomate, sao
causadas por diversos microrganismos, incluindo fungos, virus e bactérias, resultando em
perdas econdmicas significativas durante o cultivo, colheita, transporte e armazenamento
(LOPES, 2021). A intensidade dessas doencas ¢ influenciada pela sanidade dos frutos, que ¢

afetada pelas condigdes ambientais durante a produgao (LOPES, 2021). Portanto, os tomateiros
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enfrentam desafios especificos devido a susceptibilidade a varias doengas, acrescentando
complexidade ao manejo eficaz para garantir a qualidade e durabilidade dos tomates durante o
armazenamento, transporte e comercializagdo (MAHOVIC et al., 2004).

As podriddes nos frutos de tomate, em grande parte atribuidas a acdo de bactérias e
fungos, sdo um fator adicional que contribui para as perdas pds-colheita. Entre os diversos
fungos envolvidos, destacam-se espécies dos géneros Geotrichum, Rhizopus, Phytophthora,
Alternaria e Fusarium (MAHOVIC et al., 2004; LOPES, 2021). Apesar de se conhecer que ha
uma diversidade de fungos que provocam podridoes em frutos de tomate, ainda ha pouca
informagao sobre as espécies de Fusarium associadas a esses sintomas no Brasil.

O género Fusarium, predominantemente do solo, causa podriddes em raizes, murcha
vascular e podriddes em frutos, resultando em perdas econdmicas substanciais (USDA, 2024).
Além disso, algumas espécies produzem micotoxinas, como fumonisinas e zearalenona,
representando riscos a saide humana e animal (DESJARDINS, 2006; ARUMUGAM et al.,
2021). O género Fusarium ¢ amplamente estudado devido a sua importancia econdomica por
causar doengas em areas de produgio no mundo inteiro (ARAUJO et al., 2021).

Considerando a relevancia da cultura do tomate e as preocupacdes crescentes
associadas as podridoes em seus frutos, ocasionadas por espécies dos géneros Fusarium e
Neocosmospora, este estudo visou identificar isolados fingicos com caracteristicas fusarioides
associados a sintomas de podriddo em frutos de tomate no Brasil, assim como testar a

patogenicidade e agressividade destes isolados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, isolamento e preservaciao

Durante o periodo de janeiro a agosto de 2023, frutos de tomate com sintomas de
podridado seca e a presenca de micélio fingico sobre as lesdes, foram coletados em campos de
producdo, centrais de abastecimento, feiras livres e mercados nas cidades de Recife (PE),
Igarassu (PE), Luzidnia (GO), Morrinhos (GO), Silvania (GO) e Catalao (GO) (Figura 1).

As amostras foram embaladas em sacos plasticos e transportadas para o Laboratorio de
Patologia Pés-Colheita da UFRPE - LPPC/UFRPE. No laboratério, os sintomas foram
caracterizados e os frutos foram depositados em caixas plastica e submetidos a camara imida
por um periodo de 24 horas a 24+2°C, para o isolamento direto (ALFENAS et al., 2007) de

fungos associados as lesdes. Com auxilio de estilete esterilizados, fragmentos de micélio foram
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removidos das lesdes e transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA).

Os isolados obtidos foram submetidos a um processo de purificagdo das coldnias
utilizando a técnica de repicagem de ponta de hifa, conforme descrito por Sanhueza e Melo
(2007). Para tanto, os isolados foram transferidos para o meio de cultivo Agar Agua e incubados
a 24°C, em auséncia de luz. Esse procedimento foi realizado com o auxilio de um microscépio
estereoscopico com luz transmitida e uma lamina previamente esterilizada e flambada em
lamparina para efetuar o corte no meio de cultura, concentrando-se exclusivamente na ponta da
hifa previamente selecionada. Apds 24 horas, fragmentos da ponta de hifa foram delicadamente
removidos com o auxilio de uma alca (ou ldmina previamente esterilizada) e depositados em
placas de Petri contendo o meio de cultivo BDA. A fragao do meio contendo apenas a ponta da
hifa foi transferida para outra placa de Petri contendo BDA para dar origem a outra colonia
totalmente pura, e cultivada por sete dias.

Os isolados foram preservados de acordo com a técnica descrita em Castellani (1939)

depositados na Colecdo de Culturas do Laboratorio de Patologia Pos-colheita da UFRPE.

2.2 Identificacao dos isolados

2.2.1 Caracterizacio morfolégica

Os isolados foram identificados a nivel de género através de comparagdes de suas
caracteristicas morfologicas com auxilio de chaves dicotomicas. Marcadores morfoldgicos
como: forma, tamanho e numero de septos de conidios, presenga e auséncia de clamidésporo,
tipo de células conidiogénicas foram observadas e mensuradas a partir de preparacdes
microscopicas de colonias cultivadas em SNA (Synthetic Nutrient-poor Agar) durante 14 dias,

a 24°C, com fotoperiodo controlado de 12 horas.

2.2.2 Caracterizacao molecular

Extracdo de DNA

Para a extragdo do DNA dos isolados, foi utilizado o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. Os isolados foram cultivados em meio de cultura BDA por cinco dias.

Fragmentos de micélio foram coletados, com o auxilio de um palito de madeira esterilizado, e
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depositados em microcubos de 2 mL. Em seguida, adicionou-se 300uL de Nuclei Lysis

Solution, as amostras foram congeladas e maceradas manualmente com o auxilio de um pistilo.

Posteriormente, as amostras foram incubadas a 65°C por 15 minutos em banho seco,
seguido pela adicao de 100 pL de Protein Precipitation Solution e vortex em alta velocidade
por 10 segundos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm o que resultou
na formacao de um precipitado (pellet) composto por componentes celulares e proteinas. Do
sobrenadante (solugao contendo o DNA), foram removidos 350 uL, evitando contaminantes, ¢
transferidos para um microtubo de 1,5 ml, contendo 600 pL de isopropanol resfriado. A solugao
foi cuidadosamente misturada por aproximadamente 2 minutos invertendo os tubos lentamente
e, em seguida, incubada no freezer por 20 minutos. Apos esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. Nessa etapa, foi formado o pellet de DNA e o
sobrenadante foi descartado. Para eliminagdo de residuos de reagentes e reidratacdo inicial do
DNA, adicionaram-se 600 pL de etanol 70% resfriado, invertendo os tubos varias vezes por, no
minimo, 2 minutos, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 minutos. Removido o etanol,
os tubos foram posicionados horizontalmente com a tampa aberta sobre papel toalha para
secagem do pellet. Apos 30 minutos, foi adicionado 50 uL de DNA Rehydration Solution para
ressuspender o pellet e reidratar o DNA. A solugdo foi misturada, invertendo os tubos varias
vezes, € as amostras foram incubadas a 65°C por 1 hora no banho seco. Apos a reidratagdo, 3
puL de RNA Solution (RNAase) foram adicionados e a solugdo foi misturada no vortex por 5
segundos. Seguiu-se a incubacdo a 37°C por 15 minutos. Por fim, as amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.

Amplificagdo, Eletroforese e Sequenciamento de DNA

As amostras de DNA, ap6s o processo de extracdo e purificacdo, foram submetidas a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers especificos para as regides
“translation elongation factor 1-alpha” (TEFI) e “RNA polymerase second largest subunit”
(RPB2). Para a regido TEFI, os primers utilizados foi a sequéncia do Prime EFIT
(ATGGGTAAGGAGGACAAGAC) e EF2T (GGAAGTACCAGTGATCATGTT). Para a
regido RPB2, os primers utilizados foi a sequéncia do prime RPB2-5Fb
(GAYGAYCGTGATCACTTYGG) e RPB2-7Rb  (CCCATRGCYTGYTTRCCCAT)
(O’DONNELL et al., 2008; FOURIE et al. 2015).

Paraa PCR, as condigdes estabelecidas foram: Uma etapa de desnaturaco inicial a 95°C

por 3 minutos. Em seguida, foram realizados 35 ciclos compostos por uma fase de desnaturagao
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a 95°C por 45 segundos, seguida por uma fase de anelamento a 53°C por 45 segundos, € uma
fase de extensdo a 72°C por 2 minutos. O ciclo de amplificacdo foi finalizado com uma extensao
final de 10 minutos a 72°C.

Posteriormente a amplificacdo por PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 2%, utilizando tampao 1-Tris-acido acético-EDTA (TAE) como meio de
corrida e o gel foi corado com SYBR™ Safe DNA na concentragdo de 10,000X, possibilitando
a visualizacdo dos fragmentos de DNA sob luz ultravioleta.

Precedendo o sequenciamento, as amostras de DNA foram purificadas utilizando o EXO
+ SAP Exonuclease/Alkaline Phosphatase mix, da CELLCO, seguindo o protocolo estabelecido
pelo fabricante. Com as amostras purificadas, o material foi encaminhado para sequenciamento
genético no Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), localizado

na Cidade Universitaria — Recife/PE.

Blast e Analises Filogenéticas

Os dados de sequenciamento foram montados em contigs, representando sequéncias
continuas de DNA. Em seguida, esses contigs foram submetidos a uma pesquisa de similaridade
no banco de dados GenBank por meio de BLAST. O objetivo foi identificar o complexo
pertencente, comparando as sequéncias obtidas neste estudo com sequéncias de isolados
representativos (incluindo o isolado type) para cada espécie dentro do complexo.

Foi utilizado o software DNA Baser Sequence Assembler para montagem da fita
consenso, ¢ os alinhamentos das sequencias de DNA foram realizados utilizando a ferramenta
MUSCLE, através do MEGA11 (TAMURA et al., 2021).

Com os alinhamentos prontos, foi utilizado o software Mesquite: A modular system for
evolutionary analysis, versdo 3.81 para fazer a concatenagdo dos alinhamentos da sequéncia
RPB2 e TEFI. Para analise filogenética, foi realizado a interferéncia Bayesiana na plataforma
CIPRES Science Gateway (https://www.phylo.org/), utilizando a ferramenta MrBayes on
XSEDE, versao 3.2.7%, seguindo os parametros de de Markov Monte Carlo (MCMC) com
10.000.000 de geracdes, utilizando o modelo de substituicdo de nucleotideos estabelecido pelo
calculo por Akaike Information Criterion (AIC), por software MrModelTest2 (NYLANDER et
al., 2008).

Para visualizagdo das arvores geradas, foi utilizado o software FigTree, versao v1.4.4

(RAMBAUT, 2018)

2.3 Teste de patogenicidade e agressividade
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A capacidade de causar doenga ¢ a agressividade dos isolados foi mensurado seguindo
as etapas do postulado de Koch. Inicialmente os isolados fungicos foram cultivados em meio
BDA durante 5 dias a 24°C com fotoperiodo de 12 horas. Tomates, tipo italiano alongados e,
sem a presenca de injurias ou sintomas de doenca, foram lavados em agua destilada e
esterilizada (ADE), submersos em hipoclorito de sddio a 0,5% por 1 minutos e novamente
lavados em ADE.

Os frutos foram inoculados através do deposito de um disco de BDA (5 milimetros de
diametro), contendo micélio fingico previamente cultivado por 5 dias, a 24°C com fotoperiodo
de 12 horas, sobre a epiderme. Foram testados dois métodos de inoculagao que divergiram pela
presenga ou auséncia de microferimentos na epiderme do fruto a qual foi depositado o disco de
BDA. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5 repetigdes
(representada por fruto inoculado). O controle consistiu em frutos inoculados com disco de
BDA sem a presenga de estruturas fingica para ambos os métodos de inoculagao.

Os frutos foram depositados em caixas plasticas (25,8cm x 17,8cm x 8,5¢cm) contendo
algodao esterilizado umedecido com ADE. As caixas foram fechadas e mantidas a temperatura
de 24°C, com fotoperiodo de 12 horas. Apo6s 24 horas, o algoddao umedecido foi removido.

A cada 24 horas, durante um periodo de 6 dias, foi avaliado a presenga e tamanho de
ledes. O tamanho das lesdes foi mensurado em duas direcdes perpendiculares com o auxilio de
paquimetro digital. Analise variancia ANOVA foi realizada no software R - The R Project for

Statistical Computing e teste de média de Scott-Knott a 5%.

3. RESULTADOS

3.1 Isolamento e caracterizacio morfologica

Um total de 25 isolados associados a sintomas de podriddes em frutos de tomate foi
obtido, conforme detalhado na Figura 1. Destes, doze foram obtidos no estado de Pernambuco,
sendo nove coletados no municipio de Recife e trés em Igarassu. Adicionalmente, foram obtidos
treze isolados no estado de Goias: trés em Morrinhos; dois em Cataldo; quatro em Silvania e
quatro em Luziania.

Em microscopia optica, mediante a comparagdo de caracteristicas morfoldgicas, foi
possivel observar que todos os 25 isolados compartilhavam caracteristicas semelhantes aquelas

pertencentes as espécimes do género Fusarium. Quando cultivados em meio SNA (Synthetic
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Nutrient-poor Agar), observou-se que a maioria dos isolados produziam macroconidios
falciformes, microconidios, células conidiogénicas fialidicas e clamidosporos. Os dados
morfométricos das estruturas assexuais dos isolados representativos estao disponiveis na Tabela
1.

Os tomates que apresentavam sintomas de podriddo, com lesdes aparentes e massa
micelial visivel, representam uma amostra da qual foi obtido cada isolado flngico. A
sintomatologia era caracterizada por depressao na polpa do fruto, lesdes necréticas na epiderme

e presen¢a de massa micelial nos tecidos deprimidos no local da infecgao.

3.2 Identificaciao Molecular dos Isolados

O sequenciamento gerou amplicons cujos contigs variaram de 417 a 600 pb para a regido
TEFI e de 706 a 1165 pb para a regido RPB2. Analises BLAST no GenBank permitiram
identificar a que complexo de espécies de Fusarium pertenciam os isolados obtidos neste
estudo, por meio da similaridade de sequéncias com as sequéncias de isolados tipo.

Constatou-se que 1 isolado (LPPC 169) pertencente ao complexo de espécie Fusarium
chlamydosporum, 6 isolados (LPPC 266, LPPC 185, LPPC 182, LPPC 191, LPPC 187 ¢ LPPC
268) pertencem ao complexo de espécie Fusarium incarnatum-equiseti, 15 isolados (LPPC 280,
LPPC 252, LPPC 238, LPPC 217, LPPC 216, LPPC 213, LPPC 212, LPPC 218, LPPC 256,
LPPC 282, LPPC 259, LPPC 262, LPPC 270, LPPC 281 e LPPC 263) pertencem ao complexo
de espécie Fusarium oxysporum, e 2 isolados (LPPC 168 e LPPC 269) sao representantes do
género Neocosmospora, O isolado LPPC 192 foi removido das andlises devido a baixa
qualidade de suas sequéncias.

Inicialmente, foi realizado uma analise de BLAST para determinar qual complexo de
espécies do género Fusarium e Neocosmospora os isolados pertenciam. Apos a obtengao dessa
informagao, as regides TEF'] e RPB2 foram concatenadas e analisadas por inferéncia bayesiana,
juntamente com todas as espécies pertencentes aos complexos (Tabela 5 e 6). O melhor modelo
de substituicao de nucleotideos foi definido de acordo com cada complexo.

Na arvore filogenética (Fig. 13) gerada por inferéncia bayesiana usando uma matriz de
dados concatenados das sequéncias das regides TEFI e RPB2 de isolados pertencentes ao
complexo de espécies Fusarium chlamydosporum, € possivel observar que o isolado LPPC 169
se agrupou com o isolado tipo da espécie F. spinosum, com 100% de probabilidade posterior

(PP).
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Na arvore filogenética (Fig. 15) gerada por inferéncia bayesiana usando uma matriz de
dados concatenados das sequéncias das regides TEFI e RPB2 de isolados pertencentes ao
complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti, os isolados LPPC 266, LPPC 185 ¢ LPPC
182 agruparam-se com o isolado tipo da espécie F. caatingaense, com 100% de probabilidade
posterior (PP). Os isolados LPPC 191 e LPPC 187 agruparam-se com os isolados referéncia da
espécie F. sulawesiense, com 100% de PP. O isolado LPPC 268 agrupou-se com isolados
referéncia da espécie F. compactum, também com 100% de PP.

Em relacdo a arvore filogenética (Fig. 14) gerada por inferéncia bayesiana usando uma
matriz de dados concatenados das sequéncias das regides TEFI e RPB2 de isolados
pertencentes ao complexo de espécies Fusarium oxysporum € possivel observar que os isolados
LPPC 280, LPPC 252 e LPPC 238 formaram um grupo coeso com 100% de probabilidade
posterior (PP), porém ndo se agruparam com nenhum representante especifico desse complexo.
Por outro lado, os isolados LPPC 217, LPPC 216 agruparam-se com F. pharetrum, F
veterinarium e F. contaminatum com 63% de PP, enquanto LPPC 213 e LPPC 212 agruparam-
se entre si com 99% de PP, mas ndo se agruparam com representantes espécies desse complexo.
O isolado LPPC 218 agrupou-se com os representantes da espécie F. languescens com 100%
de PP. Ja os isolados LPPC 256, LPPC 282, LPPC 259, LPPC 262, LPPC 270, LPPC 281 e
LPPC 263 agruparam-se com os representantes da espécie F. fabacearum, F. callistephi e F.
inflexum.

Para a arvore filogenética (Fig. 12) gerada por inferéncia bayesiana usando uma matriz
de dados concatenados das sequéncias das regides TEFI e RPB2 de isolados pertencentes ao
género Neocosmospora, € possivel observar que o isolado LPPC 168 agrupou-se com
representantes da espécie N. falciformis, com 100% de PP. O isolado LPPC 269 foi agrupado
com o representante da espécie N. solani, com 85% de PP.

Dos 24 isolados identificados a nivel de espécie, por meio das analises filogenéticas,
entre os 9 isolados de Recife - PE, foi possivel observar 5 espécies identificadas: F. spinosum
do FCSC, FE compactum, F. caatingaense, F. sulawesiense do FIESC, e F. languescens do
FOSC. Ha também 1 isolado identificado como Neocosmospora falciformis do NSSC e 2
isolados que ndo se agruparam com nenhuma espécie do FOSC. No caso dos isolados do
municipio de Igarassu - PE, ambos foram identificados como F. sulawesiense, pertencente ao
FIESC. Para os 3 isolados do municipio de Morrinhos — GO, ndo houve agrupamento com
nenhuma espécie representante do FOSC. Ja em Catalao — GO, temos isolados identificados
como F. caatingaense e F. compactum, ambos do FIESC. No municipio de Luzidnia — GO,

todos os 4 isolados foram agrupados, porém nao identificados precisamente como F
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fabacearum, F. callistephi ou F. inflexum, do FOSC. Por fim, em Silvania — GO, os isolados
foram agrupados com F. fabacearum, F. callistephi e F. inflexum, do FOSC, sem possibilidade

de disting¢ao de espécie, e um isolado foi identificado como Neocosmospora solani (Figura 1).

3.3 Teste de Patogenicidade e Agressividade

Todos os isolados mostraram-se capazes de causar doenga quando inoculados em frutos
de tomate previamente feridos. Os isolados LPPC 282, LPPC 252, LPPC 268, LPPC 169, LPPC
185 ¢ LPPC 187 foram os mais agressivos, diferindo estatisticamente dos demais, com média
de tamanho de lesdo variando entre 28,52 e 30,12mm, seis dias apos a inoculagdo. O isolado
menos agressivo foi o LPPC 270, apresentando uma média de lesdo de 10,07 mm, também apos
seis dias da inoculagdo (Tabela 2).

Quando inoculados em frutos sem a presenca de microferimentos, apenas 11 isolados
provocaram sintomas de podridao, sendo eles: LPPC 191, LPPC 282, LPPC 213, LPPC 217,
LPPC 216, LPPC 281, LPPC 212, LPPC 259, LPPC 270, LPPC 252 ¢ LPPC 218. Destacou-se,
o isolado LPPC 191 como o mais agressivo, diferindo estatisticamente dos demais ao exibir a
maior média de tamanho de lesdo em tomates ndo previamente feridos, registrando uma média
de 19,79 mm (Figura 3).

Apbs 144 horas (6 dias) e concluido o teste de patogenicidade, procedeu-se ao
reisolamento dos patdgenos. Através das observacdes microscopicas, foi possivel observar que

os isolados mantiveram as caracteristicas da colonia original inoculada nos tomates.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, 25 isolados fingicos obtidos a partir de frutos de tomate com sintomas de
podriddo foram identificados como pertencentes aos géneros Fusarium e Neocosmospora.
Fungos destes géneros possuem uma grande diversidade de hospedeiros em todo o lugar no
mundo, incluindo plantas, animais e humanos, mas a ocorréncia dessas espécies ¢ dependente
das condicdes climaticas, principalmente temperatura e umidade. (LOMBARD et al., 2019;
MIELNICZUK e SKWARYLO-BEDNARZ, 2020)

Através de BLAST seguido por inferéncia bayesiana foi possivel constatar que 22
isolados pertencem ao género Fusarium, agrupando-se em trés distintos complexos de espécie:

1 ao complexo de espécies Fusarium chlamydosporum — (FCSC); 6 ao complexo de espécies


https://scholar.google.com.br/citations?user=ASvw8vkAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra

40

Fusarium incarnatum-equiseti — (FIESC); e 15 ao complexo de espécies Fusarium oxysporum
— (FOSC)

Pertencente ao FCSC, O isolado LPPC 169 foi identificado como pertencente a espécie
F spinosum. Esta espécie foi descrita por Lombard et al., (2019), sendo isolado pela primeira
vez nos Paises Baixos, de meldo importado do Brasil. Nao ha relato dessa espécie causando
doenca em plantas, frutos ou em frutos de tomate, sendo este o primeiro relato de F. spinosum
causando podridao em frutos de tomate no Brasil e no mundo.

No presente trabalho, os 6 isolados agrupados em FIESC foram identificados como
pertencentes as espécies F. caatingaense, F. sulawesiense e F. compactum.

A espécie de F. caatingaense foi inicialmente isolada em insetos, especificamente na
cochonilha-do-carmin (Dactylopius opuntiae) e descrita por Santos et al. (2019), sendo seu
primeiro registro realizado em Pernambuco. Foi recentemente relatada como patéogeno de
plantas de batata-doce (MELO et al, 2024) Este ¢ o primeiro relato de F. caatingaense causando
doenga em frutos de tomate. Historicamente, o complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equiseti era considerado um complexo de patégenos fracos ou secunddrios para plantas, mas
potenciais prejuizos em culturas de importancia econdmica ja vinham sendo relatados, além
dos recentes relatos causando doencas em animais ¢ humanos (SUMMERELL et al., 2003;
O’DONNELL, et al., 2016; WONLONG e SUNPAPAO, 2020).

Espécies de F. sulawesiense ja foram relatadas causando doenga em ameixa, pimentao,
meldo, mamao, pepino, arroz, manga e outros (LU et al, 2022; WANG et al., 2023; LIU et al.,
2023; YI et al., 2023; FU et al., 2024; PRAMUNADIPTA, 2022), mas ndo ha registro de
Fusarium sulawesiense causando doenca em frutos de tomate, sendo este o primeiro relato no
Brasil e no mundo.

Espécies de F. compactum foram originalmente descritas por Raillo em 1950 (XIA et
al., 2019). Esta espécie ja foi relatada causando doenca em sementes de feijao-caupi (AIGBE e
FAWOLE, 2009) e em bananeiras (FRISULLO et al., 1994), mas este ¢ o primeiro relato de
Fusarium compactum causando doenga em frutos de tomate no Brasil € no mundo.

Os isolados que se agruparam no FOSC foram os de maior niimero nesse estudo, sendo
as especies F. fabacearum, F. callistephi e F. inflexum com maior nimero de representantes no
mesmo clado. Além de F. pharetrum, F veterinarium, F. contaminatum, ¢ F. languescens que
foram identificados nesse estudo causando podridao em frutos de tomate.

A espécie F. languescens foi isolada inicialmente de plantas de tomate e foi descrita por

Lombard e Crous (2018). Essa espécie ja foi relatada causando doenga em pimentas-jalapenho
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(MONTOYA-MARTINEZ, 2023) e murcha em plantas de tomate (INAMI et al., 2010), mas
esse ¢ o primeiro relato dessa espécie causando doenga em frutos de tomates no mundo.

Analises filogenéticas com sequéncias dos isolados LPPC 256, LPPC 282, LPPC 259,
LPPC 262, LPPC 270, LPPC 281 e LPPC 263 revelaram uma associagdo com as espécies F.
fabacearum, F. callistephi e F. inflexum agrupando-se no mesmo clado. Contudo, torna-se
evidente que os marcadores TEFI e RPB2 utilizados ndo proporcionaram um agrupamento
preciso o suficiente para determinar a espécie com confianca. As regides genéticas TEFI e
RPB?2 sao reconhecidas por sua maior consisténcia na determinacao de espécies de Fusarium
(LIMA et al., 2021). Contudo, recentes pesquisas tém destacado outras regides como
igualmente cruciais para distinguir espécies desse género, sendo as principais 7TEF1, RPBI ¢
RPB2, além da ITS e 28S (O’DONNELL et al., 2022). Essa observagao refor¢a a necessidade
de incorporar novas regides gendmicas na analise filogenética para uma identificagdo mais
acurada dos isolados. A diversidade genética expressa por esses isolados e sua associagdo com
espécies de Fusarium que ndo foram distintamente agrupadas ratificam a complexidade
taxondmica dentro do género, desta forma nao ¢ possivel inferir a qual espécie os isolados sdo
pertencentes.

Os isolados LPPC 217 e LPPC 216 se agruparam no mesmo clado com F. pharetrum, F
veterinarium, F. contaminatum e, da mesma forma, ndo houve uma identificacdo precisa da
espécie, indicando a necessidade da inclusdo de novas regides gé€nicas para as analises
filogenéticas.

Os dois isolados pertencentes ao género Neocosmospora foram identificados como N.
falciformis e N. solani. A espécie N. falciformis foi descrita por Lombardi e Crous (2015) e foi
relatado causando doenga em plantas de melio (GONZALEZ et at., 2020), em cactos e
suculentas (KAMALI-SARVESTANI et al., 2022), batata-doce (MELO et al, 2024) além de
doencas humanas em pacientes com leucemia (JABR, 2022). Essa espécie ja foi relatada
causando podriddes e murcha em plantas de tomate (VEGA-GUTIERREZ et al., 2019), mas
esse € o primeiro relato da espécie causando podridao em frutos de tomate.

A espécie N. solani ja foi relatada como importante causadora de podridao em frutos de
tomate em pods-colheita (TOMATO et al., 2013; AMADIOHA ¢ UCHENDU, 2003). Além
disso, ja foi relatado causando doenca em varias culturas como améndoa, soja, quinoa abacaxi
e muitos outros. (OREN et al, 2023; COSTA, 2016; YIN et al., 2024; ZHANG et al., 2023).
Este trabalho reafirma a capacidade da espécie de N. solani de causar doenga em frutos de

tomate.
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Todos os isolados de Fusarium e Neocosmospora submetidos ao teste de patogenicidade
causaram podridao nos frutos de tomate. Contudo, a manifestacdo da podridao foi condicionada
a existéncia prévia de ferimentos ou aberturas na polpa. Em condi¢des em que tais ferimentos
nao estavam presentes, apenas 44% da dos isolados (LPPC 191, LPPC 282, LPPC 213, LPPC
217, LPPC 216, LPPC 281, LPPC 212, LPPC 259, LPPC 270, LPPC 252 ¢ LPPC 218)
demonstraram a capacidade de causar doenca. Este padrao sugere que existe uma presenga de
mecanismos de agressividade distintos nesses isolados, conferindo-lhes a capacidade de
provocar doenga mesmo na auséncia de lesdes visiveis, na epiderme dos frutos de tomate. Este
resultado ¢ significativo, pois enfatiza a importancia critica de evitar ferimentos nos frutos
durante todas as etapas do processo agricola, desde a colheita até o armazenamento. Isso reforga
a importancia de adotar medidas que minimizem danos fisicos aos tomates, ndo apenas para
preservar sua qualidade, mas também para evitar infec¢des flingicas que possam comprometer
a segurancga alimentar e a produtividade agricola.

Adicionalmente, ¢ importante ressaltar que os isolados LPPC 169, LPPC 182, LPPC
185, LPPC 218, LPPC 187, LPPC 192, LPPC 238, LPPC 266, LPPC 263, LPPC 262 ¢ LPPC
256 nao foram capazes de induzir doenca nos tomates sem a presenga de um ferimento, mas
demonstraram crescimento superficial sobre os frutos (Figura 3). Esta observagdo ressalta a
habilidade intrinseca desses isolados para se estabelecerem e proliferarem como saprofitos na
auséncia de sintomas aparentes.

No teste de patogenicidade, os isolados diferiram estatisticamente entre si, mostrando
diferentes niveis de agressividade, apesar de todos terem sido apontados como patogénicos no
tratamento com ferimento. Os isolado LPPC 282, LPPC 252, LPPC 268, LPPC 169, LPPC 185
e LPPC 187 foram os mais virulentos, no tratamento com ferimento. Sendo o LPPC 268, LPPC
169, LPPC 187 e LPPC 185 identificados como F. compactum, F. spinosum, F. sulawesiense e
F. caatingaense.

O estudo revelou uma ampla diversidade de fungos fusarioides causando podridao em
frutos de tomate, destacando a presenca de espécies como N. falciformis F. spinosum, F.
caatingaense, Fusarium languescens, F. sulawesiense e F. compactum, que foram identificadas
pela primeira vez associadas a essa doenga. Esses resultados enfatizam a importancia da
determinagdo precisa da etiologia das doencas para o direcionamento de estratégias de manejo,
especialmente considerando que nao existem produtos registrados para controlar doencas
causadas por Fusarium spp. em frutos de tomate no Brasil. Essa diversidade de espécies ressalta
a complexidade das interagdes entre esses patogenos e frutos de tomate, exigindo abordagens

de controle especificas e adaptadas para enfrentar esses desafios.
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6. APENDICE

CIDADE ISOLADO
RECIFE PE LPPC 168
RECIFE PE LPPC 169
RECIFE PE LPPC 182
RECIFE PE LPPC 185
RECIFE PE LPPC 212
RECIFE PE LPPC 213
RECIFE PE LPPC 216
RECIFE PE LPPC 217
RECIFE PE LPPC 218

IGARASSU PE LPPC 187

IGARASSU PE LPPC 191

IGARASSU PE LPPC 192

MORRINHOS GO LPPC 238

+ "FOSC » F. spinosum
f. compactum
F. caatingaense

MORRINHOS GO LPPC 252

MORRINHOS GO LPPC 280

=2}
<
+7]
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o
.

CATALAO GO LPPC 266

CATALAOGO  LPPC268 + FOSC » F. languescens
LUZIANA GO LPPC 263 e N.solani e N. falciformis
LUZIANA GO LPPC 281 D Cataldo GO

LUZIANA GO LPPC 270

LUZIANA GO LPPC 262 « F compactum I:' Igarassu PE
SILVANIA GO LPPC 259 e F caatingaense « F. sulawesiense
SILVANIA GO LPPC 269

SILVANIA GO LPPC 282 I:I Morrinhos GO

SILVANIA GO LPPC 256 e FOSC

Figura 1. Relacdo dos isolados obtidos, distribuicdo dos isolados de Fusarium e Neocosmospora nos municipios dos estados de Goias (GO) e Pernambuco (PE) e
identificacdo de complexos e espécies pertencentes dos isolados.

1 r . .
Complexo de espécies Fusarium oxysporum
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Tabela 1. Caracteristicas morfoldgica dos isolados fusarioides obtidos de frutos de tomate com sintomas de podridao

Isolado Espécie Clamidésporo  Fialide Macroconidios Microconidios
Comprimento(um) Largura(um) Septos Comprimento(um) Largura(um) Septos
LPPC 169 FE spinosum Presente Polifialidica - - - 0,52 0,25 0
LPPC 185 F caatingaense Presente Polifialidico 2,23 0,25 - - -
LPPC 182 F caatingaense Presente Polifialidico - - 0,74 0,25 0
LPPC 191 F sulawesiense Ausente Polifialidico 2,56 0,25 0,75 0,25 0
LPPC 268  F. compactum Presente Monofialidico 7,19 0,25 - - -
LPPC 280 FOSC Presente Monofialidico 2,95 0,25 0,75 0,25 0
LPPC 252 FOSC Presente Monofialidico 2,28 0,25 0,5 0,25 0
LPPC 238 FOSC Presente Monofialidico 2,47 0,25 0,32 0,25 0
LPPC 216 FOSC Presente Monofialidico - - 1,03 0,25 -1
LPPC 213 FOSC Ausente Monofialidico - - 0,97 0.25 0
LPPC 212 FOSC Presente Monofialidico 1,63 0,25 0,25 0,25 0
LPPC 218  F. languescens Presente Monofialidico - - 0,66 0,25 0
LPPC 256 FOSC Presente Monofialidico - - 0,77 0,25 0
LPPC 259 FOSC Presente Monofialidico 1,74 0,25 0,61 0,25 0
LPPC 281 FOSC Presente Monofialidico - - 0,75 0,25 0
LPPC 168  N. falciformes Presente Monofialidico 3,6 0,25 0,99 0,25 0-1
LPPC 269 N. solani Presente Monofialidico 2,53 0,25 0,52 0,25 0
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Tabela 2. Médias das lesdes em frutos de tomate apds 6 dias de inoculagao,
considerando a presenca e auséncia de microferimentos (Lesao).

ISOLADO MEDIA DA LESAO (mm)
COM LESAO SEM LESAO
LPPC 282 30.12 Aa 14.59 Bb
LPPC 252 30.00 Aa 5.97 Cb
LPPC 268 29.64 Aa 0.00 Db
LPPC 169 29.52 Aa 0.00 Db
LPPC 185 29.33 Aa 0.00 Db
LPPC 187 28.52 Aa 0.00 Db
LPPC 238 25.40 Ba 0.00 Db
LPPC 192 24.11 Ba 0.00 Db
LPPC 218 23.82 Ba 439 Cb
LPPC 191 23.71 Ba 19.79 Ab
LPPC 212 23.35Ba 10.03 Bb
LPPC 217 22.58 Ba 14.56 Bb
LPPC 280 22.50 Ba 0.00 Db
LPPC 266 21.90 Ca 0.00 Db
LPPC 213 21.66 Ca 14.57 Bb
LPPC 216 21.29 Ca 12.71 Bb
LPPC 269 21.10 Ca 0.00 Db
LPPC 259 20.21 Ca 6.47 Cb
LPPC 281 18.97 Ca 12.58 Bb
LPPC 263 18.51 Ca 0.00 Db
LPPC 168 15.58 Da 0.00 Db
LPPC 262 15.51 Da 0.00 Db
LPPC 256 15.23 Da 0.00 Db
LPPC 182 14.36 Da 0.00 Db
LPPC 270 10.07 Ea 6.11 Cb
Testemunha 0.00 Fa 0.00 Da

CV (%) 21.67

Resultado do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparacdo de médias, com diferengas estatisticas entre os

tratamentos representadas em letras maitsculas nas colunas e em mindsculas nas linhas.



Tabela 3. Média das lesdes em frutos de tomate, apos 144 horas de inoculagao
sem ferimento

ISOLADO MEDIA DA LESAO (mm)
LPPC 191 19.79 A
LPPC 282 14.58 B
LPPC 213 14.56 B
LPPC 217 14.56 B
LPPC 216 12.71 B
LPPC 281 12.58 B
LPPC 212 10.03 B
LPPC 259 6.47 C
LPPC 270 6.11C
LPPC 252 597C
LPPC 218 439C
LPPC 168 0.00 D
LPPC 169 0.00 D
LPPC 182 0.00 D
LPPC 185 0.00 D
LPPC 187 0.00 D
LPPC 192 0.00 D
LPPC 238 0.00 D
LPPC 256 0.00 D
LPPC 262 0.00 D
LPPC 263 0.00 D
LPPC 266 0.00 D
LPPC 268 0.00 D
LPPC 269 0.00 D
LPPC 280 0.00 D
Testemunha 0.00D
CV (%) 21.67

Resultado do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparagdo de médias, onde grupos com a mesma letra ndo
apresentam diferencas estatisticamente significativas



Tabela 4. Média das lesdes em frutos de tomate, apos 144 horas de inoculagdo
com ferimento

ISOLADOS COM LESAO
LPPC 282 30.12 A
LPPC 252 30.00 A
LPPC 268 29.64 A
LPPC 169 29.52 A
LPPC 185 2933 A
LPPC 187 28.52 A
LPPC 238 25.40 B
LPPC 192 24.11 B
LPPC 218 23.82B
LPPC 191 23.71B
LPPC 212 23.35B
LPPC 217 22.58 B
LPPC 280 22.50 B
LPPC 266 21.90 C
LPPC 213 21.66 C
LPPC 216 21.29C
LPPC 269 21.10C
LPPC 259 20.21C
LPPC 281 18.97 C
LPPC 263 18.51 C
LPPC 168 15.58 D
LPPC 262 15.51D
LPPC 256 1523 D
LPPC 182 14.36 D
LPPC 270 10.07E

Testemunha 0.00F

CV(%) 21.67

Resultado do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparacdo de médias, onde grupos com a mesma letra ndo
apresentam diferencas estatisticamente significativas
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Figura 2. Progresso da lesdo em frutos de tomate no teste de patogenicidade conduzido ao
longo de seis dias para o isolado LPPC 169 identificado como Fusarium spinosum. Avaliagdo
realizada durante 6 dias em intervalos de 24 horas, comegando com 24 horas (A) e indo até 144
horas (F).

Figura 3. Lesdo causada por Fusarium spinosum em frutos de tomate com ferimento (A) e sem
ferimento (B), ap0s 6 dias de inoculagdo do disco contendo crescimento micelial do patégeno.
Testemunha com ferimento (C), Testemunha sem ferimento (D) inoculada com disco de BDA
livre do patogeno
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Figura 4. Colénia dos isolados de Fusarium spp. e Neocosmospora spp. apos 7 dias de crescimento em
meio BDA (Batata - Dextrose - Agar). [A] - LPPC 238, [B] - LPPC 252, [C] - LPPC 256, [D] - LPPC
259, [E] - LPPC 262, [F] - LPPC 263, [G] - LPPC 266, [H] - LPPC 268, [I] - LPPC 269, [J] - LPPC
270, [K] - LPPC 281, [L] - LPPC 282, [M] — LPPC 256, [N] — LPPC 212, [O] - LPPC 187, [P] - LPPC
191, [Q] - LPPC 192, [R] — LPPC 169, [S] — LPPC 185, [T] — LPPC 213, [U] - LPPC 217, [V] - LPPC
218, [W] - LPPC 216, [X] — LPPC 168, [Y] — LPPC 182
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Figura 5. Curvas de progresso da podriddo em tomates, inoculados com fungos fusarioides.
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Figura 7. Curvas de progresso da podriddo em frutos de tomates para o isolado do complexo
de espécies Fusarium Chlamydosporum, com ferimento (A) e sem ferimento (B).
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Figura 9. Curvas de progresso da podriddo em frutos de tomates, para os isolados do
complexo de espécies Fusarium oxysporum, com ferimento (A) e sem ferimento (B).
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Figura 12. Arvore filogenética gerada por Inferéncia Bayesiana, exibindo as espécies pertencentes ao género
Neocosmospora, utilizando sequéncias das regiGes TEF1 e RPB2. O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi 0 GTR+I+G para TEF1 e SYM+I+G para RPB2. Os isolados do presente estudo estdo
destacados em vermelho, e os valores de probabilidade posterior encontram-se nos nos. Espécies de
Geejayesia cicatricum e Geejayesia atrofusca foram utilizadas como outgroup
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Figura 13. Arvore filogenética gerada por Inferéncia Bayesiana, exibindo as espécies
pertencentes ao complexo de espécies Fusarium chlamydosporum, utilizando sequéncias das
regides TEF1 e RPB2. O modelo de substitui¢do de nucleotideo foi definido como GTR+G
tanto para TEF1 quanto para RPB2. Os isolados do presente estudo estdo destacados em
vermelho, e os valores de probabilidade posterior encontram-se nos nds. Espécies de Fusarium
salinense foram utilizadas como outgroup.
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Figura 14. Arvore filogenética gerada por Inferéncia Bayesiana, exibindo as espécies pertencentes ao
complexo de Fusarium oxysporum, utilizando sequéncias das regiées TEF1 e RPB2. O melhor modelo
de substituicdo de nucleotideos foi definido como HKY+G para TEF1 e SYM+G para RPB2. Os
isolados do presente estudo estdo destacados em vermelho, e os valores de probabilidade posterior
encontram-se nos nés. Espécies de F. nisikadoi foram utilizadas como outgroup.
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Figura 15. Arvore filogenética gerada por Inferéncia Bayesiana, exibindo as espécies
pertencentes ao complexo de Fusarium incarnatum-equiseti utilizando sequéncias das regifes
TEF1 e RPB2. O modelo de substitui¢do de nucleotideos foi GTR+I+G para TEF1 e RPB2. Os
isolados do presente estudo estdo destacados em vermelho, e os valores de probabilidade

posterior encontram-se nos nos. Espécies de F. concolor foram utilizadas como outgroup.



Tabela 5. Relacéo dos Isolados do género Neocosmospora e codigo de acesso das sequencias do GenBank para os isolados utilizados neste

estudo
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Complexo de espécies

Neocosmospora (FSSC)

Espécie

N. acutispora
N. addoensis
N. akasia

N. ambrosia

N. ampla

N. anhuiensis
N. aurantia

N. awan

N. bataticola
N. borneensis
N. bostrycoides
N. brevicona

N. brevis

N. caricae

N. catenata

N. citricola

N. crassa

N. cryptoseptata
N. cucurbitae
N. cyanescens
N. diminuta

N. dimorfa

N. drepaniformis
N. duplosperma
N. elegans

N. epipeda

N. euwallaceae
N. falciformes

Codigo do isolado

CBS 145461 T
CBS 146510 T
CBS 146880 T
CBS 57194 T
CBS 202.32T
CGMCC 3.24869 T
CGMCC 3.24866 T
CBS 146882 T
CBS 144398 T
CBS 145462 T
CBS 144.25T
CBS 20431 T
CBS 144387 T
CBS 148865 T
CBS 143229 T
CBS 146513 T
CBS 144386 T
CBS 145463 T
CBS 616.66 T
CBS518.82T

CBS 144390 T
CGMCC 3.24867 T
NRRL 62941 T
NRRL 62583 T
CBS 144396 T
CBS 146523 T
CBS 135854 T
CBS 475.67T

Codigo de acesso no GenBank

TEF-1a
LR583593.1
MW248741.1
MT009951.1
FJ240350.1
LR583594.1
0Q866530.1
0Q866528.1
MT009973.1
AF178344.1
AF178352.1
LR583597.1
LR583600.1
LR583601.1
0K539518.1
KC808214.1
MW248747.1
LR583604.1
AF178351.1
DQ247592.1
LR583605.1
LR583607.1
0Q866529.1
KM406626.1
KC691553.1
AF178336.1
MW834285.1
JQ038007.1
LT906669.1

RPB2
LR583814.1
MW446575.1
MT009931.1
EU329503.1
LR583815.1
0Q866525.1
0Q866523.1
MT009919.1
FJ240381.1
EU329515.1
LR583818.1
LR583821.1
LR583822.1
OK415859.1
KC808355.1
MW446581.1
LR583823.1
EU329510.1
LR583825.1
LR583826.1
LR583828.1
0Q866524.1
KM406647.1
KC691642.1
FJ240380.1
MW834022.1
J7Q038028.1
LT960558.1
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N. ferruginea

N. floridana

N. galbana

N. gamsii

N. gamtoosensis
N. gannanense
N. geoasparagicola
N. haematococca
N. hypothenemi
N. illudens

N. ipomoeae

N. keleraja

N. keratoplastica
N. kuroshio

N. kurunegalensis
N. lechatii

N. lerouxii

N. lichenicola

N. liriodendri

N. lithocarpi

N. longissima

N. macrospora
N. magnoliae

N. mahasenii

N. maoershanica
N. martii

N. merkxiana

N. metavorans
N. mori

N. neerlandica
N. nelsonii

N. nirenbergiana

CBS 109028 T
NRRL 62628 T
CGMCC 3.24868 T
CBS 143207 T
CBS 146502 T
NJFU-JXI12 T
CBS 148937 T
CBS 119600 T
CBS 145464 T
NRRL 22090 T
CBS 225.58 T
CBS 125720 T
FRC S-2477T
CBS 142642 T
CBS 119599 T
CBS 149413 T
CBS 146514 T
CBS 623.92T
CBS 117481 T
CGMCC 3.20827 T
CBS 126407 T
CBS 142424 T

MFLUCC 17-2615T

CBS 119594 T
CGMCC 3.24870 T
CBS 115659 T
CBS 146525 T
CBS 135789 T
CBS 145467 T
CBS 23234 T
CBS 309.75 T
CBS 145469 T

DQ246979.1
KC691535.1
0Q866532.1
DQ246951.1
MW248762.1
LC701609.1
ON745622.1
DQ247510.1
JF740850.1
AF178326.1
LR583609.1
LR583612.1
IN235712.1
KX262216.1
DQ247511.1
OP481884.1
MW248768.1
LR583620.1
AF178340.1
MW620172.1
LR583621.1
LT746218.1
MT212207.1
DQ247513.1
0Q866531.1
JX435156.1
MW834288.1
LR583627.1
AF178358.1
MW847906.1
MW847907.1
AF178339.1

EU329581.1
KC691624.1
00Q866527.1
EU329576.1
MW446611.1
LC701981.1
ON759301.1
LT960561.1
JF741176.1
JX171601.1
LR583830.1
LR583834.1
JN235897.1
LR583837.1
LR583838.1
OP481882.1
MW446617.1
LR583845.1
EU329506.1
MW474697.1
LR583846.1
LT746331.1
MT212200.1
LT960563.1
00Q866526.1
JX435256.1
MW834025.1
LR583849.1
EU329499.1
MW847903.1
MW847904.1
EU329505.1
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N. noneumartii

N. obliquiseptata
N. oblonga

N. oligoseptata

N. papillata

N. paraeumartii
N. parceramosa
N. perseae

N. petroliphila

N. phaseoli

N. piperis

N. pisi

N. plagianthi

N. populicola

N. protoensiformis
N. pseudensiformis
N. pseudopisi

N. pseudoradicicola
N. pseudotonkinensis
N. quercicola

N. rectiphora

N. regularis

N. rekana

N. riograndensis
N. robusta

N. samuelsii

N. silvicola

N. solani

N. spathulata

N. stercicola

N. suttoniana

N. tonkinensis

CBS 115658 T
NRRL 62611 T
CBS 130325 T
CBS 143241 T
NRRL 62944 T
CBS 487.76 T
CBS 115695 T
CBS 144142 T
CBS 203.32T
CBS 265.50 T
CBS 145470 T
CBS 123669 T
NRRL 22632 T
NJFU-JS02 T
CBS 145471 T
CBS 125729 T
CBS 266.50 T
CBS 145472 T
CBS 143038 T
CBS 14190 T
CBS 125727 T
CBS 230.34T
PPRI 27163 T
URM 7361 T
CBS 145473 T
CBS 114067 T
CBS 123846 T
CBS 140079 T
CBS 145474 T
CBS 142481 T
CBS 143214 T
CBS11540T

LR583630.1
KC691548.1
LR583631.1
KC691538.1
KM406627.1
DQ247549.1
TX435149.1
LT991902.1
DQ246835.1
HE647964.1
AF178360.1
LR583636.1
AF178354.1
LC701601.1
AF178334.1
DQ247512.1
MW834290.1
JF740757.1
LR583640.1
DQ247634.1
DQ247509.1
LR583643.1
MN249151.1
KX534002.1
AF178341.1
LR583644.1
LR583646.1
KT313611.1
DQ246882.1
LR583658.1
DQ247163.1
LT906672.1

LR583852.1
KC691637.1
LR583853.1
LR583854.1
KM406648.1
LR583855.1
JX435249.1
LT991909.1
LR583857.1
KM?232375.1
EU329513.1
LR583862.1
JX171614.1
LC701965.1
EU329498.1
KC691645.1
MW8&34027.1
JF741084.1
LR583867.1
LR583869.1
LR583871.1
LR583873.1
MN249137.1
KX534003.1
EU329507.1
LR583874.1
LR583876.1
KT313623.1
EU329542.1
LR583887.1
EU329630.1
LT960564.1




64

N. tuaranensis

N. tumidispermum
N. variasi

N. vasinfecta

N. warna

NRRL 22231 T
NJFU-JX26 T

CBS 146888 T
NRRL 22166 T
CBS 146891 T

KC691542.1
LC701621.1
MT009967.1
AF178350.1
MT009955.1

KC691631.1
LC701993.1
MT009913.1
EU329497.1
MT009920.1

Tabela 6. Relacdo dos isolados e cddigos de acesso no GenBank das sequencias de espécies de Fusarium utilizadas neste estudo

Complexo de espécies Espécie Codigo do isolado Codigo de acesso no GenBank
TEF-1a RPB2
Fusarium chlamydosporum species oo cm CBS 445.67 T MN120752.1 MW928822.1
complex (FCSC)
FE atrovinosum CBS 130394 MN120753 MN120734.1
F. chlamydosporum CBS 145.25T MN120754.1 MN120735.1
FE chlamydosporum CBS 615.87 GQ505405.1 GQ505469.1
F humicola CBS 124.73 T MN120757.1 MN120738.1
F. humicola CBS 491.77 GQ505421.1 GQ505485.1
F. nelsonii CBS 119876 T GQ505404.1 GQ505468.1
F. nelsonii NRRL 13338 GQ505402.1 GQ505466.1
F. peruvianum CBS511.75T MN120767.1 MN120746.1
F spinosum CBS 122438 T MN120768.1 MN120747.1
F. spinosum NRRL 43631 GQ505427.1 GQ505491.1
FE sporodochiale CBS 220.61 T MN120770.1 MN120749.1
F. sporodochiale LLC2900 0OP486862.1 OP486431.1
Fusarium incarnatum- F. aberrans CBS 131385 T MN170445.1 MN170378.1
equiseti species complex (FIESC)
F. aberrans CBS 119866 MN170444.1 MN170377.1
F arcuatisporum CGMCC 3.19493 T MK?289584.1 MK?289739.1
F arcuatisporum LC11639 MK289586.1 MK289736.1
F. brevicaudatum NRRL 43638 T GQ505665.1 GQ505843.1
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F. brevicaudatum
F. caatingaense
F caatingaense
F. camptoceras
F camptoceras
FE cateniforme
F citri

F. citri

F citrullicola
F citrullicola
F clavus

F clavus

F. coffeatum

FE coffeatum

F compactum
F. compactum
F croceum

F. croceum

F duofalcatisporum
F duofalcatisporum
F equiseti

F equiseti

F extenuatum
F. extenuatum
F fasciculatum
F fasciculatum
F fecundum

F. fecundum

FE flagelliforme
F flagelliforme
F gracilipes

F. guilinense

NRRL 43694
URM 6779 T
CBS 130317

CBS 193.65T
NRRL 13381

CBS 150.25T
CGMCC 3.19467 T
CBS 130905
SDBR-CMU422 T
SDBR-CMU423
CBS 126202 T
CBS 119881

CBS 635.76 T
CBS 430.81

CBS 186.31 T
CBS 185.31

CBS 131777 T
CBS 131788

CBS 384.92T
CBS 264.50

CBS 307.94 T
CBS 107.07
EMCC-F333 T
LLC1492

CBS 131382 T
CBS 131383
CGMCC 3.23516 T
LC18372

CBS 162.57T
CBS 259.54

CBS 130384 T
CGMCC 3.19495 T

GQ505668.1
1.S398466.1

GQ505627.1
MN170450.1
GQ915504.1
MN170451.1
MK289617.1
MN170454.1
0P020920.1

OP020921.1

MN170456.1
MN170457.1
MN120755.1
MN120756.1
GQ505648.1
GQ505646.1
MN170463.1
MN170464.1
GQ505652.1
GQ505651.1
GQ505599.1
GQ505644.1
OP487158.1

OP487157.1

MN170473.1
MN170474.1
0Q125250.1
0Q125248.1
GQ505645.1
GQ505650.1
GQ505662.1
MK289594.1

GQ505846.1
L.S398495
GQ505805.1
MN170383.1
GQ915488.1
MN170384.1
MK289771.1
MN170387.1
OP020928.1
0P020929.1
MN170389.1
MN170390
MN120736.1
MN120737.1
GQ505826.1
GQ505824.1
MN170396.1
MN170397.1
GQ505830.1
GQ505829.1
GQ505777.1
GQ505822.1
OP486728.1
OP486727.1
MN170406.1
MN170407.1
0Q125544.1
0Q125542.1
GQ505823.1
GQ505828.1
GQ505840.1
MK289747.1
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F. guilinense CBS 161.25 MN170448.1 MN170381.1
F hainanense CGMCC 3.19478 T MK289581.1 MK?289735.1
F hainanense CBS 131386 MN170510.1 MN170443.1
F humuli CGMCC 3.19374 T MK?289570.1 MK?289724.1
F humuli LC12158 MK289592.1 MK?289745.1
F incarnatum CBS 132.73 T MN170476.1 MN170409.1
F incarnatum CBS 130314 GQ505615.1 GQ505793.1
F ipomoeae CGMCC 3.19496 T MK289599.1 MK?289752.1
F ipomoeae CBS 135762 MN170478.1 MN170411.1
F irregulare CGMCC 3.19489 T MK289629.1 MK?289783.1
F irregulare CBS 132190 MN170480.1 MN170413.1
F jinanense CGMCC 3.23519T 0Q125131.1 0Q125521.1
F jinanense LC18379 0QI125132.1 0Q125522.1
F kotabaruense InaCC F963 T LS479445 L.S479859

F lacertarum CBS 130185 T GQ505593.1 JX171581.1
F lacertarum CBS 102300 GQ505643.1 GQ505821.1
F longicaudatum CBS 123.73 T MN170481.1 MN170414.1
F longifundum CBS 23579 T GQ505649.1 GQ505827.1
F luffae CGMCC 3.19497 T MK289601.1 MK?289754.1
F luffae CBS 131097 MN170482.1 MN170415.1
F. mianyangense CGMCC 3.23520 T 0Q125232.1 0Q125510.1
F. mianyangense LC18549 0Q125226.1 0QI125511.1
F. monophialidicum NRRL 54973 T MN170483.1 KC808362.1
F. mucidum CBS 102395 T MN170485.1 MN170418.1
F. mucidum CBS 102394 MN170484.1 MN170417.1
F. multiceps CBS 130386 T GQ505666.1 GQ505844.1
F. nanum CGMCC 3.19498 T MK?289602.1 MK?289755.1
F. nanum CBS 119867 MN170486.1 MN170419.1
F. neoscirpi CBS61095T GQ505601.1 GQ505779.1
F. neosemitectum CBS 189.60 T MN170489.1 MN170422.1
F. neosemitectum CBS 190.60 MN170490.1 MN170423.1
F. nothincarnatum CGMCC 3.24286 T 0Q125147.1 0Q125509.1
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F. nothincarnatum HSL.280 0Q177463.1 0OQ178711.1
FE pernambucanum URM 7559 T LS398489.1 LS398519.1
F. pernambucanum CBS 132194 MN170492.1 MN170425.1
F persicinum CBS479.83 T MN170495.1 MN170428.1
F. persicinum CBS 131780 MN170496.1 MN170429.1
F rhinolophicola KUMCC 21-0449 T ORO026001.1 ORO025917.1
F. rhinolophicola KUMCC 21-0448 OR026002.1 ORO025918.1
F ruthhalliae BRIP 72406h T 0OP627085.1 0OP627084.1
F scirpi CBS 447.84T GQ505654.1 GQ505832.1
F scirpi CBS 448.84 MN170498.1 MN170431.1
FE serpentinum CBS 119880 T MN170499.1 MN170432.1
F serpentinum LLC3336 OP487187.1 OP486756.1
F sulawesiense [naCC F940 T LS479443.1 LS479855.1
F sulawesiense CBS 122439 MN170504.1 MN170437.1
F sylviaearleae BRIP 72816a T OR269444.1 OR269438.1
F. tanahbumbuense InaCC F965 T LS479448.1 LS479863.1
F. tanahbumbuense CBS 130319 GQ505629.1 GQ505807.1
F tangerinum EMCC-F377T OP487189.1 OP486758.1
F tangerinum LLC3018 OP487188.1 OP486757.1
F toxicum CBS 406.86 T MN170508.1 MN170441.1
F toxicum CBS 130385 GQ505663.1 GQ505841.1
F weifangense CGMCC 3.24285 T 0Q125107.1 0Q125515.1
F weifangense HSL189 0Q177484.1 0Q178662.1
F wereldwijsianum CBS 148244 T MZ921850.1 MZ921718.1
F wereldwijsianum CBS 148219 MZ7921848.1 MZ921716.1
Fusarium oxysporum species F callistephi CBS 187.53 T MH484966.1 MH484875.1
complex (FOSC)
F. callistephi CBS 115423 MH484996.1 MH484905.1
F carminascens CBS 144738 T MH485028.1 MH484937.1
F. carminascens CBS 144739 MH485025.1 MH484934.1
F. contaminatum CBS 114899 T MH484992.1 MH484901.1
F contaminatum CBS 111552 MH484991.1 MH484900.1




F. cugenangense
F. cugenangense

F curvatum
F curvatum

F. duoseptatum
F. duoseptatum

F elaeidis
F elaeidis
F. fabacearum
F fabacearum
F glycines
F. glycines
F gossypinum
F. gossypinum
FE grosmichelii
F. grosmichelii

F hexaseptatum

F hoodiae
F hoodiae
FE houttuyniae
FE houttuyniae
F inflexum
F inflexum

F kalimantanense
F kalimantanense

F languescens
F languescens
F libertatis

F libertatis

F liriopes

E liriopes

F. menglaense

InaCC F984 T
CBS 130308
CBS 23894 T
CBS 141.95
InaCC F916 T
CBS 102026
CBS21749T
CBS 218.49
CBS 144743 T
NRRL 36113
CBS 144746 T
CBS 144745
CBS 116613 T
CBS 116611
InaCC F833 T
GDGZP11-2-2
InaCC F866 T
CBS 132474 T
CBS 132477
GUCC 21004 T
GUCC 21008
CBS 716.74 T
NC25 PITA Finf
InaCC F917 T
InaCC F918
CBS 645.78 T
CBS 119796
CBS 144749 T
CBS 144747
GUCC 21004 T
GUCC 21009
KUMCC 21-0717 T

LS479757.1
MH485011.1
MH484984.1
MH484985.1
LS479688.1
MH484987.1
MH484961.1
MH484962.1
MH485030.1
OP487294.1
MHA485033.1
MH485032.1
MH485000.1
MH484998.1
LS479744.1
OL771389.1
L.S479805.1
MH485020.1
MH485022.1
OM863574.1
0OP295697.1
AF008479.1
OP273154.1
LS479690.1
LS479691.1
MH484971.1
MH485008.1
MH485035.1
MH485024.1
OMR863574.1
OP295698.1
OR025999.1

LS479308.1
MH484920.1
MH484893.1
MH484894.1
LS479239.1
MH484896.1
MH484870.1
MH484871.1
MH484939.1
LS479217.1
MH484942.1
MH484941.1
MH484909.1
MH484907.1
LS479295.1
OL771381.1
LS479359.1
MH484929.1
MH484931.1
OP621328.1
0OP699669.1
JX171583.1
OP273104.1
LS479241.1
LS479242.1
MH484880.1
MH484917.1
MH484944.1
MH484933.1
0OP621328.1
OP726906.1
OR025915.1
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F. menglaense

F nirenbergiae

F nirenbergiae

F odoratissimum
F odoratissimum
F. oxysporum

F oxysporum

F oxysporum f.sp.
dactyliferae

F oxysporum f.sp.
dactyliferae

F. pharetrum

F. pharetrum

FE phialophorum
FE phialophorum
F. queenslandicum
F sangayamense
F. sangayamense
F tardichlamydosporum
F tardichlamydosporum
F triseptatum

F triseptatum

F vanleeuwenii

F vanleeuwenii

F veterinarium

F veterinarium

KUMCC 21-0718
CBS 840.88 T
CBS 130301
InaCC F822 T
CBS 102030
CBS 144134 T
CBS 144135

FMBCC 12.1 T

FMB-FO-PD-011

CBS 144751 T
CBS 144750
InaCC F971 T
CBS 102023
BRIP 70769a T
InaCC F960 T
InaCC F961
InaCC F958 T
InaCC F957
CBS25850T
CBS 130302
CBS 148372 T
JW 10001
CBS 109898 T
CBS 117787

OR026000.1
MH484978.1
MH485017.1
L.S479828.1

MH484989.1
MH485044.1
MH485045.1

OP342612.1

OP342613.1

MH485043.1
MH485042.1
LS479741.1
LS479664.1
MWO038834.1
OP487297.1
LS479733.1
L.S479729.1
LS479728.1
MH484964.1
MH485015.1
MZ921896.1
MZ921890.1
MH484990.1
MHA485003.1

OR025916.1
MH484887.1
MH484926.1
L.S479386.1

MH484898.1
MH484953.1
MH484954.1

0P234307.1

0OP234308.1

MH484952.1
MH484951.1
L.S479292.1
LS479216.1
MWO038833.1
LS479283.1
LS479284.1
LS479280.1
LS479279.1
MH484873.1
MH484924.1
MZ921765.1
MZ921759.1
MH484899.1
MH484912.1
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CONCLUSOES GERAIS

1. Existem uma grande diversidade de espécies de fungos fusarioides causando podridao em

frutos de tomate;

2. As regides TEF1 e RPB2 nao foram suficientes para a identificacao precisa de espécies

dentro do complexo de espécies Fusarium oxysporum;

3. As espécies Fusarium spinosum, Fusarium caatingaense, Fusarium sulawesiense,
Fusarium compactum, Fusarium languescens, Neocosmospora falciformis e Neocosmospora
solani sao responsaveis por causar podridao em tomates, mais espécies nao identificadas de

FOSC;

4. As espécies Fusarium compactum, Fusarium spinosum, Fusarium caatingaense e

Fusarium sulawesiense sdo as espécies mais agressivas em frutos de tomate.

5. Este € o primeiro relato no mundo de Neocosmospora falciformis, Fusarium spinosum,
Fusarium caatingaense, Fusarium sulawesiense, Fusarium compactum e Fusarium

languescens associados a podridao em frutos de tomate.





