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RESUMO GERAL

Leandria momordicae é 0 agente etioldgico da mancha zonada, importante doenca das
cucurbitaceas, especialmente do pepino (Cucumis sativus) e do chuchu (Sechium edule). A
doenca encontra-se amplamente distribuida em todo territério brasileiro. Embora tenha sido
descrito pela primeira vez a mais de um século, e apesar de sua importancia, o patdgeno nunca
foi classificado taxonomicamente de maneira adequada. Além disso, ndo existe um isolado tipo,
depositado em uma colecdo micoldgica de referéncia. Essas inconsisténcias tém sido
comentadas por muitos taxonomistas de fungos. Acredita-se que a gama de espécies
hospedeiras do patogeno seja extensa, dentro da familia Cucurbitaceae e muitas ainda nédo
tenham sido relatadas. Neste sentido, o trabalho teve como objetivos: (i) classificar
taxonomicamente Leandria mormodicae, por meio de andlises de caracteres morfoldgicos e
moleculares, sustentadas por analises filogenéticas; (ii) Depositar um isolado tipo (neétipo) de
L. momordicae em uma colecdo micoldgica de referéncia; (iii) e avaliar a reacdo de espécies
de cucurbitaceas, convencionais e PANCs, a isolados de L. momordicae de modo a acrescentar
informagdes que auxiliem nas praticas de manejo da mancha zonada. Foram realizadas
observacdes dos caracteres morfoldgicos, e as analises filogenéticas foram feitas com base nas
sequéncias das regides gendmicas ITS, LSU e SSU, utilizando os primers ITS5/1TS4,
LROR/LR5 e NS1/NS4, respectivamente. Ndo ha sequéncias de isolados de L. momordicae
depositadas no Genbank. Por meio da ferramenta Blast verificou-se que as sequéncias obtidas
apresentaram maior nivel de identidade com sequéncias de fungos pertencentes a ordem
Pleosporales, as quais foram incluidas nas analises. Verificou-se que as sequéncias consenso
dos 31 isolados de L. momordicae se agruparam em um clado distinto de todos os isolados
depositados no GenBank incluidos nas analises, e portanto, L. momordice ndo foi admitida em
nenhuma das familias de Pleosporales representadas. Assim, sugere-se a criacdo de uma nova
familia, Leandriaceae para abrigar L. momordicae. Observou-se ainda variagdo intraespecifica
entre os isolados de L. momordicae, em termos de sequéncias das regides gendémicas analisadas.
Em adicdo, um ex-tipo e um neotipo (DOA2157 e COAD3403, respectivamente) foram
depositados no Herbario da Universidade de Vigosa (VIC). As caracteristicas morfoldgicas dos
isolados analisados assemelharam-se aquelas originalmente descritas para L. mormodicae, que
ocorreram ha mais de um século. Para os testes de gama de hospedeiras, 12 isolados de L.

momordicae oriundos de 5 espécies (sendo 6 genotipos) de cucurbitaceas e de diferentes



localidades geogréficas do Brasil foram inoculados em 11 espécies da familia Cucurbitaceae
(sendo 12 genotipos). Os gendtipos foram avaliados quanto a reacéo aos isolados (resistente ou
susceptivel), e, a severidade da doenca, por meio do tamanho das lesdes (cm). Todos 0s
gendtipos foram susceptiveis a todos os isolados do patdgeno. Foram registradas trés novas
hospedeiras experimentais de L. momordicae: abobora moranga (Cucurbita maxima), maxixe
(Cucumis anguria) e pepininho-do-mato (Melothria pendula). Também foram registradas
outras duas novas hospedeiras naturais do patdégeno: abobrinha (Cucurbita pepo) e chuchu-de-
vento (Cyclanthera pedata). Os isolados ndo foram necessariamente mais agressivos as suas

hospedeiras de origem, demonstrando uma néo especificidade por hospedeira.

Palavras-chaves: Pleosporales, taxonomia, mancha zonada, Cucurbitaceae, gama de

hospedeiras, novas hospedeiras.



GENERAL ABSTRACT

Leandria momordicae is the etiological agent of net spot, an important disease of cucurbits,
especially cucumber (Cucumis sativus) and chayote (Sechium edule). The disease is widely
distributed throughout Brazil. Although it was first described more than a century ago, and
despite its importance, the pathogen has never been properly taxonomically classified.
Furthermore, there is not a type isolate deposited in a mycological reference collection. Many
fungal taxonomists have commented these inconsistencies. The range of host species for the
pathogen is believed to be extensive, within the Cucurbitaceae family, and many have not yet
been reported. In this sense, this work aimed to: (i) taxonomically classify Leandria
mormodicae, through analyzes of morphological and molecular characters, supported by
phylogenetic analyses; (ii) Deposite a type isolate (neotype) of L. momordicae in a reference
mycological collection; and (iii) evaluate the reaction of cucurbit species, both conventional
and PANCs, to L. momordicae isolates in order to add information that helps in the management
practices of net spot. Observations of morphological characters were performed, and
phylogenetic analyzes were performed based on the sequences of the genomic regions ITS,
LSU and SSU, using the primers ITS5/ITS4, LROR/LR5 and NS1/NS4, respectively. There are
no sequences of L. momordicae isolates deposited in Genbank. Using the Blast tool, it was
found that the sequences obtained showed a higher level of identity with sequences of fungi
belonging to the order Pleosporales, which were included in the analyses. Contigs from the
sequences of the 31 L. momordicae isolates were found to cluster in a clade distinct from all
the isolates deposited in GenBank included in the analyses, and therefore, L. momordice was
not admitted to any of the Pleosporales families represented. Thus, it is suggested the creation
of a new family, Leandriaceae to shelter L. momordicae. In addition, an ex-type and a neotype
(DOA2157 and COAD3403, respectively) were deposited in the Herbarium of the University
of Vigosa (VIC). For host range tests, 12 L. momordicae isolates from 5 plant species (6
genotypes) of Cucurbitaceae and from different geographic locations in Brazil were inoculated
into 11 species of the Cucurbitaceae family (12 genotypes). The genotypes were evaluated for
the reaction to the isolates (resistant or susceptible), and, for the severity of the disease, through
the size of the lesions (cm). All genotypes were susceptible to all pathogen isolates. Three new
experimental hosts of L. momordicae were recorded: pumpkin squash (Cucurbita maxima),

gherkin (Cucumis anguria) and “pepininho-do-mato” (Melothria pendula). Two other new



natural hosts of the pathogen were also recorded: zucchini (Cucurbita pepo) and caigua
(Cyclanthera pedata). The isolates were not necessarily more aggressive to their original hosts,

demonstrating a non-host specificity.

Key-words: Pleosporales, taxonomy, net spot, host range, Cucurbitaceae, new hosts.
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Leandria momordicae: Neotipificagdo e gama de hospedeiras
INTRODUCAO GERAL

1 Familia Cucurbitaceae

1.1 Distribuicéo e Importancia

As cucurbitaceas encontram-se amplamente distribuidas pelo mundo, embora
apresentem maior ocorréncia em regibes de clima tropical e subtropical (SCHAEFER;
RENNER, 2011). A familia Cucurbitaceae abriga aproximadamente 95 géneros e 980 espécies.
Na América tropical ocorrem cerca de 53 géneros nativos e 325 espécies (SCHAEFER;
RENNER, 2011). No Brasil, foram relatados 30 géneros e 200 espécies (RESENDE; BORGES;
GONCALVES, 2013).

Cucurbitaceae se subdivide em duas subfamilias bem definidas, Zanonioideae e
Cucurbitoideae. Nesta Gltima, encontram-se alguns géneros como Citrullus, Cucumis,
Cucurbita e Luffa, os quais compreendem a maior parte das espécies de cucurbitaceas de
importancia econébmica (HENEIDAK; KHALIK, 2015). Estima-se que Cucurbitaceae esteja
entre as 15 familias de hortalicas mais cultivadas no Brasil, das quais as espécies mais
expressivas, sdo: Cucumis melo L. (meldo), Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai
(melancia), Cucurbita moschata Duchesne ex Lam. (abobora), Cucurbita maxima Duchesne
(moranga), Cucurbita pepo L. (abobrinha), Cucumis sativus L. (pepino), Sechium edule Jacq.
(chuchu), Cucumis anguria L. (maxixe) (HENZ, 2009). Em um ranking das 10 hortalicas mais
consumidas no Brasil em 2018, a ab6bora ocupa o 6° lugar, e o chuchu o 9°, e dentre as frutas,
a melancia 0 3° e 0o meldo o 9° (IBGE, 2022).

De acordo com dados da FAO (2022), a producdo mundial das principais espécies de
cucurbitaceas ultrapassou 255,3 milhdes de toneladas em 2016. Alguns dados referentes aos
volumes produzidos das principais cucurbitaceas cultivadas no Brasil apresentados a seguir
foram extraidos do censo agropecuério do IBGE (2017). Foram produzidos um total de 25.126
toneladas de meldo, 150.210 toneladas de melancia, 273.451 toneladas de abobora e moranga,
158.518 de abobrinha, 27.039 toneladas de maxixe, 184.161 toneladas de pepino, 271.344
toneladas de chuchu. Todas essas hortalicas séo de consumo bastante popular no Brasil, mas o
maxixe é notadamente mais apreciado pelos nordestinos e nortistas. Em destaque, o pepino é
um fruto que pode ser consumido com muita vesartilidade, podendo ser bem utilizado em
saladas, sanduiches, sopas ou em conservas. Além disso, tem uso bastante consolidado pela
industria cosmestica e farmacéutica devido ao alto teor de antioxidantes que possui, o que Ihe

confere propriedades antienvelhecimento, anticancerigena, etc (CARVALHO et al., 2013).



17

Quanto ao chuchu, apesar do fruto ser a parte comestivel mais conhecida, os ramos e folhas
tenras podem também serem consumidas, podendo ser adicionados em saladas. No México, as
raizes sdo comercializadas para consumo (DOMINGUES et al., 2011).

A familia cucurbitaceae abriga também algumas espécies de hortalicas PANC (Plantas
Alimenticias N&do Convencionais). A utilizacdo de PANCs na alimenta¢gdo humana remonta ao
periodo pré-histdrico. Entretanto, a maioria das pessoas ndo as reconhece como tal, pois foram
caindo no desuso ao longo dos anos, e portanto, a producdo e comércio dessas plantas e seus
produtos se tornaram muito baixas (KINUPP; LORENZI, 2014). Devido a falta de
conhecimento, as pessoas frequentemente relacionam essas espécies as ervas daninhas sendo,
portanto, muitas vezes ignoradas ou até temidas nas lavouras. Essas especies geralmente
apresentam distribuicdo geogréafica limitada. Apesar de muitas apresentarem consumo pouco
popular, exercem importancia na culinaria regional e na cultura de alguns grupos populacionais,
habitos cultivados principalmente por pessoas de mais idade (MADEIRA et al., 2013;
MADEIRA; KINUPP, 2016).

As PANCs por serem frequentemente rasticas, apresentam um bom nivel de resisténcia
as variacOes de fatores ambientais, como o excesso de chuvas, e temperaturas altas ou baixas.
Essas plantas, na maioria das vezes, sdo pouco exigentes por insumos externos. Além disso, as
PANCs possuem grande diversidade de compostos funcionais, muitas vezes resultantes de
processos metabolicos fomentados pela exposicao as adversidades climaticas (PASCHOAL et
al., 2015). As hortalicas PANC podem ser uma alternativa interessante na agricultura familiar,
tanto para a subsisténcia quanto para a comercializagdo dos seus produtos, como alimentos,
insumos agroindustriais, e suplementos alimentares com propriedades nutricionais e
farmacolédgicas (BOTREL et al.,, 2020). Neste sentido, algumas cucurbitaceas merecem
destaque, como: abdbora d’agua (Lagenaria spp.), Bucha (Luffa spp.), chuchu de vento
(Cyclanthera pedata (L.) Schrad.), crod (Sicana odorifera Naudin), meldo-de-sdo-
caetano/nigauri (Momordica charantia L.) e quiabo-de-metro (Trichosanthes cucumerina L.)
(YUYAMA et al., 1999; FERNANDES et al., 2005; MADEIRA et al., 2013; SOARES;
GAUDIOSO, 2013; AGUIAR et al., 2014; LOPES, 2020; SILVA; SOUZA, 2020). Apesar do
potencial que apresentam, sdo escassas as informacdes na literatura sobre o cultivo e manejo
dessas espécies.

Como visto, a familia Cucurbitaceae possui muitas espécies de importancia econémica
jaconsolidada, bem conhecidas do prato do brasileiro, como também muitas hortalicas PANCs,
em sua maioria pouco conhecidas, mas com grande potencial para serem melhor exploradas.

De maneira geral, os produtos das cucurbiticeas se destinam sumariamente & alimentacdo
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humana, em alguns casos sdo utilizados na alimentacdo animal, ou ainda como ornamentais e
medicinais. Em relagdo aos aspectos nutricionais, os frutos constituem uma importante fonte de
minerais e vitaminas (principalmente A e C), na forma de carotendides e acido ascérbico
(ROMANO et al., 2008). As sementes, possuem alto valor nutricional devido a grande
quantidade de acidos graxos insaturados (BISOGNI, 2002; FEIJO, 2005).

1.2. Aspectos Botanicos

As cucurbitaceas podem ser mondicas ou didicas, apresentam plantas com héabito de
crescimento diversificado, sendo a maioria trepadeira herbacea, embora existam espécies
lenhosas, perenes ou anuais, raramente arbustos (Acanthosicyos) ou arvores (Dendrosicyos)
(KOCYAN etal., 2007; HENEIDAK; KHALIK, 2015). O sistema radicular ¢ diverso, variando
desde um sistema superficial, laxo, ramificado, com raizes principal e secundarias delicadas,
sublenhosas e lisas, a profundo e tuberoso, com raizes principal e secundarias robustas,
lignificadas, fibrosas, lisas ou verrucosas (GOMES-KLEIN, 1996). As folhas, estdo sempre
dispostas de maneira alternas espiraladas, sdo simples ou compostas, frequentemente palmado-
lobadas, sem estipulas e com dentes cucurbitoides, com nervuras convergindo nesses dentes e
que terminam em um apice glandular expandido e mais ou menos translicido (LIMA, 2010).
As flores sdo unissexuadas, actinomorfas, diclamideas, com hipanto em flores de ambos os
sexos, sépalas e pétalas (3-6, respectivamente), estames (3-5), ovario infero, os frutos sdo
frequentemente bacoides ou peponideos (SCHAEFER; RENNER, 2011).

1.3 Principais Doencas das Cucurbitaceas

As cucurbitaceas sdo vulneraveis ao ataque de diversos patdgenos, que implicam na
reducdo da produtividade de espécies cultivadas, acredita-se haver mais 200 doencas que as
afetam (ZITTER et al.,, 1996). Dentre as principais doencas foliares, se destacam: mildio
(Pseudoperonospora cubensis Berk, M.A. Curtis), oidio (Podosphaera xanthii U. Braun & N.
Shish.), antracnose (Colletotrichum orbiculare Berk. & Mont.), mancha de Cercospora
(Cercospora spp., C. citrulina Cooke), mancha de alternaria (Alternaria cucumerina (Ellis &
Everh.) Elliott, Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl) e mancha zonada (Leandria momordicae
Rangel) (TOFOLI e DOMINGUES, 2018), que encontra-se descrita nos topicos seguintes.
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2 Mancha Zonada em Cucurbitéceas
2.1 Importancia da Doenca

No que diz respeito as doencas de etiologia fangica, a mancha zonada ou mancha
reticulada, causada pelo fungo Leandria momordicae Rangel, é a principal doenga do pepineiro
e uma das principais do chuchuzeiro, sendo a producdo limitada quando as condig¢des climaticas
sdo favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno e os métodos de controle ndo forem utilizados
ou ndo forem eficientes (MORETTO et al., 1993; REBELO 2003; REIS; FEITOSA, 2021). A
doenca encontra-se amplamente distribuida em praticamente todo territério brasileiro
(HASAGAWA, 2015). Em cultivos de pepino, em praticamente todas as regides produtoras do
Brasil, a mancha zonada tem sido considerada a principal doenca da cultura (REIS; FEITOSA,
2021). Também tém sido relatados prejuizos na cultura do chuchu. Nesta cultura, a doenca tem
apresentado maior importancia no Norte e Nordeste do pais (SARMIENTO et al., 1999;
CARDOSO et al., 2001; REIS; FEITOSA, 2021).

2.2 Sintomas da Mancha zonada

Os sintomas da mancha zonada se iniciam nas folhas mais velhas, progredindo para as
mais jovens (HASAGAWA, 2015). Se caracterizam por pequenas manchas nas folhas, que se
tornam visiveis a partir de 5 dias apds infeccdo (BLAZQUEZ, 1983). No estagio inicial, as
lesbes consistem de pequenos pontos necréticos com centro amarelado, que se tornam
esbrangquicado (CARDOSO et al., 2001). Com o desenvolvimento da doenca, entre 7 a 10 dias
apos infec¢do, as lesdes aumentam e tomam formas angulares, e entre 10 a 15 dias, em estagio
avancado de infeccdo se tornam arredondadas, com aspecto de rede, caracterizadas por
manchas de coloracdo branca intercaladas com manchas escuras com o passar do tempo, as
lesGes podem crescer e coalescer e o tecido se torna bastante quebradico (BLAZQUEZ, 1983).
Em ataques severos o limbo foliar pode ficar muito comprometido (CARDOSO et al, 2001;
HASAGAWA, 2015), o que resulta na diminuicdo da capacidade fotossintética da planta.
Consequentemente, leva a uma diminuicdo na taxa de translocacdo de substancias de reserva,
refletindo em menor produtividade. Os sintomas sdo visualizados apenas no limbo foliar, ndo
sendo observados no peciolo e nas hastes (HASAGAWA, 2015). Os conidios sdo produzidos
na superficie abaxial das folhas, no centro de lesdes em estado de desensenvolvimento
avancado, em condicgdes de elevada umidade uma grande massa de esporos e observada
(BLAZQUEZ, 1983).

Os sintomas da mancha zonada podem, muitas vezes, ser confundidos com os sintomas

de outras doencas. O que levou a um diagnostico tardio da doenga no estado de Séo Paulo, onde
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foi relatada pela primeira vez por Tokeshi & Kurosawa (1967), embora os sintomas tenham
sido constatados anos antes em &reas com plantio de pepino. Entretanto, os sintomas foram
atribuidos a outras doencas, como mildio (Pseudoperonospora cubensis (Berk, M.A. Curtis)
Rostovzev), antracnose (Colletotrichum orbiculare (Berk. & Mont.)) e mancha angular
(Pseudomonas syringae pv. Lacrymans (Smith & Bryan) Young) (LOPES; SINIGAGLIA,
AZEVEDO FILHO, 1999).

2.3. Gama de Hospedeiras de Leandria momordicae

A potencial gama de espécies hospedeiras de um patdgeno pode ser, em algumas
situacdes, previsivel, tendo em vista, que geralmente, tendem a infectar espécies de plantas
filogeneticamente mais relacionadas (GILBERT; WEBB, 2007; MORRIS; MOURY, 2019).
Esse conceito muito provavelmente se aplica a L. momordicae, devido ao fato de que até o
momento, este fungo ter sido relatado apenas atacando espécies da familia Cucurbitaceae
(REBELO 2003; REIS; FEITOSA, 2021; FARR; ROSMMAN, 2022). Na literatura algumas
cucurbitaceas sdo frequentemente apontadas como hospedeiras desse patdgeno sdo elas: meldo-
de-s&o-caetano, pepino, chuchu, meldo e melancia, com maior ocorréncias nas trés primeiras
(MAUBLANC; RANGEL, 1915; BLAZQUEZ, 1983; CARDOSO et al., 2001; REBELO,
2003; REBELO et al., 2005; HASEGAWA 2015; REIS; FEITOSA, 2021). Além dessas, ja
foram também relatadas como hospedeiras, abobora d’agua, bucha, e nabo-do-diabo (Bryonia
cretica L. subsp dioica Jacq. Tutin ) (REBELO et al., 2005). Estas ultimas, podem ser
enquadradas em hortalicas PANCs hospedeiras de L. momordicae, mas, vale frisar que foram
documentadas como tal, apenas por Rebelo et al. (2005), evidenciando que séo escassos 0S
registros de PANCs hospedeiras do patdgeno. Isso, muito provavelmente, se deve ao fato dessas
plantas serem raramente objeto de estudo. Além disso, deve-se levar em consideracdo que L.
momordicae tém sido um patdgeno pouco estudado ao longo dos anos, apesar da sua
importancia para culturas economicamente importantes, como pepino e chuchu. Diante disso,
se torna evidente a necessidade da realizacdo de pesquisas envolvendo esse patdgeno, pois,

acredita-se que muitas hospedeiras do fungo ainda ndo tenham sido relatadas.

2.4 Caracteristicas Morfoldgicas e Culturais do Patdégeno

Leandria momordicae produz micélio ramificado, muitas vezes granular, com hifas
hialinas e septadas. Os conidiéforos se formam nas extremidades das hifas, na maioria das vezes
de formacao solitaria, mas podem também serem conjugados, sdo eretos e hialinos, possuem de

3 a 6 septos, medem de 10 a 30 um de comprimento e de 5 a 12 um de didmetro. Os conidios
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sdo diferenciados a partir da septacdo transversal da célula superior do conidiéforo. Séo
esféricos, muriformes, medem de 27 a 50 um de didmetro, sdo constituidos por 7 a 18 células
esféricas, medindo de 5 a 12 um de diametro cada. Quando jovens sdo hialinos, e quando
maduros, marrons. Os conidios sdo frequentemente encontrados na superficie inferior das
folhas (MAUBLANC; RANGEL, 1915; BLAZQUEZ, 1983).

As caracteristicas culturais das colbnias do patdgeno sdo bastante variaveis, quanto ao
aspecto do micelio, coloracdo e velocidade de crescimento, essas caracteristicas sofrem
influéncia de fatores como luminosidade, aeracdo, temperarura e meio de cultura. Mas, é
comum observar variag6es entre isolados, mesmo quando sdo submetidos as mesmas condicdes
de cultivo. Quanto ao aspecto do micélio, podem ser verticalizados ou horizontalizados, podem
ter aspecto cotonoso ou ser ralo. A coloracdo da cultura pode ser bastante variavel, branca,
centro rosa-claro com bordos brancos, creme-amarelado, cinza-claro, bege. Pode ainda serem
observados aneis concéntricos com diferentes cores. A velocidade de crescimento pode ser
bastante variavel, de 1,36 a 2,31 mm/dia (REBELO, 2003).

2.5 Cultivo do Patdgeno

O isolamento e cultivo de L. momordicae em meio de cultura é bastante laborioso, pois
este fungo, geralmente, cresce muito lentamente e produz pouca quantidade de esporos. Talvez
essa seja a principal justificativa para o fato de ter sido um fungo pouco estudado ao longo dos
anos. Quanto as condicBes ideais de cultivo de L. momordicae, se desenvolve na presenca ou
auséncia de luminosidade, com temperatura entre 18 °C e 24 °C (acima disso, pode néo
esporular) Rebelo (2003). Esse autor avaliou o crescimento e esporulacéo de isolados de L.
momordicae cultivados em diferentes meios de cultura: ASA (200 g abobora, 20 g sacarose, 10
g agar), BSA200 (200 g de batata, 50 g de sacarose, 10 g de agar), BSA500 (500 g de batata,
20 g de sacarose, 10 g de agar), CSA (200 g chuchu, 20 g sacarose, 10 g agar), PSA (200 ¢
plantas de pepino, 20 g sacarose, 10 g agar) e V8 (200 ml de suco V8 Campbell Soup ®, 3,2 ¢
de Cac0O3, 16 g agar) - a excecdo do V8 que adiciona-se 0,800 L de &4gua destilada, os demais
sdo preparados com 1,0 L. Rebelo (2003) verificou maior crescimento micelial ao utilizar CSA
e ASA, e maior capacidade de esporulacdo, em V8 e BSA500, em ASA, CSA e PSA, ndo houve
esporulagao.

2.6 Condicdes Favoraveis ao Desenvolvimento do Patogeno
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A doenga ocorre em condi¢cbes ambientais de elevada umidade relativa do ar e
temperaturas amenas (entre 18 e 25°C) (CARDOSO et al., 2001; REIS; FEITOSA, 2021). A
disseminacéo dos propagulos ocorre principalmente através do vento. A presenca de plantas de
meldo, melancia, abobora, meldo-se-sdo-caetano e outras cucurbitaceas selvagens, embora
menos afetada pelo patdgeno, podem constituir potencial fonte de in6culo, podendo contribuir
para a ocorréncia ou agravamento da doenca em pepino e chuchu, por exemplo, que sdo 0s

principais hospedeiras cultivadas de L. momordicae (CARDOSO et al., 2001).

2.7 Manejo da Doenca

A doenca pode ser bastante severa, principalmente nas culturas do pepino e do chuchu.
Quando as condicGes sdo favoraveis ao patdgeno, as plantas podem ser destruidas em um curto
periodo, de uma a duas semanas. A escassez de conhecimento sobre os mecanismos de
sobrevivéncia do patdgeno em restos de cultura tem dificultado o manejo adequado da doenca
(LOPES; SINIGAGLIA; AZEVEDO FILHO, 1999; HASAGAWA, 2015; REIS, FEITOSA,
2021). O controle deve ser, sempre que possivel preventivo. Porém, quando a doenca ja se
encontra estabelecida na lavoura, deve-se adotar estratégias que promovam a reducdo do
indculo, de modo a diminuir a taxa de progresso da doenca (HASAGAWA, 2015; REIS;
FEITOSA, 2021). Medidas de controle cultural juntamente com o controle quimico, constituem
importantes ferramentas no manejo da mancha zonada. Embora tenham sido detectados acessos
de pepino com niveis elevados de tolerdncia (BLAZQUEZ, 1983; MORETTO et al. 1993;
LOPES; SINIGAGLIA; AZEVEDO FILHO, 1999) ou de resisténcia vertical (HASAGAWA
2015), ainda existe uma escassez de cultivares comerciais resistentes ao patégeno (REIS;
FEITOSA, 2021).

2.7.1 Medidas Culturais

A adocéo de algumas medidas culturais pode auxiliar no manejo da mancha zonada,
dentre as quais se destacam: destrui¢do de restos culturais; evitar o plantio préximo a outras
cucurbitaceas hospedeiras; eliminar plantas espontaneas de cucurbitaceas, sejam cultivadas ou
ndo, que possam abrigar o patdgeno e favorecer a multiplicacdo de inoculo; evitar a irrigacdo
por métodos que promovam o molhamento das folhas, de modo a ndo proporcionar a
manutencdo de um microclima favoravel ao patogeno; evitar a alta densidade de plantas,

visando o arejamento interno do cultivo. A rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras
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também tem sido um método preconizado de controle (CARDOSO, 2001; REIS; FEITOSA,
2021). Neste sentido, conhecer a gama de hospedeiras de L. momordicae ¢ indispensavel para
uma eficiente implementacao dessas praticas (FRY, 1982; REIS; FEITOSA, 2021).

2.7.2 Controle Quimico

No que diz respeito ao controle quimico na cultura do pepino, a utilizacao de fungicidas,
¢ datada desde a década de 1970, como nas pesquisas realizadas por Robbs e Viegas (1978)
visando o controle da doenca por meio da aplicacdo de fungicidas de contato (Clorotalonil,
Mancozeb e Maneb, e clpricos), sendo mais tarde observado o uso de sisttmicos como o
Tiofanato metilico como Unico principio ativo, ou em misturas com oxicloreto de cobre e Tiram,
como reportados em estudos de Silva et al. (1982). Em condic¢des epidémicas estes fungicidas
ndo sdo eficazes (KIMATI et al., 1997)

Atualmente, os fungicidas utilizados no controle da doenca sdo em sua maioria
sistémicos e com o desenvolvimento da classe das estrobirulinas, novas formulagdes se
tornaram disponiveis. Existem 15 fungicidas registrados para cultura do pepino. Entretanto,
apenas quatro principios ativos diferentes estdo registrados para o controle da mancha zonada
nesta cultura, dos quais, dois sao misturas entre principios ativos, pertencentes a duas classes
distintas de fungicidas (isoftalonitrila + benzimidazol), os demais pertencem a classe das
estrobilurinas, triazois, isoftalonitrila, e benzimidazdis. Na cultura do chuchu héa apenas um
produto com registro no Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento, para a abobora
ha dois, para a melancia e 0 meldo ha sete (AGROFIT, 2022). Alguns dos pontos negativos da
utilizacdo dos pesticidas no controle da doenca € que, em alguns casos os fungicidas podem nao
ser eficientes, quando as condi¢fes ambientais sdo altamente favoraveis ao desenvolvimento
do patdgeno, o que pode levar a aplicacdes em doses e frequéncia exageradas. Em plantios em
que sdo feitas colheitas diarias, como no caso de pepino para picles, aplicacdes frequentes ndo
sdo recomendadas, por nao ser respeitado o periodo de caréncia, implicando em maior risco a
satde humana (REBELO, 2003; REBELO; REBELO, 2010).

2.8 Variabilidade Genética em Isolados de Leandria momordicae

A variabilidade genética dos fungos é resultante da ocorréncia de mecanismos como:
mutacdo, recombinacdo meidtica ou reproducdo sexuada, recombinacdo parassexual, heranca

citoplasmatica, heteriocarose e transposons. De maneira geral, a mutacdo é mecanismo que
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mais gera variabilidade, pois é o que ocorre mais frequentemente (CASELA; GUIMARAES,
1996). Até o momento, L. momordicae ndo possui fase sexual conhecida, portanto, pode-se
inferir que a excecdo da recombinacdo meidtica, os demais mecanismos possivelmente podem
contribuir para a variabilidade do patégeno. E comum verificar anastomose de hifas em culturas
de L. momordicae, o que sugere a ocorréncia de parassexualidade na espécie (VIEGAS, 1946).
Rebelo (2003) avaliou a variabilidade genética em isolados de L. momordicae por meio da
constatacdo de polimorfismos em sequéncias de DNA utilizando a técnica de AFLP
(polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado), e concluiu que haviam perfis

moleculares diferentes entre os isolados de diferentes hospedeiras.

2.9 Caracterizagdo Molecular

Os avancos no campo da biologia molecular possibilitaram o desenvolvimento e/ou
primoramento das técnicas moleculares, que se tornaram importantes ferramentas para a
identificacdo de fungos. Essas técnicas apresentam vantagens como possibilitar resultados
rapidos, alta sensibilidade e reprodutibilidade, pois ndo sofrem influéncia de possiveis
alteracdes no fenotipo do individuo. Por meio de caracteres moleculares, o reconhecimento de
espécies leva em consideracdo a divergéncia molecular entre linhagens intimamente
relacionadas com base em dados de sequéncia de DNA, que podem ser analisados
estatisticamente para inferir relacbes filogenéticas. Dessa forma, sdo ferramentas de suma
importancia para investigacdes taxondmicas, seja para reconhecer e/ou classificar novas
espécies, ou mesmo para elucidar duvidas taxonémicas, fornecendo, portanto, uma abordagem
complementar as técnicas tradicionais baseadas nos caracteres morfol6gicos dos individuos
(DAS et al., 2014). Para L. momordicae, a realizacdo de um estudo filogenético contemplando
essa bordagem, envolvendo marcadores moleculares, possibilitaria elucidar duavidas
taxonémicas que a permeia por mais de um século, visto que até o0 momento, a taxonomia de
L. mormodicae foi embasada apenas em caracteristicas morfoldgicas e culturais, ndo havendo
sequéncias do genoma do patdgeno disponiveis em bancos de dados (GenBank).

Dentre as técnicas moleculares mais aplicadas na identificacdo e classificacdo
taxondmica de fungos, se destaca a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), que permite a
amplificagdo de fragmentos de DNA (&cido desoxirribonucleico). A técnica possibilita a
idenficacdo de organismos em diferentes niveis taxondmicos por meio da utilizagéo de primers
especificos. Além disso, os produtos da PCR, ao serem sequenciados fornecem subsidio a

andlises voltadas a compreenséo das relagbes evolutivas entre organismos, fundamentais na
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taxonomia moderna. Para realizacdo de andlises filogenéticas, recomenda-se a utilizagdo de
varios loci de genes e véarios individuos por espécie, para que se obtenha resultados sustentados
por um bom nivel de confianca (HELED; DRUMMOND, 2009).

As regibes nao codificantes do genoma sédo muito utilizadas em estudos filogenéticos,
devido a grande quantidade de polimorfismos que expressam entre os tdxons e que podem
consistir em bons marcadores para delimita-los (DUTRA, 2008). Neste sentido, se destaca a
regido ITS (espacador interno transcrito) do DNA ribossémico, indicada como barcode
universal para a identificacdo de espécie de fungos (SCHOCH et al., 2012). Embora, ITS nem
sempre seja suficiente para identificar todas as espécies dentro de um género, delimitar espécies
estreitamente relacionadas, bem como identificar espécies cripticas pertencentes a complexos
de espécies (KISS, 2012). A regido ITS, esta localizada entre os genes 18S e 28S, e flangueia
0 5.8S. E constituida por dois por fragmentos de DNA (ITS | e ITS II) que apresentam
importantes fontes de variacdo, que podem ser amplificados usando iniciadores universais
(WHITE et al., 1990; TRIGIANO et al., 2010; DAS et al., 2014).

Os genes 18S e 28S ja mencionados, que correspondem a subunidade pequena (SSU) e
a subunidade grande (LSU) (VILGALYS; HESTER, 1990; TRIGIANO et al., 2010), sdo
também bastante utilizados como marcadores filogenéticos. Embora 28S muitas vezes seja
capaz de identificar ao nivel de espécie, 18S se destaca mais, pelo nimero de sequéncias
depositadas publicamente, nas Gltimas décadas, e devido a muitos primers especificos terem
sido projetados para fungos.

Regibes codificadoras de proteinas como o fator de elongacéo da traducgdo 1 o (TEF -1
), é altamente conservada e informativa entre espécies relacionadas, sendo um gene de copia
unica (GEISER et al. 2004), podendo ser utilizada na identificacdo aos niveis intra e
interespecificos (O’DONNELL et al., 1998; CARBONE; KOHN, 1999). O gene nuclear
correspondente a segunda maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB2), é muito utilizado
em estudos filogenéticos envolvendo Ascomycota. Schoch et al. (2009) afirma ser este gene

mais informativo que os marcadores ribossdmicos.

2.10 Historico da classificacdo taxondmica de Leandria momordicae

Apesar da importancia da mancha zonada, a taxonomia de L. momordicae nunca foi
muito bem esclarecida. Leandria é apontado como um género duvidoso por Clements e Shear

(1954) e Carmichael et al. (1980), pois ndo havia certeza de onde L. momordica estava
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taxonomicamente posicionada. Somado a isso, 0 patdgeno, também nao se encontra listado na
publicacdo de Barnett e Hunter (1998).

O primeiro relato de Leandria momordicae ocorreu ha mais de um século, em 1913.
Eugénio Rangel a descreveu a partir de um isolado obtido de melao-de-sao-caetano, em Niterdi-
RJ, Brasil. Ao descrever o fungo, o autor acrescentou: "ajuntarei que este cogumello é parasita
virulento e agressivo”. A denominagdo do género foi uma homenagem ao botanico brasileiro
Frei Leandro do Sacramento, enquanto que a espécie faz mencao ao género da espécie botanica
na qual o patdgeno foi observado (MAUBLANC; RANGEL, 1915). Pouco tempo depois, em
1915 e em 1916, em Indiana e Ohio (Estados Unidos) respectivamente, Osner observou a
presenga de uma ‘nova’ doenca em pepineiros. O autor classificou a nova espécie fiingica como
sendo um hifomiceto, pertencente a familia Dematiaceae, e a nomeou como Stemphylium
cucurbitacearum (OSNER, 1918). Até hoje a fase perfeita do patdgeno é desconhecida. Apesar
dessa familia ter sido extinta, o termo ‘fungos demaciaceos’ continua sendo utilizado pelos
micologistas usualmente. Os fungos descritos nesses dois relatos, apresentavam caracteristicas
semelhantes, no entanto, Osner, ao que parece, ndo tinha conhecimento do relato de Rangel
quando publicou seu artigo (BLAZQUEZ, 1983).

Em 1931, Saccardo ao se referir a L. momordicae, mencionou que S. cucurbitacearum
Osner era 0 mesmo patdgeno descrito primeiramente por Rangel, prevalencendo portanto, a
nomenclatura do primeiro registro (SACCARDO, 1931). Mais tarde em 1947, W. H.
Burkholder examinou o espécime-tipo depositado por Osner no Herbario da Universidade de
Cornell, e verificou que estava contaminado com a bactéria Pseudomonas lachrymans
(CHUPP, 1947). Em 1973, Blazquez, relatou a doenca pela primeira vez na Florida (Estados
Unidos), em pepineiros. Na ocasido, o patdgeno foi identificado por M. B. Ellis, e um isolado
depositado no Commonwealth Mycological Institute (CMI), na Inglaterra, cuja codificacdo era
162659. Porém, ao pesquisar o codigo no HerbIMI verifica-se que ndo se atribui a L.
mormodicae. Blazquez comparou as descri¢des (sintomas e morfologia do patdgeno) feitas por
Rangel e Osner, com as caracteristicas por ele observadas, e concluiu que se assemelhavam
mais as descritas por Rangel, por fim, Blazquez conclui o seu trabalho, sugerindo que doenca
fosse chamada de ‘net spot’, em substitui¢do ao ‘Stemphylium leafspot” designado por Osner.

Até 0 momento, os estudos taxonémicos envolvendo L. mormodicae foram embasados
apenas em observacdes morfoldgicas e culturais. N&o ha registro de pesquisas dessa natureza
gue contem com o suporte de analises moleculares. Assim, hd que se considerar, que, as
caracteristicas morfoldgicas e culturais dos microorganismos estdo sujeitas a alteragdes em

funcdo do ambiente ao qual sdo expostos (PHOTITA et al., 2005). Diante disso, ao se objetivar
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elucidar a classificagéo taxondmica de L. momordicae, deve-se langar méo de uma abordagem
polifasica, que combina aspectos fenotipicos e genotipicos o que torna essa classificacéo,
robusta, com um bom nivel de confianca.

Diante do exposto, os objetivos dessa tese foram: (i) classificar taxonomicamente
Leandria mormodicae Rangel, por meio de analises de caracteres morfoldgicos e moleculares,
sustentadas por inferéncia filogenéticas; (ii) Depositar um neétipo de L. momordicae em uma
colecdo micoldgica; (iii) Depositar sequéncias de DNA do patogeno no GenBak; (iii) e avaliar
a reacdo de espécies de cucurbitaceas, convencionais e PANCs, a isolados de L. momordicae

de modo a acrescentar informacdes que auxiliem nas praticas de manejo da mancha zonada.
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Resumo

Leandria momordicae Rangel é o agente etiol6gico da mancha zonada, importante doenca das
cucurbitaceas, especialmente do pepino (Cucumis sativus) e do chuchu (Sechium edule).
Embora o patégeno tenha sido descrito pela primeira vez a mais de um século, seu
posicionamento taxonémico nunca foi bem esclarecido. Além disso, ndo ha um isolado tipo,
depositado em uma cole¢do micoldgica de referéncia. Neste sentido, o trabalho teve como
objetivos: (i) classificar taxonomicamente L. mormodicae, por meio de analises morfoldgicas e
filogenéticas; (ii) Depositar um neédtipo de L. momordicae em uma colecdo micoldgica; (iii)
Depositar sequéncias de DNA do patégeno no GenBank. As analises morfoldgicas foram
realizadas por meio de observacGes e medigcdes das estruturas morfoldgicas, e as analises
filogenéticas, com base nas sequéncias das regides gendmicas, ITS, LSU, e SSU. As
caracteristicas morfol6gicas foram bastante semelhantes as descritas por Rangel (primeiro
relato). N&o ha sequéncias de isolados de L. momordicae depositadas no Genbank. Por meio
da ferramenta Blast do NCBI, verificou-se que as sequéncias obtidas apresentaram maior nivel
de identidade com sequéncias de fungos pertencentes a ordem Pleosporales, as quais foram
incluidas nas andlises. Verificou-se que todas as sequéncias dos 31 isolados de L. momordicae

se agruparam em um clado distinto dos demais isolados incluidos nas analises filogenéticas.
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Portanto, L. momordice ndo foi admitida em nenhuma das familias de Pleosporales
representadas. Assim, sugere-se a criagdo de uma nova familia, Leandriaceae para abrigar L.
momordicae. Em adicdo, um ex-tipo e um neotipo (DOA2157 e COAD3403) foram
depositados no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (VIC).

Palavras-chaves: Cucubitaceas, Pleosoporales mancha zonada, taxonomia.

Abstract

Leandria momordicae Rangel is the etiological agent of Net Spot, an important Cucurbitaceae
disease, especially for cucumber (Cucumis sativus) and chayote (Sechion edule). Though the
pathogen was described for the first time more than a century ago, its taxonomic positioning
has not been clarified yet. Moreover, there is not a standard isolate, which is deposited in a
reference mycological collection. Thus, this work has as aims: (i) To clarify taxonomically
Leandria momordicae Rangel by morphological and phylogenetic analyses; (ii) To deposit a
neotype of L. momordicae in a mycological collection; (iii) To deposit sequences of DNA from
the pathogen in GenBank. The morphological analyses were made through observations and
measurements of morphological structures, and the phylogenetic analyses were made based on
the sequences of the genomic regions ITS, LSU and SSU. The morphological characteristics
were similar to those described by Rangel (first report). There are no sequences of L.
momordicae deposited in GenBank. By the use of the tool Blast, in NCBI, was verified that the
sequences obtained showed greater identity levels with fungal sequences of the order
Pleosporales, which were included in the analyses. It was seen that all sequences from the 31
isolates of L. momordicae grouped at a distinct clade from the other isolates included in the
phylogenetical analysis. Therefore, it is suggested the creation of a new family, Leandriaceae,
to include L. momordicae. In addition, an ex-type and a neotype (DOA2157 and COAD3403)

were deposited in the Federal University of Vigosa Herbarium (VIC).

Key-words: Cucurbits, Pleosporales, net spot, taxonomy
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Leandria momordicae Rangel é o agente etioldgico da mancha zonada, importante
doenca que acomete cucurbitaceas, especialmente o pepino e o chuchu. A doenca encontra-se
amplamente distribuida no territdrio brasileiro, ocorrendo em todas as regides. Nas lavouras de
pepino localizadas no Centro-oeste, Sudeste e Sul, a mancha zonada tem sido apontada como a
principal doenca da cultura. Prejuizos nos plantios de chuchu também tém sido relatados, sendo
que nesta cultura relatos indicam que a doenga tem apresentado maior importéncia no Norte e
Nordeste (Sarmiento et al., 1999; Cardoso et al., 2001; Reis e Feitosa, 2021).

Os sintomas da doenca consistem em manchas foliares angulares ou arredondadas,
esbranquicgadas e quebradigas, que podem coalescer, comprometendo toda extensdo do limbo
foliar (Cardoso et al., 2001; Hasagawa, 2015; Reis e Feitosa, 2021), resultando na diminuigéo
da capacidade fotossintética da planta. Em ataques severos aos pepineiros, as plantas podem
morrer em uma a duas semanas. No campo, o diagnostico da doenca pode ser dificil, pois outras
doencas que também acometem cucurbitaceas podem apresentar quadro sintomatol6gico
parecido com o da mancha zonada, tais como o mildio (Pseudoperonospora cubensis),
antracnose (Colletotrichum orbiculare) e mancha angular (Pseudomonas syringae pv.
lacrymans) (Lopes et al., 1999; Reis e Suaste-Dzul, 2021). Esse fato, provavelmente, levou a
relatos mais tardios da doenga, em algumas localidades, como em Séo Paulo, onde a doenca foi
relatada pela primeira vez por Tokeshi e Kurosawa em 1967, embora 0s mesmos sintomas
tenham sido constatados anos antes em areas com plantio de pepino, porém foram confundidos
com outras doencas (Tokeshi e Kurosawa, 1967).

Apesar da importancia da mancha zonada, a taxonomia de L. momordicae nunca foi
muito bem esclarecida. Leandria é apontado como um género duvidoso por Clements e Shear
(1954) e Carmichael et al. (1980), pois ndo havia certeza de onde L. momordica estava
taxonomicamente posicionada. Somado a isso, 0 patdgeno, também nao se encontra listado na
publicacdo de Barnett e Hunter (1998).

O primeiro relato do patdgeno ocorreu ha mais de um século, em 1913, quando, Eugénio
Rangel o descreveu a partir de um isolado obtido de meldo-de-sdo-caetano (Momordica
charantia L.), em Niter6i-RJ, Brasil. A denominacdo do género foi uma homenagem ao
boténico brasileiro Frei Leandro do Sacramento, enquanto que a espécie faz mencao ao género
da espécie botanica na qual o patdgeno observado (Maublanc e Rangel, 1915). Pouco tempo
depois, em 1915 e em 1916, em Indiana e Ohio (Estados Unidos) respectivamente, Osner
observou a presenca de uma ‘nova’ doenga em pepineiros. O autor classificou a nova espécie
fangica como sendo um hifomiceto, pertencente a familia Dematiaceae, e a nomeou de

Stemphylium cucurbitacearum (Osner, 1918). Ate hoje a fase sexual do patdgeno é
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desconhecida. Apesar dessa familia ter sido extinta, o termo ‘fungos demaciaceos’ continua
sendo utilizado pelos micologistas usualmente. Os fungos descritos nesses dois relatos,
apresentavam caracteristicas semelhantes, no entanto, Osner, ao que parece, ndo tinha
conhecimento do relato de Rangel quando publicou seu artigo (Blazquez, 1983).

Em 1931, Saccardo ao se referir a L. momordicae, menciona Stemphylium
cucurbitacearum Osner como sendo 0 mesmo patogeno descrito primeiramente por Rangel,
prevalencendo portanto, a nomenclatura do primeiro registro (Saccardo, 1931). Mais tarde em
1947, W. H. Burkholder examinou o espécime-tipo depositado por Osner no Herbéario da
Universidade de Cornell, e verificou que estava contaminado com a bactéria Pseudomonas
lachrymans (Chupp, 1947). Em 1973, Blazquez, relatou a doenca pela primeira vez na Florida
(Estados Unidos), em pepineiros. Na ocasido, o patdégeno foi identificado por M. B. Ellis, e um
espécime foi depositado no Commonwealth Mycological Institute (CMI), na Inglaterra, cuja
codificacdo era 162659, embora, ao pesquisar o codigo no HerbIMI, verifica-se que néo se
atribui a Leandria mormodicae. Blazquez comparou as descri¢des (sintomas e morfologia do
patdgeno) feitas por Rangel e Osner, com as caracteristicas por ele observadas, e concluiu que
se assemelhavam mais as descritas por Rangel, por fim, Blazquez conclui o seu trabalho,
sugerindo que doenga fosse chamada de ‘net spot’, em substitui¢do ao ‘Stemphylium leafspot’
designado por Osner.

Até 0 momento, os estudos taxonémicos envolvendo L. mormodicae foram embasados
apenas em observacdes morfoldgicas e culturais. Ndo ha registro de pesquisas dessa natureza
que contem com o suporte de analises moleculares. Assim, hd que se considerar, que, as
caracteristicas morfoldgicas e culturais dos microorganismos estdo sujeitas as alteracdes em
funcdo do ambiente ao qual sdo expostos (Photita et al., 2005). Neste sentido, as técnicas
moleculares possuem a vantagem de serem altamente sensiveis e ndo sofrerem influéncia de
alteracdes no fendtipo do individuo. Dentre essas técnicas, se destaca a PCR (Reagdo em Cadeia
da Polimerase), que permite a amplificacdo de fragmentos de DNA (&cido desoxirribonucleico).
Esta técnica possibilita a idenficacdo de organismos em diferentes niveis taxoné6micos por meio
da utilizagdo de primers especificos. Além disso, os produtos da PCR, ao serem sequenciados
fornecem subsidio & analises voltadas a compreensdo das relagdes evolutivas entre organismos,
fundamentais na taxonomia moderna. Dessa maneira, as tecnicas moleculares, possibilitam uma
abordagem complementar as técnicas tradicionais, permitindo a identificacdo e classificacdo
taxonémica dos fungos de maneira mais precisa (Das et al., 2014). Para L. momordicae, esse
tipo de abordagem possibilitaria elucidar as davidas taxondmicas que a permeia por mais de

um século.
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Dessa forma, o objetivo desse trabalho esclarecer o posicionamento taxondémico de L.

mormodicae, por meio de analises dos caracteres morfoldgicos e de anélises filogenéticas.

2. Material e Métodos

2.1 Obtencdo e armazenamento dos isolados

Folhas de espécies de cucurbitaceas (cultivadas ou silvestres) com sintomas de mancha
zonada foram coletadas em areas produtoras de cucurbitdceas no Centro-oeste, Nordeste,
Sudeste e Sul do Brasil (Figura 1).

Figura 1: Sintomas de mancha zonada. A: nigauri. B. meldo-de-sdo-caetano. C. Chuchu. D.

pepino.

As folhas foram conduzidas ao Laboratério de Fitopatologia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) — Centro de Pesquisa Embrapa Hortalicas (CNPH), em
Brasilia-DF, Brasil, onde foram examinadas em lupa estereoscépica. Ao serem constatados a
presenca de esporos com aspecto morfologico tipico de L. momordicae, realizou-se 0s
isolamentos, pelo método direto e monosporico, onde, os esporos visualizados foram retirados
diretamente das lesdes e individualmente transferidos para placas contendo meio agar-agua
(169 de &gar e 1000 ml de agua destilada). Apos 48h do isolamento, ao se observar a germinagédo
do esporo, este foi transferido para placa de Petri contendo meio V8 agar (200 ml de suco V8
Campbell Soup ®, 3,2 g de CaCO3, 16 g agar e 800 ml de agua destilada) (Tuite, 1969), para
estimular o desenvolvimento do patdgeno. As placas foram incubadas em camara germinadora
BOD (Biochemical Oxygen Demand), a 18°C, e fotoperiodo de 12/12 h (claro/escuro).

Com aproximadamente 20 dias de cultivo, os isolados foram preservados de duas
formas, em tubos contendo agua destilada esterilizada (ADE) e em tudos contendo glicerol a
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35%, mantidos em cadmara fria (10°C) e em ultrafreezer (-80°C), respectivamente. Na tabela 1

estdo contidos todos os isolados obtidos, com as respectivas infomagdes: codigo do isolado,

local de coleta, hospedeiro e ano de coleta.

Tabela 1. Informacdes dos isolados de Leandria, obtidos de plantas de cucurbitaceas em quatro

macrorregides geograficas do Brasil.

Isolado Local de coleta hospedeiro Ano de
coleta
EH2555 Vargem Bonita-DF nigauri (Momordica charantia L.) 2019
EH2606 Jaguaquara-BA pepino ( Cucumis sativus L.) 2019
EH2608 Jaguaquara-BA chuchu (Sechium edule Sw.) 2019
EH2609 Jaguaquara-BA chuchu (Sechium edule Sw.) 2019
EH2616 Jaguaquara-BA pepino (Cucumis sativus L.) 2019
EH2525 Vitéria de Santo Antdo-PE meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) 2019
EH2626 Vitéria de Santo Antdo-PE meldo-de-séo-caetano (Momordica charantia L.) 2019
EH2629 Camocim de Séo Félix-PE abobrinha (Cucurbita pepo L.) 2019
EH2669 Brazlandia-DF chuchu (Sechium edule Sw.) 2020
EH2670 Brazlandia-DF chuchu (Sechium edule Sw.) 2020
EH2672 Ceilandia-DF pepino (Cucumis sativus L.) 2020
EH2673 Brazlandia-DF chuchu (Sechium edule Sw.) 2020
EH2674 Brazlandia-DF meldo-de-séo-caetano (Momordica charantia L.) 2020
EH2675 Ceilandia-DF pepino (Cucumis sativus L.) 2020
EH2676 Ceilandia-DF pepino (Cucumis sativus L.) 2020
EH2677 Ceilandia-DF pepino (Cucumis sativus L.) 2020
EH2678 Brazlandia-DF meldo-de-séo-caetano (Momordica charantia L.) 2020
EH2714 Recanto das Emas-DF nigauri (Momordica charantia L.) 2021
EH2715 Recanto das Emas-DF nigauri (Momordica charantia L.) 2021
EH2716 Recanto das Emas-DF nigauri (Momordica charantia L.) 2021
EH2717 Gama-DF chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Scharad) 2021
EH2718 Gama-DF chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Scharad) 2021
EH2719 Gama-DF chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Scharad) 2021
EH2720 Gama-DF chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Scharad) 2021
EH2721 Gama-DF chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Scharad) 2021
EH2722 Gama-DF chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Scharad) 2021
EH2803 Santa Maria do Jetiba-ES chuchu (Sechium edule Sw.) 2021
EH2804 Santa Maria do Jetiba-ES chuchu (Sechium edule Sw.) 2021
EH2805 Tijucas-SC meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) 2021
EH2806 Tijucas-SC meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) 2021
EH2807 Tijucas-SC meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) 2021

2.2 Caracterizacdo morfologica

Foram realizadas analises morfologicas e morfométricas com base na observacao dos

conidios, conidioforos, células conidiogénicas e hifas do patdgeno. Nesse sentido, foram



178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211

43

preparadas culturas do fungo pela técnica de microcultivo, de modo a possibilitar a observacdo
detalhada de estruturas integras. O preparo das microculturas ocorreu da seguinte maneira: em
uma placa de Petri contendo meio V8 CaCO3 agar, foram recortados quatro pequenos
quadrados (menor que uma laminula), que foram dispostos em pontos equidistantes da placa, e
em cada um lados do quadrado foram depositados uma pequena quantidade de crescimento
fangico, e sobre o quadrado foi disposta uma laminula esterilizada, sob a qual cresceria o
patdgeno. Oito dias ap0s constante crescimento, as laminulas foram removidas cuidadosamente
das placas com auxilio de uma pinca, e colocadas sobre laminas de vidro contendo uma gota de
lactoglicerol. Apés a preparacdo da lamina, a cultura foi visualizada em microscopio dptico
com camara acoplada conectado a um computador, onde foi realizada a captura das imagens
utilizando o programa Imaging Processing Analising System Leica ® Qwin. Foram
fotografados pelo menos 30 exemplares de cada estrutura, que tiveram medidas mensuradas
utilizando o software Leica® LAS EZ. As caracteristicas obvervadas através das analises foram
comparadas as descri¢cbes documentadas na literatura para o patdgeno (Maublanc e Rangel,
1915).

2.3 Preparo e deposito do nebtipo

O isolado EH2678 foi cultivado em meio V8 &gar (mantido nas mesmas condi¢des
descritas no topico 2.1). Apo6s 20 dias de crescimento, culturas do isolado foram recortadas
junto com o meio de cultura, e coladas em moldes circulares confeccionados em papeléo, sendo
mantidas em caixas gerbox contendo silica-gel, para favorecer o processo de secagem das
culturas. Apos esse processo, foram enviadas ao Herbario da Universidade de Vicosa (VIC) de
onde receberam a codificacdo VIC4754. Junto com as culturas secas foram também eviadas
para depdsito, culturas do isolado preservadas em ADE e em Glicerol, DOA 2157 e COAD

3403, respectivamente.

2.4 Extracéo do DNA

Todos os isolados previamente preservados (Tabela 1), foram repicados em meio V8
agar, e incubados nas condi¢des mencionadas no tépico 2.1. Apds esse periodo, quando havia
micélio suficiente, realizou-se a extracdo do DNA dos isolados pelo método de Dellaporta
(1983) modificado por Boiteux (1999). Inicialmente, em cAmara de fluxo laminar, realizou-se
a raspagem do micélio com auxilio de bisturi, e o transferiu para microtubo de 2,0 mL, onde
foram colocadas duas esferas de carboneto de tungsténio de 3mm, em seguida, foram
adicionados 1 mL de tampéo de extracdo (50 mM EDTA pH 8,0; 100 mM Tris-HCI pH 8,0;
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400 mM de NaCl e 10 mM de B-Mercaptoetanol) e 0,14 mL de dodecil sulfato de sodio a 10%
(SDS). Posteriormente, os tubos foram colocados em um moinho de esferas TissueLyser II,
Qiagen® para triturar o micélio. As amostras foram submetidas a 3 ciclos de agitacdo de 3
minutos cada. Posteriormente, as amostras foram levadas ao ultrafreezer (-80°C) por 15
minutos, e depois para o banho-maria (65°C) por 15 minutos, em seguida, adicionou-se 0,25
mL de acetato de potassioa 5 mM, e foram agitadas em vortex por 20 segundos. Outra vez,
foram colocadas no ultrafreezer, por 8 minutos, e depois foram centrifugadas por 15 minutos a
9000 RPM. Em seguida, o sobrenadante (0,9 mL) foi transferido para um microtubo contendo
0,54 mL de isopropanol, e as amostras foram homogenizadas no vortex e postas no ultrafreezer
por 8 minutos. Posteriormente, as amostras foram submetidas a centrifugacédo por 10 minutos a
14000 RPM, apds esse processo, 0 sobrenadante foi descartado, e o pellet formado no fundo
do tubo foi lavado com etanol 70% (0,6 mL) por 3 vezes, em 3 ciclos de centifugacédo por 2
minutos a 14000 RPM. As amostras (pellet) foram colocadas para secar em camara de fluxo
por 4 horas, e posteriormente foram ressuspendidas em TE com RNAse (0,1 mL), sendo as
amostras postas em banho-maria por 1 h a 37°C, e em seguida armazenadas em freezer a -20°C.

A qualidade dos DNAs extraidos foi avaliada em gel de agarose (1%).

2.5 Amplificagéo e purificagdo do DNA

Por meio de reacdes de PCR foram amplificadas trés regides génicas de todos o0s
isolados, correspondentes ao espacador interno transcrito (ITS rDNA), a subunidade grande do
ribossomo (LSU rDNA) e a subunidade pequena do ribossomo (SSU rDNA). Para amplificacéo
de ITS foram utilizados os primers ITS5 (5>-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") e ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al. 1990), para LSU foram LROR (5°-
ACCCGCTGAACTTAAGC-3") e LR5 (5’-ATCCTGAGGGAAACTTC-3") (VILGALYS;
HESTER, 1990), e para SSU, NSI (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3") e NS4 (5’-
CTTCCGTCAATTCCTTTAAG -3’) (WHITE et al., 1990). Em cada reacéo de PCR continham
25 pL, composto por: 17,05 pL de adgua ultrapura (Milli-Q ®), 2,5 puL de tampéo 10x, 0,75 puL
de MgCI2 (50mM), 0,5puL de dNTP (10 mM ) 0,2puL de Taq polimerase (5U/uL)
(Invitrogen®), 1,0 puL de cada primer (10 pM) e 2 pL de DNA gendmico (20 ng). As
amplificagdes foram realizadas em um termiciclador Bio-Rad ® T100™, programado da
seguinte maneira: desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 50 segundos e extensdo a 72 °C
por 1,50 minutos, e extensao final de 72 °C por 10 minutos. Posteriormente, os produtos da

PCR foram corados com Gel Red ® e visualizados em gel de agarose (1%), apos eletroforese
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em tamp&o 0,5x TBE (Tris-Acido Bérico-EDTA), e registrado em fotodocumentador L-PIX-
TOUCH (Loccus ®). Os amplicons obtidos foram purificados utilizando o Kit PureLink

(Invitrogen ®), e posteriormente sequenciados pelo método de Sanger et al., (1977).

2.6 Alinhamento das sequéncias e analises filogenéticas

As leituras das sequéncias foram analisadas, e as sequéncias de consenso foram
montadas usando o pacote Staden (Staden et al., 1998). As sequéncias geradas para cada regiao
do gene foram submetidas a pesquisa no banco de dados de nucleotideos GenBank do NCBI
utilizando a ferramenta Blast com a finalidade de identificar sequéncias intimamente
relacionadas. Sequéncias representando ex-tipos e sequéncias relacionadas publicadas foram
recuperadas do GenBank. Os alinhamentos de sequéncias de um unico gene foram estimados
usando o programa online MAFFT v.7 (http:// mafft. cbrc. jp/align ment/ server/ large. html)
(KATOH e TOH 2013; KATOH et al., 2019), usando o G- Estratégia INS-i com parametros
padrdo para abertura e extensdo de lacunas e matriz de pontuacdo de 200PAM /[ k=2
nucleotideos. Regibes de alinhamento ndo confiaveis foram filtradas mascarando residuos com
pontuacbes abaixo do ponto de corte mais baixo usando GUIDANCE2
(http://guidance.tau.ac.il/) (SELA et al., 2015), e as pontuagdes de confianca de alinhamento
foram calculadas sob o0s seguintes pardmetros: MAFFT como algoritmo MSA; max-
iterate=1000; método de alinhamento par a par=par global; 100 réplicas de bootstrap. Sempre
gue necessario, a otimizacdo manual dos alinhamentos resultantes foi realizada usando MEGA
7 (KUMAR et al.,, 2016). Os genes foram concatenados e particionados em matrizes
multigénicas usando SequenceMatrix v.1.8 (VAIDYA et al., 2011). As relacdes filogenéticas
para alinhamentos de gene Uunico e concatenados foram inferidas usando Maxima
Verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (Bl). Alinhamentos de cada gene foram
combinados e particionados para formar uma supermatriz concatenada usando SequenceMatrix
1.8 (VAIDYA et al., 2011), onde as sequéncias ausentes foram codificadas como dados
ausentes.

As analises de ML foram realizadas usando IQ-TREE v. 2.1.2 (NGUYEN et al., 2015).
Os modelos de substituicdo de melhor ajuste foram selecionados pelo ModelFinder
(KALYAANAMOOORTHY et al., 2017; MINH et al., 2020) de acordo com o Bayesian
Information Criterion (BIC). A confiabilidade dos suportes de ramificacéo foi inferida usando
0 teste de razdo de verossimilhanca aproximada de Shimodaira-Hasegawa (SH-aLRT-Guindon
et al. 2010) e o suporte de bootstrap ultrarrapido (UFboot) (MINH et al., 2013; HOANG et al.,
2017) com 1000 replicas. Anélises adicionais de ML foram realizadas usando RAXML-HPC2
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v8.2.12 (STAMATAKIS, 2014) para suporte de inicializacdo rapida (RAXML-BS),
implementado no CIPRES Science Gateway (https://www.phylo.org/portal2/home.action) (
MiIILLER et al., 2010). As buscas em arvore de ML foram realizadas com 1000
pseudoreplicatas (-m GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x 12345) sob o modelo GTR-
GAMMA.

As andlises de Bl foram conduzidas no MrBayes 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012)
também implementados no CIPRES Science Gateway (MILLER et al., 2010). MrModeltest 2.3
(NYLANDER, 2004) que foi usado para determinar o modelo de substituicio de DNA
apropriado usando o Critério de Informac&o de Akaike (AIC). Quatro cadeias de Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) foram conduzidas por 5x107 geragGes, com amostragens a cada 1000
geracOes. A estacionaridade e convergéncia das cadeias MCMC Bayesianas foram verificadas
usando Tracer v 1.5 (RAMBAUT e DRUMMOND, 2010), e as probabilidades posteriores (PP)
foram calculadas ap6s descartar os primeiros 25% de geracdes como burn-in. Os clados foram
considerados bem suportados quando suporte ML bootstrap (> 70 para RAXxML-BS; UFboot >
95 e SH-aLRT > 80) e BI-PP > 0,95.

As arvores filogenéticas foram visualizadas no FigTree v1.4.3 (RAMBAUT, 2012) e
editadas no software Adobe Illustrator CS6 (Adobe Systems, EUA).

3. Resultados

3.1 Andlises filogenéticas

As sequéncias de consensus obtidas para cada gene (ITS, LSU e SSU) dos 31 isolados
de L. momordicae, mostraram alta similaridade com espécies pertencentes as familias da ordem
Pleosporales quando comparadas a pesquisa no banco de dados do GenBank por meio da
ferramenta Blastn. As sequéncias geradas neste estudo foram depositadas no GenBank. Na
Tabela 2 encontam-se as informacBes das sequéncias dos isolados incluidos nas anélises
filogenéticas, tanto os obtidos do GenBank como dos isolados de L. momordicae depositados
no banco de dados. A classificagdo filogenética dos novos tdxons foi realizada por meio da

analises dos genes individuais e do dataset concatenado.

Tabela 2. Sequéncias dos isolados utilizados nas analises filogeneticas obtidas e depositadas no
GenBank.

Taxon Strain/lIsolate number SSU LSU ITS

Aigialus grandis BCC 20000 GU479739 GU479775

Stagonospora perfecta CBS 135099 KF251761 KF251258




Alfoldia vorosii

Alternaria elegans
Alternariaster helianthi
Amniculicola aquatica
Amorocoelophoma cassiae
Amorosia littoralis
Anastomitrabeculia didymospora
Anastomitrabeculia didymospora
Anteaglonium gordoniae
Aquasubmersa japonica
Aquasubmersa mircensis
Astrosphaeriella fusispora
Astrosphaeriella stellata
Atrocalyx acutisporus
Bambusicola massarinia
Berkleasmium crunisia
Berkleasmium typhae

Bimuria novae-zelandiae
Brevicollum hyalosporum
Byssothecium circinans
Camarographium koreanum
Coniothyrium multiporum
Coniothyrium palmarum
Coniothyrium palmarum
Crassiparies quadrisporus
Crassiperidium octosporum
Crassiperidium octosporum
Crassoascoma potentillae
Cryptoclypeus ryukyuensis
Cryptocoryneum japonicum
Cryptocoryneum pseudorilstonei
Cucurbitaria berberidis
Cyclothyriella rubronotata
Cyclothyriella rubronotata
Decaisnella formosa
Delitschia chaetomioides
Delitschia winteri
Dendryphion fluminicola
Didymella exigua
Didymellocamarosporium tamaricis
Didymosphaeria rubi-ulmifolii
Dothidotthia negundinicola
Dothidotthia robiniae
Fenestella mackenziei
Fissuroma calami
Flammeascoma bambusae

Fuscostagonospora cytisi

CBS 145501T

CBS 109159T

CBS 327.69T
MFLUCC 16-1123T
MFLUCC 17-2283T
MFLU 20-0694 T
MFLU 20-0695
MFLUCC 17-2431T
HHUF 30469T
MFLUCC 11-0401T
MFLUCC 10-0555
MFLUCC10-0095
KT 2436T
MFLUCC 11-0389T
BCC 17023

BCC 12536

CBS 107.79
MFLUCC 17-0071T
CBS 675.92

CBS 117159T

CBS 353.65

CBS 400.71

CBS 758.73

HHUF 30409T
MAFF 246406
MAFF 242971T

CGMCC 3.20483 T
KT 3534T

HHUF 30482T

CBS 113641T

CBS 363.93

CBS 141486T

CPC 27604

BCC 25616

SMH 3253.2

AFTOL-ID 1599

MFLUCC 17-1689T

CBS 183.55T

MFLUCC 14-0241T

MFLUCC 14-0023

MFLUCC 16-1157

MFLUCC 16-1175T

MFLUCC 16-1451T

MFLUCC 13-0836T

MFLU 11-0143T

MFLUCC 16-0622T

MK589346
KC584527
KC584627
MK106108
NG_065775
AM292056
MW412977
MW413898
NG_065778
NG_062426
NG_061141
KT955443
INB46741
LC194299

JX442041

AY016338
MG602202

GU205235

EU754054
EU754055
LC100017
LC373092
NG_065689
OK161236
LC194305
NG_065118
LC194322
GQ387545
NG_061252

GQ925833

DQ678026
GU296147
KU848182
KJ436588
MK751760
MK751762
KY563077
NG_062430
KP753952

KY770977

MK589354
KC584271
KC584369
MK 106096
MK347956
AM292055
MW412978
MW413899
NG_066312
NG_057138
NG_042699
KT955462
IN846720
LC194341
IX442037
DQ280271
DQ280275
AY016356
MG602200
AY016357
JQO44451
MH870247
MH871954
EU040225
LC100025
LC373116
NG_066389
OK161257
LC194347
NG_059035
NG_059036
GQ387606
KX650507
MH107933
GQ25846
GU390656
DQ678077
MG208141
MH868977
KU848183
KJ436586
MK751815
MK751817
KY563074
MF588993
NG_059553
KY770978
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IN859336
KC584195
KC609335
MK347739
AM292047
MW413900
MW413897
NR_163338
NR_154739
IX276954
IN846709
LC194475
IX442033
DQ280265
DQ280264
MG813173
MG602204
OM337536
Q044432
MH858605

MH860184

NR_148185
LC373104
NR_161016
OK161240
L.C194481
NR_153938
NR_153941
JF740191
NR_147651

MH107886

NR_157490
MH857436

MK646049
MK751725
MK751727
KY563071

NR_132915




Fuscostagonospora sasae
Fusculina eucalypti

Fusculina eucalyptorum
Gordonomyces mucovaginatus
Halobyssothecium obiones
Halotthia posidoniae
Hermatomyces iriomotensis
Hermatomyces krabiensis
Hermatomyces trangensis
Heterosporicola chenopodii
Hongkongmyces pedis
Hypsostroma caimitalense
Hypsostroma saxicola

Latorua caligans

Lentithecium clioninum
Lepidosphaeria nicotiae
Leptosphaeria cichorium
Leptospora chromolaenae
Libertasomyces platani
Libertasomyces quercus
Ligninsphaeria jonesii
Ligninsphaeria jonesii
Lignosphaeria thailandica
Lindgomyces cigarospora
Lindgomyces ingoldianus
Leandria momordicae (EH-2555)
Leandria momordicae (EH-2606)
Leandria momordicae (EH-2608)
Leandria momordicae (EH-2609)
Leandria momordicae (EH-2616)
Leandria momordicae (EH-2625)
Leandria momordicae (EH-2626)
Leandria momordicae (EH-2629)
Leandria momordicae (EH-2669)
Leandria momordicae (EH-2670)
Leandria momordicae (EH-2672)
Leandria momordicae (EH-2673)
Leandria momordicae (EH-2674)
Leandria momordicae (EH-2675)
Leandria momordicae (EH-2676)
Leandria momordicae (EH-2677)
Leandria momordicae (EH-2678)
Leandria momordicae (EH-2714)
Leandria momordicae (EH-2615)
Leandria momordicae (EH-2716)
Leandria momordicae (EH-2717)

Leandria momordicae (EH-2718)

CBS 139687

CBS 120083T

CBS 145083T

CBS 127273T
MFLUCC 15-0381T
BBH 22481T
HHUF 30518
MFLUCC 16-0249
BCC80741T

CBS 448.68T
HKU35T
GKM1165
SMH5005

CBS 576.65
KT1149AT
AFTOL-ID 1576
MFLUCC 14-1063T
MFLUCC 17-1421T
CPC 29609 T

CBS 13497 T
GZCC 15-0080
MFLUCC 15-0641
MFLUCC 11-0376T
G619

ATCC 200398

AB797258

MH376745
GU479752
LC194325
KX525746
KY790602
EU754088

KF314117

AB797250

KT454728

MN994598

KX655805

NG_016531

AB807548
DQ923531
MK047499
NG_057941
MH376744
GU479786
LC194367
KX525742
KY790600
EU754187
NG_056287
GU385180
GU385181
KR873266
AB807540
DQ678067
KT454712
MN994552
KY173507
DQ377883
KU221038
NG_059642
KP888645
KX655804

AB521736
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DQ923531
NR_161140
MH864326
MH377060
LC194483
KX525750
KY790598
FJ427023

NR_149338

KR873232
LC014566
KT454720
MN994575
KY173416

KY929152

KP899139
KX655794

NR_119938




Leandria momordicae (EH-2719)
Leandria momordicae (EH-2720)
Leandria momordicae (EH-2721)
Leandria momordicae (EH-2722)
Leandria momordicae (EH-2803)
Leandria momordicae (EH-2804)
Leandria momordicae (EH-2805)
Leandria momordicae (EH-2806)
Leandria momordicae (EH-2807)
Longicorpus striataspora
Longiostiolum tectonae
Lophiostoma macrostomum
Lophiotrema eburnoides

Macrodiplodiopsis desmazieri

Magnicamarosporium iriomotense

Massaria gigantispora
Massaria inquinans

Massarina eburnea

Massarioramusculicola chiangraiensis

Mauritiana rhizophorae
Melanomma japonicum

Melanomma pulvis-pyrius

Misturatosphaeria aurantiacinotata

Multiseptospora thailandica
Murispora galii

Mytilinidion acicola
Mytilinidion californicum
Neoaquastroma bauhiniae
Neoastrosphaeriella krabiensis
Neobambusicola strelitziae
Neomassaria fabacearum
Neomassaria formosana
Neomassarina thailandica
Neophaeosphaeria agaves
Neophaeosphaeria filamentosa
Neoroussoella bambusae
Neosetophoma samarorum
Neotestudina rosatii
Nigrograna mackinnonii
Nigrograna obliqua
Occultibambusa bambusae
Occultibambusa jonesii
Ophiosphaerella aquaticus
Palmiascoma gregariascomum
Parabambusicola thysanolaenae
Paradictyoarthrinium aquatica

Paradictyoarthrinium diffractum

MFLUCC 18-0267T
MFLUCC 12-0562T
KT508

KT 1424-1

CBS 140062=CPC:24971T

HHUF 30125T
CBS125593T

WU 30527T

CBS 473.64
MFLUCC 17-2240 T
BCC 28866T
MAFF 239634

CBS 124080T

GKM 1238 T
MFLUCC 11-0183T
MFLUCC 13-0819T
EB 0349T

EB 0385T
MFLUCC 16-0398T
MFLUCC 11-0025T
CBS 138869T
MFLUCC 16-1875T
NTUCC 17-007
MFLUCC 17-1432
CPC 21264 T

CBS 102202
MFLUCC 11-0124T
CBS 138.96T

CBS 690.82

CBS 674.75

CBS 141475
MFLUCC 13-0855
GZCC 16-0117
MFLUCC 14-0033T
MFLUCC 11-0175T
KUMCC 18-0147T
MFLUCC 16-1116T

MFLUCC 13-0466

MK035973
KU712459
AB618691

LC001706

NG_060999
HQ599447
HQ599444
AF164367
MH040229
GU371832
NG_065122
GU456302

KP753955
KT709182
GU323185
GU323186
NG_070696
IN846739

NG_061245
MH714759
MT214420

GQ387516
GQ387517
DQ384069
NG_061081
KX650512
KY628324
KX767090
KP753958

NG_067681

KP753960

MK035988
KU764700
AB619010
LC001707
NG_058182

NG_059389

GU301840
MH040228
GU371824
NG_060360
GU456323
GU385173
NG_059554
KT709175
GU323209
GU323208
NG_067814
IN846729
NG_058125
KX524145
MH714756
MT214467
KF777227
GQ387577
KJ474839
GQ387578
DQ384107

GQ387613

KU863112
KY628322
KX767089
NG_059557
NG_066435
NG_064501
KP744498
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MKO035966
KU712447
LC001709
NR_132924
NR_153445
HQ599397
HQ599402
AF383959

MH040227

NR_154215

NR_148080
KT736081

NR_165217
JN846715

NR_137945

MT214373
KF777174
JF740259
KJ474827
KF251160
NR_132037
KX650558
KU940123
KX767088
NR_154316
NR_164044
NR_158861
KP744455




Paraphaeosphaeria michotii
Parastagonospora italica
Paucispora quadrispora
Phaeoseptum terricola
Phaeosphaeria oryzae
Phaeosphaeriopsis triseptata
Phoma herbarum

Pleomassaria siparia

Pleospora herbarum

Polyschema terricola

Preussia funiculata

Prosthemium betulinum
Prosthemium betulinum
Pseudoastrosphaeriella bambusae
Pseudoastrosphaeriella thailandensis
Pseudoberkleasmium chiangmaiense
Pseudoberkleasmium pandanicola
Pseudochaetosphaeronema larense
Pseudocoleodictyospora tectonae
Pseudocoleodictyospora thailandica
Pseudolophiostoma vitigenum
Pseudolophiotrema elymicola
Pseudomassariosphaeria grandispora
Pseudoneoconiothyrium rosae
Pseudotetraploa longissima
Pyrenochaetopsis tabarestanensis
Quadricrura bicornis

Quercicola guttulospora
Ramusculicola thailandica
Roussoella nitidula

Rubroshiraia bambusae
Salsuginea ramicola

Salsuginea ramicola

Shiraia bambusicola

Shiraia bambusicola

Sporormia fimetaria

Stemphylium clematidis
Striatiguttula nypae

Striatiguttula phoenicis
Subglobosporium tectonae
Sublophiostoma thailandica
Sublophiostoma thailandica
Sulcatispora berchemiae

Sulcosporium thailandica

Tetraplosphaeria sasicola
Thyridaria acaciae

Thyridaria broussonetiae

MFLUCC 13-0349T
MFLUCC 13-0377T
KT 843T

MFLUCC 10-0102T
CBS 110110T
MFLUCC 13-0271T
CBS 615.75

CBS 279.74T

CBS 191.86

CBS 301.65

CBS 659.74T
VM20040721

CBS 127468T
MFLUCC 11-0205T
MFLUCC 11-0144T
MFLUCC 17-1809T
KUMCC 17-0178T
CBS 640.73T
MFLUCC 12-0385T
MFLUCC 12-0565T
HHUF 26930T

KT 1450T

CBS 613.86
MFLUCC 15-0052T
HC 4933T

IBRC-M 30051T
yone 153T
MFLUCC 18-0481
MFLUCC 13-0284T
MFLUCC 11-0634
HKAS102255T

KT 2597.2T

KT 2597.1
GZAAS2.0708T = CGMCC 3.15200 =
MFLUCC 13-0408
GZAAS2.0709
UPS:Dissing Gr.81.194 T
MFLUCC 14-0937T
MFLUCC 18-0265T
MFLUCC 18-0266T
MFLUCC 12-0393T
MFLUCC 11-0185
MFLUCC 11-0207T
HHUF 29097T

MFLUCC 12-0004T
KT 563T

CBS 138873T

CBS 141481T

KJ939285
MG520985
AB618692

MH105780
GQ387530

KJ522484

NG_061066

GU238232
EF204519
GU296187
AB553644
KT955455
KT955457
MH260344
NG_061147
NG_061232
NG_062417
NG_060998
L.C194339
GU296172
MG829138
AB524471
KF803344
AB524472
MK347899T
KP899131
MK804704
GUA479768

GU479767

MT226696
MKO035977
MKO035980
NG_061233
KX534222
KX534218
NG_06484

KT426564
AB524490

NG_063067

KJ939282
KU058724
AB619011
MH105779
KF251689
KJ522479
EU754186
MH872501
DQ247804
EF204504
GU301864
AB553754
MH875932
KT955475
KT955478
MK 131260
MH260304
NG_057978
KU764709
KU764701
AB619015
LC194381
GU301842
MG829032
AB524612
KF803343
AB524613
MK348010
KP888647
KJ474842
MK804658
GU479801
GU479800
KC460982
KC460983
GQ203729
MT214583
MK035992
MKO035995
KU764703
KX534216
KX534212
NG_059390

KT426563
AB524631

NG_058127
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KJ939279
KU058714
LC001734
MH105778
KF251186
KJ522475
KF251212
MH860853
KC584239
MH858576
AB554085
MH864496
NR_154244
MK131259
MH275071
NR_132038
NR_154338
NR_154337
NR_154374
LC194505
MG828922
AB524796
KF730241
AB524797
MK347791
KP899141
KJ474834

MKB804678

GQ845414
GQ845413

GQ203769

MT310628

MK035969
MK035972
NR_154426
MW136275
MW136257
NR_153444

MG520958
AB524807

KP004469

NR_147658
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313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
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Thyrostroma celtidis

Torula aquatica

Torula pluriseptata
Trematosphaeria grisea
Trematosphaeria pertusa
Uzbekistanica rosae-hissaricae
Verruculina enalia
Westerdykella ornata
Wicklowia aquatica

Wicklowia submersa

MFLUCC 16-1186T
MFLUCC 16-1115T
MFLUCC 14-0437
CBS 332.50

CBS 122368T
MFLUCC 17-0819
BCC 18402

CBS 379.55T

CBS 125634T

MFLUCC 18-0373T

MK751767

KY197862
NG_062930
FJ201991
NG_061297
GU4T9TTL
GU296208
NG_061099
MK637643

MK751822
MG208146
KY197855
NG_057979
NG_057809
MG829087
GU479803
GU301880
MH875044
MK637644
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MK751732
MG208167
MN061338
NR_132039
NR_132040
MG828975

NR_103587

NG_073668

O conjunto de dados concatenado compreendeu 197 taxons e 9373 caracteres alinhados.

Os limites dos genes para alinhamentos concatenados foram os seguintes: regido ITS: 1-3821,
LSU: 3822-6025 e SSU: 6026-9373. Mytilinidion californicum e Mytilinidion acicola,

pertencentes a Mytilinidiale, foram usados como foram usados como outgroup. As arvores de

ML e IB apresentaram topologias concordantes. Portanto, a arvore resultante da analise de ML-

IQTREE foi selecionada para mostrar a colocacgdo filogenética da familia recém-introduzida e

as familias relacionadas na ordem Pleosporales. Os nossos isolados foram agrupados e

recuperado como um clado monofilético com maximo de suporte (RAXML-BS / SH -

aLRT/UFboot = 100%; BI-PP = 1) na analise multi gene (Figura 2), bem como nas arvores dos

genes individuais com suporte significativo (Figuras 3, 4 e 5). A filogenia também revelou que

este clado esta proximo de Shiraiaceae e Phaeosphaeriaceae, podendo ser reconhecido como

uma nova familia, Leandriaceae, para abrigar Leandria momordica.
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327
328
329
330
331
332
333
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Host:

® Momordica charantia

® Cucumis sativus
Cucurbita pepo

@ Cyclanthera pedata

® Sechium edule

Geographic regions:

®* Banhia

@ Distrito Federal
& Espirito Santo
** Pernambuco
@ Santa catarina

EH2555 Leandria momordicae * @@

EH2715 Leandria momordicae *
EH2717 Leandria momordicae *
EH2720 Leandria momordicae *
EH2873 Leandria momordicae *
EH2719 Leandria momordicae *
EH2721 Leandria momordicae *
V98100 L2714 Leandria momordicas *

EH2716 Leandria momordicae *

EH2722 Leandria momordicae *
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1489 219911 o .
N CBS 363 93 Cucurbitaria berberidis

IBRC-M 30051 Pyrenochaetopsis tabarestanensis
MFLUCC 161451 Fenestella mackenziei

N
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"\ ||99r96.4/100/.99
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100/99.9/100/1

CBS 110110 Phaeosphaeria oryzae

EH2676 Leandria momordicae *
EH2629 Leandria momordicae *
EH2718 Leandria momordicae *
EH2608 Leandria momordicae *
EH2625 Leandria momordicae *
EH2670 Leandria momordicae *
EH2674 Leandria momordicae *
EH2805 Leandria momordicae *
EH2807 Leandria momordicae *
EH2804 Leandria momordicae *
EH2675 Leandria momordicae *
EH2803 Leandria momordicae *
EH2806 Leandria momordicae *
EH2626 Leandria momordicae *
EH2606 Leandria momordicae *
EH2616 Leandria momordicae *
EH2609 Leandria momordicae *
EH2678 Leandria momordicae * @&
EH2677 Leandria momordicae *
EH2672 Leandria momordicae = @&
EH2669 Leandria momordicae *

GZAAS20708 Shiraia bambusicola
GZAAS2 0709 Shiraia bambusicola

HKAS102255 Rubroshiraia bambusae
MFLUCC 13 0377 Parastagonospora italica
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CBS 138 96 Neosetophoma samarorum

MFLUCC 14-0033 Ophiosphaereila aquaticus

MFLUCC 13-0271 Ph

MFLUCC 14 0937 Stemphylium clematidis
CBS 192 86 Stemphylium vesicarium
CBS 19186 Pleospora herbarum

TopSis tr

CBS 109159 Alternaria elegans

100/95.8/100/1 CBS 916 96 Alternaria alternata

CPC 29609 Libertasomyces platani
CBS 134 97 Libertasomyces quercus

MFLUCC 14 1063 Leptosphaeria cichorium
CBS 505 75 Leptosphaeria doliolum

MFLUCC 17 2071 Alloley
CBS 400 71 Coniothyrium palmarum
CBS 758 73 Coniothyrium palmarum

¥
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Leandriaceae fam. nov.

Shiraiaceae

Phaeosphaeriaceae

Pleosporaceae

Libertasomycetaceae
Leptosphaeriaceae
Coniothyriaceae

Cucurbitariaceae

Figura 2. Arvore de maxima verossimilhanca (IQ-TREE-ML) inferida a partir de um
alinhamento concatenado do alinhamento das sequéncias SSU, LSU e ITS de membros de
Pleosporales. Os nimeros nas ramifica¢fes indicam valores de suporte (RAXML-BS (> 70) /
SH-aLRT (> 80)/ UFboot (> 95) / BI-PP (>,95) com ramificagdes espessas indicando suporte
total (RAXML-BS /SH -aLRT/UFboot = 100%; BI-PP =1). "-" indica suporte néo significativo
ou auséncia do nd. Os ex-tipos sdo enfatizados em negrito. "*" indica novos taxons e hosts e
origens geograficas sdo fornecidos. A arvore esta enraizada em Mytilinidion acicula EB 0349
e Mytilinidion californi EB 0385. A barra de escala indica o nimero estimado de substitui¢cbes

por sitio.
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Neophaeosphaeriaceae

Didymellaceae

Dothidotthiaceae

Sulcatisporaceae

Bambusicolaceae

Latoruaceae
Parabambusicolaceae
Trematosphaeriaceae

Lentitheciaceae

Macrodiplodiopsidaceae

Massarinaceae

Fuscostagonosporaceae

Didymosphaeriaceae

Longiostiolaceae

Anastomitrabeculiaceae

Neohendersoniaceae

Cyclothyriellaceae
Pleomassariaceae

Melanommataceae

335
a
CPC 21264 N b D ia
100/99.8/100/1 —L . -
CBS 102202 Neophaeosphaeria filamentosa
100/93.8/100/1 ™~ { CBS 183 55 Didymella exigua
.= CBS 615 75 Phoma herbarum
100/99.3110011 __ L — MFLUCC 14 0241 Didymellocamarosporium tamaricis
= ___| MFLUCC 16 1157 Dothidotthia negundinicola
ﬁ MFLUCC 16 1175 Dothidotthia robiniae
100/99.9/100/1 MFLUCC 16 1186 Thyrostroma celtidis
.f./’m[)ﬁ.l: CBS 138869 Neobambusicola strelitziae
HHUF 29097 Sulcatispora berchemiae
97/99.7/10011
~—|_189.3/-/.99 HHUF 30125 Magni porium iri
RS MFLUCC 11 0389 Bambusicola massarinia
_191/92/.99 MFLUCC 11 0175 Palmi: gregari 1
71071901 —— CBS 576 65 Latorua caligans
e CBS 301 65 Polyschema terricola
-/02.1/99/1] . S
-1-199/- MFLUCC 11 0183 Multiseptospora thailandica
-/91.3/-1.98 ™~ ;
KUMCC 18 0147 F la thy I:
T
. MFLUCC 16 0398 N q troma bauhini.
-1-188- P
97/99/100/1 CBS 332 50 Trematosphaeria grisea
187.11-1.99 NomameaE —— CBS 122368 Trematosphaeria pertusa
MFLUCC 15 0381 Halobyssotheci bi
Taiser KT1149A Lentithecium clioninum
97/99.5/10011 ‘ CGMCC 3 20483 Crassoascoma potentillae
= — CBS 140062 Macrodiplodiopsis desmazieri
99/99.8/100/1 \\{ CBS 640 73 Pseudochaetosph. larense
CBS 117159 Camarographium kor
97/93.2/100/1
-/100/100/.99 CBS 473 64 Massarina eburnea
100/86.5/98/1 CBS 135099 Stagonospora perfecta
100/99.3/100/1 : CBS 675 92 Byssothecium circinans
— MFLUCC 16 0622 Fuscostagonospora cyfisi
CBS 139687 Fuscostagonospora sasae
100/98.8/100/1
~J MFLUCC 14 0023 Didymosphaeria rubi-ulmifolii
— MFLUCC 130349 Paraphaeosphaeria michotii
-190.2/98/.99
CBS 107 79 Bimuria novae-zelandiae
_1-1-1.99 || *|100/98.5/100/1 MAFF 242971 Crassiperidium octosporum
- MAFF 246406 Crassiperidium octosporum
MFLUCC 12 0562 Longiostiolum tectonae
90/98.8/100/1
-/88.5/-/.98 — MFLU 20 0694 Anastomitr ia didy p:
M ~ MFLU 20 0695 Anastomitrabeculia didymospora
MFLUCC 17 0071 Brevicollum hyalosporum
HHUF 30409 Crassiparies quadrisporus
CBS 141486 Cyclothyrieila rubronotata
—
CPC 27604 Cyclothyriella rubronotata
_180.8/1007.06] ‘CBS 127468 Prosthemium betulinum
VM20040721 Prosthemium betulinum
CBS 279 74 Pleomassaria siparia
MAFF 239634 Melanomma japonicum
100/95.3110011 CBS 124080 Melanomma pulvis-pyrius
100/99.8/100/1 \_r1oox—nooff| MFLUCC 11 0376 Lignosphaeria
100/99.9100M1 T MFLUCC 10 0102 Phaeoseptum terricola
901100110071 | ™ BCC 25616 Decaisnella formosa
uom.smi BBH 22481T Halotthia posidoniae
. BCC 28866 Mauritiana rhizophorae
336 MFLUCC 12 0004 Sulcosporium thailandica
337  Figura 2. (Continuagéo)
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Phaeoseptaceae

Halotthiaceae
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LDD/EB.GMOOHL MFLUCC 13 0284 R licoia thailandi
-83.8/871.67 GKM 1238 Mistur haeria
o 71991 -
-/193.2/98/.98 — UPS Dissing Gr 811 94 Sporormia fimetaria
T — CBS 659 74 Preussia funiculata
~ N CBS 379 55 Westerdykella ornata
N MFLUCC 11 0185 Sublophiostoma thailandica
MFLUCC 11 0207 Sublophiost thailandica
93/97.8100/1 | HHUF 26930 P: lophiostoma vitig
KT508 Lophiostoma macrostomum
KT843 Paucispora quadrispora
i r CBS 145501 Alfoldia vorosii
—— MFLUCC 17 2283 Amorocoelophoma cassiae
90/92/99/1 Amerosia littoralis
[ MFLUCC 16 1116 Paradictyoarthrinium aquatica
MFLUCC 13 0466 Paradictyoarthrinium diffractum
93/-100/- MFLUCC 15 0052 Pseudoneoconiothyrium rosae
97/94.71.96 | | 100/98.1/100/1 MFLUCC 11 0634 Roussoella nitidula
MFLUCC 11 0124 Neoroussoella bambusae

97/93.8/100/1 B
~

85/95.4/98/1

-187.2/--

99/55

-197 11~

CBS 138873 Thyridaria acaciae
TB1 Thyridaria broussonetiae
MFLUCC 16 1115 Torula aquatica
MFLUCC 14 0437 Torula pluriseptata
MFLUCC 17 1689 Dendryphion fluminicola
MFLUCC 12 0385 Pseudocoleodictyospora tectonae
MFLUCC 12 0565 Pseudocoleodictyospora thail

100/99.9/100/1

~,
100/99.6/100/1
100/84.2/100/1|

MFLUCC 12 0393 Subglobosporium tectonae
100/97/100/1
L CBS 674 75 Nigrograna mackinnonii
CBS 141475 Nigrograna obliqua
/ — MFLUCC 13 0855 Occuitibambusa bambusae
-/95/95/1 L GZCC 16 0117 Occultibambusa jonesii
100/99.2/100/1 MFLUCC 10 0095 Astrosphaeriella stellata
95/100/100M MFLUCC 10 0555 Astrosphaeriella fusispora
MFLUCC 18 0481 Quercicola guttulospora
MFLUCC 11 0025 N trosphaeriella ki
L BCC 20000 Aigialus grandis
LW IR MFLUCC 13 0836 Fissuroma calami

97/100/100/1 [ BCC 17023 Berkleasmium crunisia
BCC 12536 Berkleasmium typhae
MFLUCC 13 0819 Murispora galii
CBS 613 86 Pseudomassariosphaeria grandispora

MFLUCC 16 1123 Amniculicola aquatica

| KT 2597 1 Salsuginea ramicola
|

981195 go/87.8/100/1

100/80.7/100/1
98/99.1/100/1

80/97.3/97/-

KT 2597 2 Salsuginea ramicola

G619 Lindgomyces cigarospora

ATCC 200398 Lindgomyces ingoldianus
HKU35 Hongkongmyces pedis

MFLUCC 18 0373 Wicklowiasubmersa

CBS 125634 Wicklowia aquatica

100/98/100/1

/92 B8/98/- KT 2436 Atrocalyx acutisporus
KT 14241 Lophiotrema eburnoides

73/96. aiSZﬂ KT 3534 Cryptociypeus ryukyuensis

93953190 | - HHUF 30482 Cryptocoryneum japonicum

"91'2’95’i— L CBS 113641 Cryptocory foril

v

Figura 2. (Continuagéo)
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100/99.1/100/1

99/99.2/100/1

97.6/-/

76/99.9/100/-

93.9/-/

-/96.81-/-_

-182.7/99/-

10

94/91.7/99/1
3\

—

0.08

341
342

~/81.9/-1-
81.9/ .

Ly
[ HHUF 30469 Aquasubmersa japonica
ey MFLUCC 11 0401 Aquasubmersa mircensis

HHUF 30518 Hermatomyces iriomotensis
MFLUCC 16 0249 Hermatomyces krabiensis

~| ™~
BCC 80741 Hermatomyces trangensis
MFLUCC 17 1809 Pseudoberkieasmium chiangmaiense
| KUMCC 170178 Pseudoberk! ium g fanicol;

KT 1450 Pseudolophiotrema elymicola

100/99.6/100/1 GKM1165 Hypsostroma caimitalense

SMH5005 Hypsostroma saxicola

yone 153 Quadricrura bicornis

-19TI-
\: fiﬁ: HC 4933 Pseudotetraploa longissima

KT 563 Tetraplosphaeria sasicola
MFLUCC 17 2431 Anteaglonium gordoniae
MFLU 11 0143 FI. bamb
MFLUCC 18 0265 Striatiguttula nypae
MFLUCC 18 0266 Striatiguttula phoenicis
MFLUCC 18 0267 Longicorpus striataspora

MFLUCC 15 0641 Ligninsphaeria jonesif

GZCC 15 0080 Ligninsphaeria jonesii
[ CBS 69082 Neotestudina rosatii

BCC 18402 Verruculina enalia

AFTOL ID 1576 Lepidosphaeria nicotiae
MFLUCC 11 0144 Pseudoastrosphaeriella thailandensis
MFLUCC 11 0205 Pseudoastrosphaeriella bambusae
CBS 125593 Massaria gigantispora

100/99.6/100/1

-/98.6/98/-

86/90/98/-

WU 30527 Massaria inquinans
SMH 3253 2 Delitschia chaetomioides
AFTOL ID 1599 Delitschia winteri

CBS 120083 Fusculina eucalypti

0/98.5/100/1

,i CBS 145083 Fusculina eucalyptorum

CBS 127273 Gordonomyces mucovaginatus

EFLUCC 16 1875 Neomassaria fabacearum

NTUCC 17 007 Neomassaria formosana
EB 0349 Mytilinidion acicola
EB 0385 Mytilinidion californicum

Figura 2. (Continuagéo)
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Host:

® Momordica charantia

@ Cucumis sativus
Cucurbita pepo

® Cyclanthera pedata

® Sechium edule

Geographic regions:

* Banhia

@ Distrito Federal
® Espirito Santo
"= Pernambuco
@ Santa catarina

EH2676 Leandria momordicae * @&

#9370/ EH2626 Leandria momordicae * @

EH2629 Leandria momordicae * e
EH2670 Leandria momordicae * @&
EH2714 Leandria momordicae * @@
EH2677 Leandria momordicae * @@
EH2616 Leandria momordicae * @&
EH2716 Leandria momordicae * @ @
EH2673 Leandria momordicae * @ @&
EH2672 [eandria momordicae * @@
EH2625 Leandria momordicae * @ r:
EH2606 Leandria momordicae * @ =+
EH2717 Leandria momordicae * @@
EH2609 Leandria momordicae *
EH2669 Leandria momordicae * @ @
EH2721 Leandria momordicae * @@
EH2718 Leandria momordicae * @&
EH2719 Leandria momordicae * @&
EH2803 Leandria momordicae * @&
EH2715 Leandria momordicae * @@
EH2674 Leandria momordicae * @@
EH2678 Leandria momordicae * ® @
EH2807 Leandria momordicae * ® @
EH2805 Leandria momordicae * ® @
EH2806 Leandiia momordicae * @ &

1001985110011 EH2555 Leandria momordicae * (1 ]

EH2804 Leandria momordicae * @ &
EH2720 Leandria momordicae * @&
EH2608 Leandria momordicae * @ &
EH2722 Leandria momordicae * @&

56

.98 | EH2675 Leandria momordicae* @
+— MFLUCC 14-0033 Ophiosphaerella aquaticus
! CBS 138 96 Neosetophoma samarorum
W GZAAS20708 Shiraia bambusicola

GZAAS2 0709 Shiraia bambusicola
HKAS102255 Rubroshiraia bambusae

MFLUCC 13 0377 Parastagonospora italica
MFLUCC 13-0271 Phaeosphaeriopsis triseptata
CBS 110110 Phaeosphaeria oryzae
CBS 134 97 Libertasomyces quercus

100/95.3/100M1
95/88.3/96/.96

-/98.5/99/1
92/98.2/100/1

-1-193/-
-/98.4/100/1

185/ ‘ CPC 29609 Libertasomyces platani
-1-190/- [ CBS 363 93 Cucurbitaria berberidis

784 TI9BML | IBRC-M 30051 Pyrenochaetopsis tabarestanensis
100/99.2/1001|| | MFLUCC 161451 Fenestella mackenziei
CBS 400 71 Coniothyrium palmarum
CBS 758 73 Coniothyrium palmarum
“HOTHI — MFLUCC 14 1063 Leptosphaeria cichorium
99/-/-/100 CBS 505 75 Leptosphaeria doliolum
100/91.7/100/.99 {PC 21264 Neophaeosy ia ag

99/99.6/100/-

CBS 102202 Neophaeosphaeria filamentosa

MFLUCC 14 0937 Stemphylium clematidis
100192 7110014 CBS 192 86 Stemphylium vesicarium

' . CBS 19186 Pleospora herbarum
CBS 109159 Alternaria elegans
CBS 916 96 Alternaria alternata
-~ MFLUCC 17 2071 Alloleptosphaeria clematidis
CBS 183 55 Didymella exigua

~... CBS 61575 Phoma herbarum

99/97.2/100/1 MFLUCC 14 0241 Didymellocamarosporium tamaricis

[aeiyvn By L. MFLUCC 16 1175 Dothidotthia robiniae

J86.81100/.88 MFLUCC 16 1157 Dothidotthia negundinicola

MFLUCC 16 1186 Thyrostroma celtidis
-/87.7/991.97 CBS 473 64 Massarina eburnea
95/86.7/100/.97 L CBS 135099 Stagonospora perfecta
1490/ — CBS 675 92 Byssothecium circinans

I MFLUCC 16 0622 Fuscostagonospora cytisi
- CBS 139687 Fuscostagonospora sasae
CBS 332 50 Trematosphaeria grisea
CBS 122368 Trematosphaeria pertusa

-191.4/-1.99|
100/99.9/100/1

97/99.5/100/1)
99/99.7/100/.99

-184.8/98/.97 | ™

-185.7/-1.99

~

Figura 3. LSU — Arvore de méaxima verossimilhanca (IQ-TREE-ML) inferida a partir do
alinhamento LSU dos membros dos Pleosporales. Numeros nas ramifica¢@es indicam valores
de suporte (RAXML-BS (> 70) / SH-aLRT (> 80)/ UFboot (> 95) / BI-PP (>,95) com
ramificacOes espessas indicando suporte total (RAXML-BS / SH -aLRT/ UFboot = 100%; BI-

PP = 1). "-" indica suporte ndo significativo ou auséncia do nd. Os ex-tiposti sdo enfatizados
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em negrito. "*" indica novos taxons e Hosts e origens geograficas sao fornecidos A arvore esta

349
350 enraizada em Mytilinidion acicula EB 0349 e Mytilinidion californi EB 0385. A barra de escala
351 indica o nimero estimado de substitui¢des por sitio.
11991 1
93/96.1/100/1 _ HHUF 29097 Sulcatispora berchemiae
01608 T —CBS 138869 Neobambusicola strelitzi
|| "HHUF 30125 Magnicamarosporium iriomotense
-/90.17100/.98 ——""1 | ~ MFLUCC 11 0175 Palmi gregari
87/89.7/100/89 | MFLUCC 11 0389 Bambusicola massarinia
83/96/991 _’— KUMCC 18 0147 Parabamt ola thy I
97/95.71M001 | || MFLUCC 16 0398 Neoaq ma bauhi
™ L MFLUCC 11 0183 Multiseptospora thailandica
93/89.3M00/1._| [T~~~ MFLUCC 14 0023 Didymosphaeria rubi-ulmifoli
86/85.8/07/1 | The i MFLUCC 130349 Paraph ;phaeria michotii
-/84.6/97/.99 CBS 107 79 Bimuna novae-zelandiae
/805~ | KT1149A Lentithecium clioninum
100/99.9/100/1 N MFLUCC 15 0381 Halobyssothecium obiones
82/92.1 LT | = CGMCC 3 20483 Crassoascoma potentillae
- \\r CBS 576 65 Latorua caligans )
CBS 301 65 Polyschema terricola
87/93.2/89/1 — CBS 640 73 Pseudoch phaeronema larense
Pl L cBS 117159 Camarographium koreanum
CBS 140062 Macrodipladiopsis de ieri
-/89.1/-1.99| E MFLU 20 0694 A itrab lia didy pora
97/96.8/100/1 MFLU 20 0695 Anastomitrabeculia didymospora
i T—L_r MFLUCC 17 0071 Brevicollum hyalosporum
98/97.2/100/1 L HHUF 30409 Crassiparies quadrisporus
-/85/-1.98 MAFF 246406 Crassiperidium octosporum
‘EMAFF 242971 Crassiperidium octosporum
91/96.8/10011 MFLUCC 12 0562 Longiostiolum tectonae
P CPC 27604 Cyclothyriella rubronotata
™ MFLUCC 16 1115 Torula aquatica
-161.2/100/.98, \\\[E MFLUCC 14 0437 Torula pluriseptata
191811 “ MFLUCC 17 1689 Dendryphion fluminicola
7AIBA3MO0ISE Ll - MFLUCC 12 0565 Pseudocoleodictyospora thailandica
97/81/93.3/99/1 MFLUCC 12 0385 Pseudocoleodictyospora tectonae
95/92/10011 ~{97/89 311007 9#\!IFLUC(: 12 0393 Subglobosporium tectonae
98/81.8/-/- d \~ MFLUCC 15 0052 Pseudoneoconiothyrium rosae
98/93.5/100/1 s MFLUCC 11 0634 Roussoella nitidula
MFLUCC 11 0124 Neoroussoella bambusae
80,3496 CBS 138873 Thyridaria acaciae
I MFLUCC 13 0855 Occuitibambusa bambusae
100/99.8/100/1 GZCC 18 0117 Occultibambusa jonesii
L8100 || [T MFLUCC 16 1116 Paradictyoarthrinium aquatica
MFLUCC 13 0466 Paradictyoarthrinium diffractum
100/98.8/1001 CBS 674 75 Nigrograna mackinnonii
100/99.9/100/1 || ™~ VM20040721 Prosthemium betulinum
~.! CBS 127468 Prosthemium betulinum
99/95.5/100/1 . |CBS 279 74 Pleomassaria siparia
T MAFF 239634 Melanomma japonicum
100/99. 91100/ CBS 124080 Melanomma pulvis-pyrius
’ —._99/91.5/100/1 BBH 22481T Halotthia posidoniae
100/99.61M00M ) T~ % BCC 28866 Mauritiana rhizophorae
98/100/100/1 ™~ MFLUCC 12 0004 Sulcosporium thailandi
-181.6/98/- GKM 1238 Misturatosphaeria aurantiacinotata
06/90 5101 " MFLUCC 13 0284 R: ulicola thai a
-/88.7/-1.96 - MFLUCC 10 0102 Phaeoseptum terricola
™ MFLUCC 11 0376 Lignosphaeria thailandica
(il BCC 25616 Decaisnella formosa
100/99.7/100/.95 h UPS Dissing Gr 811 94 Sporormia fimetaria
182,81 ™ CBS 659 74 Preussia funiculata
82,204 95;"" ~+-._| MFLUCC 11 0185 Sublophicstoma thailandica
MFLUCC 11 0207 Sublophiostoma thailandica
90/20.2/1007.88 "I —— CBS 379 55 Westerdykella ornata
Jaaesr.|  T=—_— MFLUCC 17 2283 Amor fophoma c
\\_\ # - CBS 145501 Alfoldia vorosii
100/93.1/100/. 99\_7 Amorosia littoralis
100/99.8/100/1 ) HHUF 26930 Pseudolophiostoma vitigenum
T KT508 Lophiostoma macrostomum
100/93.6/100/1 KT843 Paucispora quadrispora )
~__— MFLUCC 10 0555 Astrosphaeriella fusispora
— MFLUCC 10 0095 Astrosphaeriella stellata
352 ' I
353  Figura 3. (continuagao)
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'
-/92.5/96/1

100/99.5/100/1
96/96.3/100/1

-/87.6/-1.99

100/99.7/100/1

-184.3/-1-|

T BCC 17023 Berkleasmium crunisia
T BCC 12536 Berkleasmium typhae
i KT 2597 2 Salsuginea ramicola

-/88.4/-1.97 |

-197.1/9711

-196.3/-1

-/92.9/98/1

81/97.3/99/1

-198.7/-1
-194.1/-1

98/85.4/-1.98 |
98/95.9/100/1
-180.3/-/.99
100/99.5/100/1
79/82.9/99/-
-/83.6/90/- |
93/99.2/100/1

-/-I-1.97

il

100/99.8/100/1 |

-/84.1/95/.99|
-/89.3/98/.99

94/86.8/100/.98

84/90.9/100/.99
100/99.9/100/1

92/80/100/-| |
92/95.5/99/.99

84/96.2/99/1

96/98/98/96
’;7 SMH 3253 2 Delitschia chaetomioides
AFTOL ID 1599 Delitschia winteri
+ —— MFLUCC 18 0481 Quercicola guttulospora
GZCC 15 0080 Ligninsphaeria jonesii
MFLUCC 15 0641 Ligninsphaeria jonesii
EMFLUCC 18 0265 Striatiguttula nypae

MFLUCC 18 0266 Striatiguttula phoenicis
MFLUCC 18 0267 Longicorpus striataspora

KT 2597 1 Salsuginea ramicola
BCC 20000 Aigialus grandis
MFLUCC 11 0025 Neoastrosphaeriella krabiensis
MFLUCC 13 0836 Fissuroma calami
MFLUCC 11 0144 Pseudoastrosphaeriella thailandensis
MFLUCC 11 0205 Pseudoastrosphaeriella bambusae
\EHC 4933 Pseudotetraploa longissima

-/-198/-

yone 153 Quadricrura bicornis
KT 563 Tetraplosphaeria sasicola
. MFLU 11 0143 Flammeascoma bambusae
— MFLUCC 17 2431 Anteaglonium gordoniae
-95/-117 KT 2436 Atrocalyx acutisporus
KT 14241 Lophiotrema eburnoides
KT 3534 Cryptoclypeus ryukyuensis
CBS 113641 Cryptocoryneum pseudorilstonei
" HHUF 30482 Cryptocoryneum japonicum
HHUF 30469 Aquasubmersa japonica
MFLUCC 11 0401 Aquasubmersa mircensis
[ HHUF 30518 Hermatomyces iriomotensis
MFLUCC 16 0249 Hermatomyces krabiensis
BCC 80741 Hermatomyces trangensis
_\>| MFLUCC 17 1809 Pseudoberkleasmium chiangmaiense
KUMCC 170178 Pseudoberkleasmium pandanicola
L KT 1450 Pseudolophiotrema elymicola

Ai__GKW 165 Hypsostroma caimitalense

SMH5005 Hypsostroma saxicola

AFTOL ID 1576 Lepidosphaeria nicotiae
)ﬂ; BCC 18402 Verruculina enalia

i
4

—— MFLUCC 16 1875 Neomassaria fabacearum

—
— oo

CBS 69082 Neotestudina rosatii
G619 Lindgomyces cigarospora
ATCC 200398 Lindgomyces ingoldianus
HKU35 Hongkongmyces pedis
CBS 125634 Wicklowia aquatica
MFLUCC 18 0373 Wicklowia submersa
MFLUCC 13 0819 Murispora galii
CBS 613 86 Pseudomassariosphaeria grandispora
MFLUCC 16 1123 Amniculicola aquatica

NTUCC 17 007 Neomassaria formosana
CBS 120083 Fusculina eucalypti
CBS 127273 Gordonomyces mucovaginatus
CBS 145083 Fusculina eucalyptorum
EB 0349 Mytilinidion acicola

EB 0385 Mytilinidion californicum

0.04
355
356  Figura 3. (continuagao)
357
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Host:

® Momordica charantia

@ Cucumis sativus
Cucurbita pepo

@ Cyclanthera pedata

® Sechium edule

Geographic regions:

EH2803 Leandria momordicae * @ @
EH2716 Leandria momordicae * @&
EH2673 Leandria momordicae * @ &
EH2714 Leandria momordicae * @ @
EH2674 Leandria momordicae * @&
EH2717 Leandria momordicae * @@
EH2555 Leandria momordicae * @@
EH2720 Leandria momordicae * @@
EH2715 Leandria momordicae * @@
EH2807 Leandria momordicae * @@

™ Banhia

® Distrito Federal EH2806 Leandria momordicae * @@

® Espirito Santo -198.31--| EH2804 I eandria momordicae * @&

"= Pernambuco EH2721 Leandria momordicae * @@

@ Santa catarina EH2719 Leandria momordicae * @&
EH2676 Leandria momordicae * @&
EH2722 Leandria momordicae *
EH2670 Leandria momordicae * @ @

-185.8/-/.99

84/90.2/100/.99

-190.7/96/.9

-183.2/-/-

-183.6/--
4

-185.6/-1.98)

88/-/98/-
™~

-/88.3/99/.99

~/-/961-

-192.1/1-11
70/90.3/100/1

-/80.7/99/.95

EH2805 Leandria momardicae * @@
EH2629 Leandria momordicae * e
EH2608 Leandria momordicae * @ =
EH2625 Leandria momordicae * @ #=
EH2718 Leandria momordicae * @@
EH2675 Leandria momordicae * @&
EH2626 Leandria momordicae * @
EH2606 Leandria momordicae * @ s
EH2669 Leandria momordicae * g @
EH2672 L eandria momordicae * @@
EH2677 Leandria momordicae * @@
EH2616 Leandria momordicae * @@
EH2609 Leandria momordicae * @
EH2678 Leandria momordicae * @&
HKAS102255 Rubroshiraia bambusae
- MFLUCC 13 0377 Parastagonospora italica
MFLUCC 14-0033 Ophiosphaerella aquaticus
CBS 110110 Phaeosphaeria oryzae
MFLUCC 13-0271 Ph. iopsis tri:
CBS 19186 Pleospora herbarum
MFLUCC 14 0937 Stemphylium clematidis
CBS 109159 Alternaria elegans
a1 51100.CBS 916 96 Alternaria alternata
MFLUCC 14 1063 Leptosphaeria cichorium
CBS 505 75 Leptosphaeria doliolum
CBS 138 96 Neosetophoma samarorum
CBS 102202 Neophaeosphaeria filamentosa
MFLUCC 17 2071 Aliolep h ia cle idli:

P

CBS 400 71 Coniothyrium palmarum
CBS 758 73 Coniothyrium palmarum
1 CBS 363 93 Cucurbitaria berberidis

{— IBRC-M 30051 Pyr haetop
MFLUCC 161451 Fenestella mackenziei
MFLUCC 16 1175 Dothidotthia robiniae
MFLUCC 16 1186 Thyrostroma celtidis

76/95.211001

-/80.7/991.99

-/-/95/.99
81/97/100/1

99/89.8/100/1
™~

.
CBS 640 73 Pseudoch

N

MFLUCC 16 1157 Dothidolthia negundinicola
CBS 615 75 Phoma herbarum
MFLUCC 14 0241 Didymellocamarosporium tamaricis
CBS 183 55 Didymella exigua
HHUF 28097 Suleatispora berchemiae

HHUF 30125 Magni

Sporium ir

onema |

MFLUCC 16 0622 Fuscostagonospora cytisi

CBS 139687 Fuscostagonospora sasae

MFLUCC 14 0023 Didymosphaeria rubi-ulmifolii

MFLUCC 130349 Paraphaeosphaeria michotii
CBS 107 79 Bimuria novae-zelandiae

CBS 301 65 Polyschema terricola

-189.2/98/.99
BT AH- \{

360 -f—ﬂ-/‘9‘:'>‘ :

361

362

363

364

365

Figura 4. SSU — Arvore de maxima verossimilhanca (IQ-TREE-ML) inferida a partir do
alinhamento SSU dos membros dos Pleosporales. NUmeros nas ramifica¢Ges indicam valores
de suporte (RAXML-BS (> 70) / SH-aLRT (> 80)/ UFboot (> 95) / BI-PP (>,95) com
ramificacOes espessas indicando suporte total (RAXML-BS / SH -aLRT/ UFboot = 100%; BI-

PP =1). "-" indica suporte néo significativo ou auséncia do no. Os ex-tipos s&o enfatizados em
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negrito. "*" indica novos taxons e Hosts e origens geogréaficas sdo fornecidos A arvore esta
enraizada em Mytilinidion acicula EB 0349 e Mytilinidion californi EB 0385. A barra de escala

366

367

368 indica o numero estimado de substituicdes por sitio.

-/196.6/99/1 4 ‘L CBS 332 50 Trematosphaeria grisea
R CBS 122368 Trematosphaeria pertusa
-— MFLUCC 11 0175 Palmiascoma gregariascomum
986/87.2/100/.98 .
§ CBS 473 64 Massarina eburnea
A CBS 675 92 Byssothecium circinans
MFLUCC 11 0389 Bambusicola massarinia

bﬁ 149A Lentithecium clioninum

CGMCC 3 20483 Crassoascoma potentillae

MFLUCC 15 0381 Halobyssothecium obiones

82.3/0.83/56
93.11/97

-181.2/-/.99

laenae

-190.4/-/.99
N

-/85.8/-/.99

-/86.9/-/.96
-1-/99/.98

93/85.1/100/.98 | i

197/95.2/100/1

—— KUMCC 18 0147 Parabamb
— MFLUCC 11 0183 Multiseptospora thailandica
MFLUCC 16 0398 Neoaquastroma bauhiniae
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MFLU 20 0695 Anastomitrabeculia didymospora
MFLUCC 12 0562 Longiostiolum tectonae

MFLU 20 0694 Anastomitrabeculia didymospora

MAFF 242971 Crassiperidium octosporum
MAFF 246406 Crassiperidium octosporum
MFLUCC 17 0071 Brevicollum hyalosporum
—— HHUF30409 Crassiparies quadrisporus
VM20040721 Prosthemium betulinum
MAFF 239634 Melanomma japonicum
4 CBS 124080 Melanomma pulvis-pyrius
CBS 145501 Alfoldia vorosii

MFLUCC 11 0185 Sublophiostoma thailandica

MFLUCC 11 0207 Sublophiostt hailandi
' KT 2597 2 Salsuginea ramicola

KT 2597 1 Salsuginea ramicola
\{ MFLUCC 13 0819 Murispora galii
CBS 613 86 Pseudomassariosphaeria grandispora
L= MFLUCC 16 1123 Amniculicola aquatica
BCC 28866 Mauritiana rhizophorae
{— MFLUCC 13 0284 R. licola thailandii
MFLUCC 12 0565 Pseudocoleodictyospora th
— MFLUCC 12 0385 Pseudocoleodict,
— MFLUCC 12 0393 Subglobosporium tectonae
—— BCC 25616 Decaisnella formosa
CBS 379 55 Westerdykella ornata
{E MFLUCC 12 0004 Sulcosporium thailandica
CBS 659 74 Preussia funiculata
BCC 20000 Aigialus grandis

MFLUCC 11 0025 N ph

83/95.8.’99/1\

100/94.7/100/1

-/83.5/-1-

197/

"
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yospora [
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/
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-
182811 | ™
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96/98/100/1

871 |
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97/94.3/100/1

-195.2/-11
96/-198/-
-/89.5/-11

100/98.5/100M1
-/97.2/95/1

MFLUCC 13 0836 Fissuroma calami
BBH 22481T Halotthia posidoniae
—— MFLUCC 17 2283 Amorocoelophoma cassiae

“— Amorosia littoralis
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b [ WU 30527 Massaria inquinans
CBS 125593 Massaria gigantispora

HHUF 26930 Pseudolophiostoma vitigenum
KT508 Lophiostoma macrostomum
KT843 Paucispora quadrispora
CBS 141486 Cyclothyriella rubronotata
CBS 674 75 Nigrograna mackinnonii
CBS 141475 Nigrograna obliqua
GZCC 16 0117 Occultibambusa jonesii
BCC 18402 Verruculina enalia

KT 3534 Cryptoclypeus ryukyuensis

KT 14241 Lophiotrema eburnoides

HHUF 30482 Cryptocoryneum japonicum
CBS 113641 Cryptocoryneum pseudorilstonei

CBS 138873 Thyridaria acaciae
KT 2436 Atrocalyx acutisporus

MFLUCC 15 0052 Pseudoneoconiothyrium rosae
[ TB1 Thyridaria broussonetiae
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-197.11-1

-/85.2/-I-

-186.9/-1.99

94.7/0.694/100

95/97.8/100/1

MFLUCC 10 0102 Phaeoseptum terricola
— MFLU 11 0143 Flammeascoma bambusae
KT 1450 Pseudolophiotrema elymicola
HC 4933 Pseudotetraploa longissima

I
ﬁ KT 563 Tetraplosphaeria sasicola

yone 153 Quadricrura bicornis

HHUF 30469 Aquasubmersa japonica
MFLUCC 11 0401 Aquasubmersa mircensis

MFLUCC 10 0555 Astrosphaeriella fusispora
MFLUCC 10 0095 Astrosphaeriella stellata
KUMCC 170178 Pseudoberkleasmium pandanicola

CBS 69082 Neotestudina rosatii
MFLUCC 18 0265 Striatiguttula nypae
MFLUCC 18 0266 Striatiguttula phoenicis

L MFLUCC 17 2431 Anteaglonium gordoniae
MFLUCC 13 0466 Paradictyoarthrinium diffractum
MFLUCC 18 0267 Longicorpus striataspora

75/89.1/-1.98

HHUF 30518 Hermatomyces iriomotensis
MFLUCC 16 0249 Hermatomyces krabiensis
MFLUCC 11 0144 Pseudoastrosphaeriella thailandensis

MFLUCC 11 0205 Pseudoastrosphaeriella bambusae

BCC 80741 Hermatomyces trangensis

100/99.6/100/1 | MFLUCC 18 0481 Quercicola guttulospora

-/88/100/0.99

99/82.4/100/-|

1

100/99.6/100/1

MFLUCC 16 1875 Neomassaria fabacearum
NTUCC 17 007 Neomassaria formosana
AFTOL ID 1599 Delitschia winteri

ATCC 200398 Lindgomyces ingoldianus
HKU35 Hongkongmyces pedis
CBS 125634 Wicklowia aquatica
MFLUCC 18 0373 Wicklowiasubmersa

%( G619 Lindgomyces cigarospora

EB 0385 Mytilinidion californicum

{ EB 0349 Mytilinidion acicola

0.04
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372 Figura 4. (Continuacéo)
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EH2626 Leandria momordicae * @ =

Host: EH2616 Leandria momordicae * @@
@ Momordica charantia EH2675 Leandria momordicae * @
@ Cucumis sativus ) )

Cucurbita pepo EH2717 Leandria momordicae * @@
8 Cyclanthera pedata EH2674 Leandria momordicae * @@

® Sechium edule
EH2722 Leandria momordicae * @@

EH2673 Leandria momordicae * @ @

Geographic regions: EH2608 Leandria momordicae * @ =
% Banhia EH2669 Leandria momordicae * @ &
® Distrito Federal EH2677 Leandria momordicae * @@
4 Espirito Santo EH2672 Leandria momordicae * @@
& Pernambuco ) )

@ Santa catarina EH2609 Leandria momordicae * @ &

EH2714 Leandria momordicae * @@
EH2676 Leandria momordicae * @@
EH2716 Leandria momordicae * @&
EH2670 Leandria momordicae * @&
EH2606 Leandria momordicae * @ &
EH2719 Leandria momordicae * @@
EH2555 Leandria momordicae * @&
EH2720 Leandria momordicae * @&
EH2629 Leandria momordicae * e
EH2721 Leandria momordicae * @@
EH2718 Leandria momordicae * @@
EH2807 Leandria momordicae * @@
EH2805 Leandria momordicae * @@
EH2806 Leandria momordicae * @@
EH2804 Leandria momordicae * @ @&
EH2715 Leandria momordicae * @@
EH2803 Leandria momordicae * ® @
EH2625 Leandria momordicae * @ =
EH2678 Leandria momordicae * @&
IBRC-M 30051 Pyrenochaeti is tabar

P

MFLUCC 13 0377 Parastagonospora italica

70/-/100/-

-194/95/.99

70/86.7/99/.96| CBS 138 96 Neosetophoma samarorum

86/07.4/981 CBS 110110 Phaeosphaeria oryzae

MFLUCC 13-0271 Phaeosphaeriopsis triseptata

[
-/93.8/-11
rl MFLUCC 14-0033 Ophiosphaerella ag

99/91.7/100/.99

~+—___  MFLUCC 16 1175 Dothidotthia robiniae

88/85.2/99/- MFLUCC 16 1157 Dothidotthia negundinicola

100/99.6/100A ~ MFLUCC 16 1186 Thyrostroma celtidis

“T~|_ [ CBS 183 55 Didymella exigua

1 CBS 615 75 Phoma herbarum

CBS 19186 Pleospora herbarum
CBS 192 86 Stemphylium vesicarium
MFLUCC 14 0937 Stemphylium clematidis
CBS 109159 Alternaria elegans
CBS 916 96 Alternaria alternata

gg7 ] 99100110011

99/1001/100|
- 7011-11

CPC 29609 Libertasomyces platani
CBS 134 97 Libertasomyces quercus

+/93.8/85/.99 MFLUCG 14 1063 Leptosphaeria cichorium
;rrCBS 505 75 Leptosphaeria doliolum

+/89.9/100/1 MFLUCC 17 2071 Alloleptosphaeria clematidi
CBS 400 71 Coniothyrium palmarum

-188.71-1.97

_/88.6/-1.98 CPC 21264 Neophaeosphaeria agaves

—
~ CBS 102202 Neophaeosphaeria filamentosa

373

374  Figura 5. ITS — Arvore de méaxima verossimilhanca (IQ-TREE-ML) inferida a partir do
375  alinhamento ITS dos membros dos Pleosporales. Numeros nas ramificagdes indicam valores de
376  suporte (RAXML-BS (= 70) / SH-aLRT (> 80)/ UFboot (> 95) / BI-PP (>,95) com ramifica¢des
377  espessas indicando suporte total (RAXML-BS / SH -aLRT/ UFboot = 100%; BI-PP = 1). "-"

378 indica suporte ndo significativo ou auséncia do no. Os ex-tipos séo enfatizados em negrito. "*"
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379 indica novos taxons e Hosts e origens geograficas sdo fornecidos . A Arvore esta enraizada no
380 ponto médio. A barra de escala indica 0 nimero estimado de substitui¢des por sitio.
71/86.3M001 L. Q CBS 363 93 Cucurbitaria berberidis
99/99.5/9711 MFLUCC 161451 Fenestella mackenziei
GZAAS20708 Shiraia bhambusicola
100/98.1/1100/1 ™~ GZAAS2 0709 Shiraia bambusicola
HKAS102255 Rubroshiraia bambusae
T21-H-
MAFF 246406 Crassiperidium octosporum
-187.21-1.96 MAFF 242971 Crassiperidium octosporum
MFLUCC 12 0562 Longiostiolum tectonae
CBS 141486 Cyclothyriella rubronotata
CPC 27604 Cyclothyriella rubronotata
98/84.5/100/.908 MFLUCC 17 1809 Pseudoberkleasmium chiangmaiense
-188.6/0.904/55 KUMCC 170178 Pseudoberkl: pand la
MFLUCC 13 0819 Murispora galii
-198.8/-11
73/-/96/- BCC 80741 Hermatomyces trangensis
87/97.5/1/96 r . .
80,9/~ HHUF 30518 Hermatomyces iriomotensis
MFLUCC 16 0249 Hermatomyces Krabiensis
99/100/100/1 KT 2436 Atrocalyx acutisporus
- HHUF 30469 Aquasubmersa japonica
-/90.1/-/.98
MFLUCC 11 0401 Aquasubmersa mircensis
H935H1.9 HHUF 30482 Cryptocoryneum japonicum
-197.8/-1|181.91100/ 87 CBS 113641 Cryptocoryneum pseudorilstonei
H-1961-, KT 3534 Cryptoclypeus ryukyuensis
KT 14241 Lophiotrema eburnoides
-189.8/-1.95 . .
I: KT 1450 Pseudolophiotrema elymicola
194 8111 MFLUCC 17 2431 Anteaglonium gordoniae
~ -1100/-#1| 100/99.2/100/1
) —_ MFLUCC 18 0265 Striatiguttula nypae
T MFLUCC 18 0266 Striatiguttula phoenicis
'!51'2”;_ MFLUCC 18 0267 Longicorpus striataspora
TAROOL] | MFLU 11 0143 Flamn bamb
T7I6.2H1 g HC 4933 Pseudotetraploa longissima
9481199 | ‘ﬂ yone 153 Quadricrura bicornis
100/99.7/100/1 . .
- KT 563 Tetraplosphaeria sasicola
100/89.8110071 | | 7~ CBS 120083 Fusculina eucalypti
88/84.9/99/- CBS 145083 Fusculina eucalyptorum
_180.5/-1] CBS 127273 Gordonomyces mucovaginatus
WU 30527 Massaria inquinans
CBS 125593 Massaria gigantispora
100/99.9/1001 — MFLUCC 18 0373 Wicklowia submersa
100/98.3/100/1 CBS 279 74 Pleomassaria siparia
VM20040721 Prosthemium betulinum
CBS 127468 Prosthemium betulinum
100/93.1/-1.99)| ) )
98/100/100/1 MAFF 239634 Melanomma japonicum
[~ CBS 674 75 Nigrograna mackinnonii
- CBS 141475 Nigrograna obliqua
1981977 MFLUCC 14 0023 Didymosphaeria rubi-ulmifolii
-/88.1/95/0.96 100/99,9/100!1t CBS 107 79 Bimuria novae-zelandiae
98/98.6/100/1 e MFLUCC 130349 Paraphaeosphaeria michotii
T HHUF 29097 Suls pora berch
-/88.2/811.98| | T
“~ . HHUF 30125 Magnicamarosporium iriomotense
BB CBS 138869 Neobambusicola strelitziae
CBS 576 65 Latorua caligans
7|; CBS 301 65 Polyschema terricola
100/99.1/100/1
CBS 140062 Macrodiplodiopsis d zieri
+82.2H] E CBS 117159 Camarographium koreanum
381 l CBS 640 73 Pseudochaetosphaeronema larense
382  Figura 5. (Continuagéo)



-196.9/99/-

-/88.9/-1.99|
-/91.1/-/.99.

76/93/88/1
71/92.7/99/.99

96@6.4/100/—

\ KT1149A Lentithecium clioninum
. MFLUCC 15 0381 Halobyssothecium obiones
L CGMCC 3 20483 Crassoascoma potentillae

FLUCC 11 0175 Palmiascoma gregariascomum

M
_‘; MFLUCC 11 0389 Bambusicola massarinia

95/92.6/0.995/100
\ CBS 473 64 Massarina eburnea

94/97.3/99/1
-/70.6/98/ .-

100/998.9/100/1

94/94.4/100/.99
93/97.5/100/1
100/98.5/1001
-192.7/-1.97

— CBS 135099 Stagonospora perfecta

CBS 675 92 Byssothecium circinans
KUMCC 18 0147 Parabambusicola thysanolaenae

MFLUCC 11 0183 Multiseptospora thailandica
MFLUCC 16 0398 Neoaquastroma bauhiniae

CBS 332 50 Trematosphaeria grisea

-193.7/98/1

-191.7/-1.99

-/90.8/-/.99

99/97.9/100/1

-~
CBS 122368 Trematosphaeria pertusa
199/ MFLUCC 15 0052 Pseudoneoconiothyrium rosae
\>. MFLUCC 11 0124 Neoroussoella bambusae
>~ MFLUCC 11 0634 Roussoella nitidula
L CBS 138873 Thyridaria acaciae
™ TB1 Thyridaria broussonetiae
[ MFLU 20 0694 Anastomitrabeculia didymospora
MFLU 20 0695 Anastomitrabeculia didymospora
100/99.9/1/100
~ MFLUCC 16 1115 Torula aquatica

—— MFLUCC 14 0437 Torula pluriseptata
MFLUCC 17 1689 Dendryphion fluminicola

MFLUCC 12 0004 Sulcosporium thailandica
G619 Lindgomyces cigarospora

100/99.8/100/1
100/99.8/100/1 il ATCC 200398 Lindgomyces ingoldianus

HKU35 Hongkongmyces pedis

™

MFLUCC 11 0376 Lignosphaeria thailandica
HHUF 26930 Pseudolophiostoma vitigenum

| { KT843 Paucispora quadrispora
100/99.2/100/1

A

87/94.7/19711
MFLUCC 17 2283 Amorocoelophoma cassiae

-180.9/-/-

74/94.6/96/.99

-/95.8/-

CBS 145501 Alfoldia vorosii
Amorosia littoralis
UPS Dissing Gr 811 94 Sporormia fimetaria

:

CBS 379 55 Westerdykella ornata
MFLUCC 18 0481 Quercicola guttulospora

\\\1001'99 6/100/1

f i MFLUCC 10 0095 Astrosphaetiella stellata
MFLUCC 11 0025 Neoastrosphaeriella krabiensis

MFLUCC 13 0284 Ramusculicola thailandica

MFLUCC 11 0144 Pseudoastrosphaeriella thailandensis
MFLUCC 13 0855 Occultibambusa bambusae

1

93/99.6/100/1
\{ MFLUCC 16 1116 Paradictyoarthrinium aquatica
MFLUCC 13 0466 Paradictyoarthrinium diffractum
MFLUCC 11 0185 Sublophiostoma thailandica
MFLUCC 11 0207 Sublophiostoma thailandica

-/84.

MFLUCC 12 0385 Pseudocoleodictyospora tectonae

L MFLUCC 12 0393 Subglobosporium tectonae
MFLUCC 12 0565 Pseudocoleodictyospora thailandica

3/-/-
——— MFLUCC 10 0102 Phaeoseptum terricola

100/99.8/100M1 )
MFLUCC 17 0071 Brevicollum hyalosporum

383

\’jHHUFSMOS Crassiparies quadrisporus
BCC 17023 Berkleasmium crunisia
BCC 12536 Berkleasmium typhae

384  Figura 5. (Continuacéo)
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3.2 Taxonomia

Leandriaceae Feitosa MIS & Reis A, fam. nov.

Tipo genérico: Leandria Rangel, Boletim de Agricultura 16: 324-325 (1915)

Notas: A familia Leandriaceae € criada em Pleosporales para acomodar o género monotipico
Leandria. Essa familia possui algumas caracteristicas bastante semelhantes a Familia
Pleosporaceae (Stemphylium), por produzirem conidiéforos retos a flexuosos, septados,
solitarios, algumas vezes ramificados, conidios solitrios, com septos tranversais e
longitudinais, de coloracdo castanho olivaceo. No entanto, o género Stemphylium pode
apresentar conidios de formato ovoides, elipsoide, cilindricos, obclavado. Leandriaceae possui
conidios globosos, mas destaca-se Stemphylium tomatonis possivelmente produz conidios
globosos. Em Stemphylium os conidioforos variam de marron claro a sub-hialino, enquanto em
em Leandriaceae sdo hialinos. Compartilham de algumas caracteristicas morfoldgicas, mas
diferem em outras, bem como ndo ha concordancia filogenética entre essas duas familias de

Pleosporales.

Leandria, descri¢cdo de Rangel, Boletim de Agricultura 16: 324-325 (1915)

Parasita em mel&o-de-sdo-caetano (Momordica charantia). Se desenvolve na face
abaxial das folhas. O micélio é ramificado, as hifas sdo hialinas e septadas. Conidios solitarios,
globosos, muriforme, hialinos quando imaturos e castanho quando maduros. Os conidios se
originam da septacdo da célula superior dos conidi6foros. Os conidi6foros sdo septados,
hialinos, solitarios ou conjugados.

Leandria momordicae Rangel

Descricdo do nedtipo

Parasita em cucurbitaceas (Momordica charantia, Cucumis sativus, Sechium edule, etc). O
patogeno cresce frequentemente na face abaxial das folhas. O micélio é ralo e os conidios,
secos. Hifas hialinas e septadas. Conidios globulares e muriformes, inicialmente hialinos, mais
tarde se tornam castanhos, medem de 24-35 um de didmetro, e sdo constituidos por um nimero
de 6-12 células esferoidais menores medindo 9-14 um de didmetro cada. Os conidioforos
hialinos, solitarios ou conjugados, apresentam de 2-4 septos, e medem de 24-38 um de
comprimento e 8-16 um de lagura. Cultivado em V8 a 18° C, a cultura apresenta coloragéo
bege, que pode ser tornar marrom palido com o desenvolvimento. O micélio é ralo e incrustado,

e cresce numa velocidade aproximada de 2,25 mm/dia (Figura 6).
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Material examinado: Brasil, Distrito Federal, Brazlandia, em folhas de Momordica charantia,

em 03 de fevereiro 2020.

g

Figura 6: Leandria momordicae (ne6tipo). A e B. crescimento fangico em folhas de mel&o-de-
sdo-caetano (Momordica charantia). C. Coldnia em V8 apds 15 dias a 18° C. D. Conidios em
desenvolvimento com conidiéforos conjugados. E. Conidiéforo solitario, conidio em
formacdocom célula conidiogénica em divisdo. F. Conidi6foros conjugados, com conidios em
diferentes estagios de maturagdo. G. Conidio e conidi6foro maduros. H, N. Conidios maduros.
I, M. Conidios em diferentes estagios de maturacdo. J. Hifa reprodutiva em desenvolvimento.
K. Células do conidio imaturo germinadas, originando novos conidios. L. Conidioforos
conjugados, com conidios em desenvolvimento. M. Conidios em diferentes estagios de
maturacdo. Escala, D-N= 10 um.

Discussao

As andlises filogenéticas revelaram que os isolados de L. momordicae formaram um
clado dentro da ordem Pleosporales, mas distinto das familias até entdo descritas, por isso

sugerimos a introducdo da nova familia (Leandriaceae) na ordem Pleosporales Luttrell ex M.E.
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Barr, que segundo Kirk et al. (2008) é a maior ordem da classe Dothideomycetes sensu O.E.
Erikss & Winka, compreendendo um quarto das espécies pertencentes a essa classe. Até o
momento, 91 familias de Pleosporales foram descritas, com 613 géneros, desses 43 ainda séo

incertos (https://www.dothideomycetes.org).

Nas anélises filogenéticas observou-se que as familias Shiraiaceae e Phaeosphaeriaceae
sdo as mais intimamente relacionadas com Leandriaceae. Shiaiaceae pertence a subordem
Pleosporineae (LIU et al., 2013), como Leandriaceae compartilha de um mesmo no, pode-se

inferir que L. momordicae também pertenca a mesma subordem.

Considerando os aspectos morfologicos, Shiraiaceae (na fase assexual) apresenta
I6culos imersos, dispostos em fileiras ou irregularmente em ascostromas, cilindricos,
ampuliformes, globosos ou subglobosos. Conidioforos reduzidos a células conidiogénicas,
indeterminados, cilindricos, septados e hialinos. Conidios fusiformes, muriformes,
assimétricos, hialinos a castanho claro, com septos transversais e longitudinais dispostos
irregularmente, agudos na base, apice obtuso em ambas as extremidades (Liu et al., 2013). Na
fase assexual Phaeosphaeriaceae apresenta conidiomas, picnidios, castanho a preto,
conidiéforos da cavidade interna do conidioma, tipicamente reduzidos a células conidiogénicas,
hialinos a marrons, asseptados ou septados, e condidios de formas variadas, septados ou
asseptados, com paredes lisas ou verrucosa (Bar, et al., 1979). Leandriaceae compartilha de
algumas caracteristicas morfoldgicas presentes em Shiraiaceae e Phaeosphaeriaceae, como

conidios septados, hialinos ou marrons, e diferem por possuirem conidiéforos diminutos.

As analises filogenéticas revelaram ainda que ha uma pequena variacgdo intraespecifica
entre os isolados de L. momordicae (Figuras 2, 3 e 4). Mas, ainda assim, com base nos genes
analisados, se tratam de uma Unica espécie. Essas variacGes sao observadas nos genes LSU e
SSU, sobretudo, nesse ultimo, o que possivelmente pode indicar que existam mais de uma
espécie entre os isolados, 0 que s6 poderia ser confirmado por meio de andlises que incluam
mais regides genémicas.

O nedtipo (VIC4754) de L. momordicae depositado no Herbario da Universidade
Federal de Vicosa, poderd contribuir para futuras pesquisas envolvendo o patégeno, servindo
de material para comparacdo, de modo a elucidar dividas taxonémicas. O que é uma grande
contribuicdo, visto que até a realizacédo deste trabalho, ndo havia material viavel disponivel em

nenhum herbario ao redor do mundo.
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Conclusodes

As analises filogenéticas com os genes ITS, LSU e SSU concatenados, permitiu posicionar
taxonomicamente Leandria momordicae na ordem Pleosporales; como nenhum isolado se
agrupou em nenhuma das familias existentes na ordem, sugere-se a criacdo de uma nova
familia, Leandriaceae para abrigar o género Leandria. As andlises filogenéticas para os genes
LSU e SSU revelaram que ha varicdes intraespecificas entre os isolados de Leandria
momordicae, 0 que sugere que possa haver mais de uma espécie, ou filotipos, mas estudos
adicionais devem ser realizados para confirmar a hipdtese. A descricdo morfologica de
Leandria mormodicae se assemelhou as primeiras caracteristicas descritas do patégeno, que

ocorreram h& mais de um século.
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Novas hospedeiras naturais e experimentais de Leandria momordicae Rangel na familia
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Resumo

A mancha zonada (causada pelo fungo Leandria momordicae) é uma importante doenca de
diversas espécies da familia Cucurbitaceae, mais frequentemente, pepino, chuchu e meldo-de-
sdo-caetano. No entanto, 0s estudos sobre a gama de espécies hospedeiras dentro da familia
Cucurbitaceae ainda ndo sdo extensos, se observando uma falta geral de informagdes sobre
potenciais hospedeiras alternativas desse patdgeno. Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a reacdo de diferentes espécies de cucurbitaceas a isolados de L.
momordicae. Doze isolados de L. momordicae oriundos de cinco espécies de cucurbitaceas
foram coletados em quatro diferentes regides do Brasil. Esses isolados foram inoculados em
acessos de 11 espécies de cucurbitaceas que foram avaliados quanto a presenca/auséncia de
sintomas (resistente ou suscetivel) e quanto a severidade da doenca, por meio do tamanho das
lesbes. Para severidade da doenca, a anélise de variancia, mostrou que tanto os fatores isolados
(acessos e isolados), quanto interacdo dos fatores foram significativos. Todos 0s acessos foram
suscetiveis a todos os isolados do patdgeno. Duas novas hospedeiras naturais de L. momordicae
foram registradas nos isolados coletados em campo, os quais foram posteriormente confirmadas

nos bioensaios controlados: abobrinha e chuchu-de-vento. Além disso, abdbora moranga,
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maxixe e pepininho-do-mato foram identificadas como novas hospedeiras experimentais de L.
momordicae. Plantas de pepino inoculadas apresentaram os maiores niveis de suscetibilidade,
seguidas de chuchu e bucha. Pepininho-do-mato apresentou as menores lesdes. Analisando
individualmente, nove dos 12 isolados diferiram estatisticamente quanto a agressividade aos
hospedeiros. O isolado EH-2626 foi 0 mais agressivo, seguido por EH-2678 e EH-2608,
diferindo estatisticamente dos demais. Esses isolados foram coletados em regides distintas
(Pernambuco, Distrito Federal e Bahia, respectivamente), indicando néo haver forte correlacao
entre o nivel de agressividade dos isolados e sua origem geografica. Interacdes significativas
entre acessos hospedeiros e isolados também foram observadas. No entanto, os niveis de
severidade/agressividade dos isolados ndo foram fortemente associados aos seus hospedeiros
originais, indicando baixos niveis de especificidade hospedeira desta colecao de isolados de L.
momordicae. Desta forma, o presente trabalho agrega novas informacdes de interesse para
aprimorar as praticas de manejo da mancha zonada em diferentes hospedeiras das

cucurbitaceas.

Palavras-chaves: Cucurbitaceas, gama de hospedeiras, mancha zonada.

Novel natural and experimental hosts of Leandria momordicae Rangel in the

Cucurbitaceae family

Abstract

The net spot caused by Leandria momordicae Rangel is an important disease that affects
members of the Cucurbitaceae family, most frequently cucumber, chayote and Momordica
charantia. However, studies dealing with the host range of this pathogen within the
Cucurbitaceae family are yet not extensive with an overall lack of information about potential
alternative hosts. In this context, the objective of this work was to evaluate the reaction of
cucurbit species to L. momordicae isolates in order to add information that may help in the
management practices. Thus, 12 field-collected L. momordicae isolates obtained across four
Brazilian regions were employed to inoculate 11 accessions belonging to six Cucurbitaceae
species. The disease severity and size of the lesions (cm) were employed as criteria to evaluate
the reaction of the plant accessions to these isolates in controlled bioassays. All accessions were
susceptible to all pathogen isolates. Two new natural hosts of L. momordicae were recorded in

the field-collected isolates, which were afterward confirmed in the controlled bioassays:
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zucchini (Cucurbita pepo) and Cyclanthera pedata. In addition, pumpkin (C. maxima), gherkin
(Cucumis anguria) and Melothria pendula were identified as novel experimental hosts of L.
momordicae. Inoculated cucumber plants displayed the highest levels of susceptibility,
followed by chayote (Sechium edule) and L. cylindrica. Melothria pendula displayed the
smallest lesions. Analyzing the isolates individually, nine of the 12 isolates differed statistically
in terms of aggressiveness to the hosts. The isolate EH-2626 was the most aggressive, followed
by EH-2678 and EH-2608. These isolates were collected across distinct regions (Pernambuco,
Distrito Federal and Bahia, respectively), indicating no strong correlation between level of
aggressiveness of the isolates and their geographic origin. Significant interactions between host
accessions and isolates were also observed. However, the severity levels of the isolates were
not strongly associated with their original hosts, indicating low levels of host-specificity of this
collection of L. momordicae isolates. In this way, the present work adds new information of
interest to improve the management practices of the net spot in different hosts within the
Cucurbitaceae family.

Key-words: Cucurbits, net spot, host range.

Introducéo

A familia Cucurbitaceae abriga aproximadamente 95 géneros e 980 espécies (Schaefer
e Renner, 2011). As espécies desta familia botanica encontram-se amplamente distribuidas pelo
mundo, embora apresentem maior ocorréncia em regides de clima tropical e subtropical
(Schaefer e Renner, 2011). Estima-se que Cucurbitaceae esteja entre as 15 familias de hortalicas
mais cultivadas no Brasil, sendo as mais expressivas Cucumis melo L. (meldo), Citrullus
lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai (melancia), Cucurbita moschata Duchesne (abdbora), C.
maxima Duchesne ex Lam. (moranga), C. pepo L. (abobrinha), Cucumis sativus L. (pepino),
Sechium edule Jacq. (chuchu) e Cucumis anguria L. (maxixe) (Henz, 2009). Em um ranking
das 10 hortalicas mais consumidas no Brasil em 2018, a abobora ocupa o 6° lugar, e o chuchu
0 9, e dentre as frutas, a melancia o0 3° e 0 mel&o o 9° (IBGE, 2022).

A familia Cucurbitaceae também engloba algumas espécies de hortalicas classificadas
como PANCs (Plantas Alimenticias Ndo Convencionais). As espécies do grupo das PANCs
apresentam distribuicdo geogréafica geralmente limitada, e exercem importancia na culinéria
regional e na cultura de alguns grupos populacionais (Madeira et al. 2013; Madeira e Kinupp

2016). As hortalicas PANCs podem ser uma alternativa interessante na agricultura familiar,
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tanto para a subsisténcia quanto para a comercializacdo dos seus produtos, como alimentos,
insumos agroindustriais, e suplementos alimentares com propriedades nutricionais e
farmacologicas (Botrel et al. 2020). Neste segmento, algumas cucurbitaceas merecem destaque,
como: abobora d’agua (Lagenaria siceraria (Molina) Standl.), Bucha (Luffa cylindrica (L.) M.
Roem), chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Schrad.), croa (Sicana odorifera (Vell.)
Naudin), meldo-de-sdo-caetano/nigauri (Momordica charantia L.) e quiabo-de-metro
(Trichosanthes cucumerina L.) (Yuyama et al. 1999; Fernandes et al. 2005; MADEIRA et al.
2013; Soares e Gaudioso, 2013; Aguiar et al. 2014; Lopes, 2020; Silva e Souza, 2020). Apesar
do potencial que apresentam, sdo escassas as informacdes na literatura sobre o cultivo e manejo
dessas espeécies, principalmente no tocante ao manejo fitossanitario, o que evidencia a
necessidade de pesquisas envolvendo essa temaética.

As cucurbitaceas sdo vulneraveis ao ataque de diversos patdgenos, mais de 200 doencas
ja foram relatadas afetando a produtividade de espécies dentro dessa familia botanica (Zitter et
al. 1996). A mancha zonada ou mancha reticulada (net spot), causada por isolados de Leandria
momordicae Rangel, tem sido apontada como uma das principais doencas de etiologia flngica
no cultivo do pepino e do chuchu nas condic@es brasileiras, estando distribuida em praticamente
todo territorio nacional (Hasagawa, 2015). Os cultivos de pepino e chuchu podem apresentar
severas perdas de producdo ou serem inviabilizados em condi¢des climaticas favoraveis ao
desenvolvimento do patégeno (Moretto et al. 1993; Rebelo, 2003; Reis e Feitosa, 2021). De
fato, em cultivos de pepino em campo aberto, a mancha zonada tem sido considerada a principal
doenca fungica da cultura em praticamente todas as regifes produtoras do Brasil (Reis e Feitosa,
2021). Prejuizos na cultura do chuchu induzidos por isolados de L. momordicae também tém
sido frequentemente relatados, apresentando uma maior importancia no Norte e Nordeste do
pais (Sarmiento et al. 1999; Cardoso et al. 2001; Reis e Feitosa, 2021).

As estratégias de manejo da mancha zonada tém sido predominantemente preventivas.
Embora acessos de pepino com niveis elevados de tolerancia (Blazquez, 1983; Moretto et al.
1993; Lopes et al. 1999) ou de resisténcia vertical (Hasagawa, 2015) tenham sido detectados,
ainda existe uma escassez de cultivares comerciais resistentes ao patégeno (Reis e Feitosa,
2021). Medidas de controle cultural em combinacéo com o controle quimico via aplicacdo de
fungicidas registrados se constituem nas mais importantes ferramentas disponiveis para o
manejo da doenca. Entre as medidas culturais empregadas encontram-se a destrui¢do de restos
culturais; evitar a implantacdo dos campos de cultivo nas proximidades de outras cucurbitaceas
hospedeiras; eliminar plantas espontaneas de cucurbitaceas (cultivadas ou ndo) que possam

abrigar o patogeno e favorecer a multiplicagéo de inoculo (Reis e Feitosa, 2021).
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A rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras também tem sido um dos métodos
preconizados de manejo (Cardoso, 2001; Reis e Feitosa, 2021). Neste sentido, conhecer a gama
de hospedeiras de L. momordicae é indispensavel para uma eficiente implementacdo dessas
praticas (Fry, 1982; Reis e Feitosa, 2021). Algumas vezes é possivel prever a potencial gama
de hospedeiras de fitopatégenos, tendo em vista, que geralmente, tendem a infectar espécies de
plantas filogeneticamente mais relacionadas (Gilbert e Webb, 2007; Morris e Moury, 2019).
Esse conceito co-evolucionario possivelmente se aplica a L. momordicae, uma vez que este
fungo tem sido relatado apenas atacando espécies da familia Cucurbitaceae (Rebelo, 2003; Reis
e Feitosa, 2021; Farr e Rosmman, 2022). Na literatura, embora ndo existam registros formais
para algumas delas, as diferentes espécies de cucurbitaceas relatadas como hospedeiras de L.
momordicae incluem o meldo-de-sdo-caetano, pepino, chuchu, meldao e melancia (Farr e
Rossman, 2022). Nas trés primeiras, a presenca do patdégeno é mais frequente e ja foi
formalizada (Maublanc e Rangel, 1915; Blazquez, 1983; Cardoso et al. 2001; Rebelo, 2003;
Hasegawa, 2015; Reis e Feitosa, 2021).

No entanto, os estudos sobre a gama de espécies hospedeiras dentro da familia
Cucurbitaceae ainda ndo sdo extensos, se observando uma falta geral de informacGes sobre
potenciais hospedeiras alternativas desse patdgeno. Nesse contexto, 0s objetivos do presente
trabalho foram: (i) confirmar a presencga de L. momordicae em sintomas do tipo mancha zonada
em diferentes amostras de cucurbitaceas coletadas no Brasil; (ii) avaliar a reacdo de diferentes
espécies de cucurbitaceas a isolados deste patdgeno, visando gerar novas informacGes que

possam auxiliar na implementacdo praticas eficientes de manejo da doenca.

Material e Métodos

Origem e obtencédo dos isolados

Os isolados utilizados no presente trabalho foram coletados em éareas de cultivo
comercial e em plantas cultivadas, voluntarias ou silvestres de cucurbitceas nas regides
Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil. Na Tabela 1 estdo descritas informacoes a
respeito dos isolados, incluindo: codigo da colecdo, hospedeiro de origem e ano de coleta.
Durante visitas realizadas as propriedades, quando observados sintomas de mancha zonada (em
especies convencionais, PANCs ou silvestres), procedeu-se a coleta de folhas, que foram
conduzidas ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Hortaligas para exame em microscopio
estereoscopico. Ao se constatar a presenca de esporos com aspecto morfologico tipico de L.

momordicae, realizou-se os isolamentos monospadricos em meio agar-agua (16 g de agar e 1000
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mL de &gua destilada). Dois dias depois, pequenos blocos de &gar-agua contendo esporos
germinados foram transferidos para placas de Petri contendo meio V8 CaCO3 &gar (200 mL de
suco V8 Campbell Soup®, 3,2 g de CaCOs, 16 g 4gar e 800 mL de agua destilada) (Tuite, 1969),
visando obter col6nia monosporica dos diferentes isolados do patdgeno. Em seguida, as placas
foram incubadas em camara germinadora BOD, a 18 °C, e fotoperiodo de 12/12 horas
(claro/escuro). Folhas com sintomas, mas sem presenca de esporos do patdgeno, foram
submetidas a cAmara Umida, para induzir a esporulacdo. As folhas eram reexaminadas apos 48
horas e, caso houvesse a producédo de esporos, se procedia o isolamento como ja mencionado.
Com aproximadamente 20 dias de cultivo, os isolados foram preservados em &gua destilada
esterilizada (ADE) (Castellani, 1967) e em glicerol 35%, e mantidos em camara fria (10 °C) e

em ultrafreezer (-80 °C).

Tabela 1. Informacgdes dos isolados de Leandria momordicae, obtidos de plantas de

cucurbiticeas em quatro macrorregides geograficas do Brasil.

Isolado Local de coleta hospedeiro Ano de
coleta
EH-2555 Vargem Bonita-DF Momordica charantia 2019
EH-2606 Jaguaquara-BA Cucumis sativus 2019
EH-2608* Jaguaquara-BA Sechium edule 2019
EH-2609 Jaguaquara-BA Sechium edule 2019
EH-2616* Jaguaquara-BA Cucumis sativus 2019
EH-2525 Vitdria de Santo Antdo-PE Momordica charantia 2019
EH-2626* Vitéria de Santo Antdo-PE Meldo-de-sdo-caetano 2019
EH-2629 Camocim de Sao Félix-PE abobrinha 2019
EH-2669 Brazlandia-DF Chuchu 2020
EH-2670 Brazlandia-DF Chuchu 2020
EH-2672* Ceilandia-DF Pepino 2020
EH-2673* Brazlandia-DF Chuchu 2020
EH-2674 Brazlandia-DF Meldo-de-sdo-caetano 2020
EH-2675 Ceilandia-DF Pepino 2020
EH-2676 Ceilandia-DF Pepino 2020
EH-2677 Ceilandia-DF Pepino 2020
EH-2678* Brazlandia-DF Meldo-de-sdo-caetano 2020
EH-2714* Recanto das Emas-DF Nigauri 2021
EH-2715* Recanto das Emas-DF Nigauri 2021
EH-2716 Recanto das Emas-DF Nigauri 2021
EH-2717 Gama-DF Chuchu-de-vento 2021
EH-2718* Gama-DF Chuchu-de-vento 2021
EH-2719 Gama-DF Chuchu-de-vento 2021
EH-2720* Gama-DF Chuchu-de-vento 2021
EH-2721 Gama-DF Chuchu-de-vento 2021
EH-2722 Gama-DF Chuchu-de-vento 2021
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EH-2803 Santa Maria do Jetiba-ES Chuchu 2021
EH-2804 Santa Maria do Jetiba-ES Chuchu 2021
EH-2805 Tijucas-SC Meldo-de-sdo-caetano 2021
EH-2806 Tijucas-SC Meldo-de-sdo-caetano 2021
EH-2807 Tijucas-SC Meldo-de-sdo-caetano 2021
EH-2833* Camocim de S&o Félix-PE Abobrinha 2021
EH-2834* Camocim de Séo Félix-PE Abobrinha 2021
EH-2835 Cha Grande-PE Abobrinha 2021

Teste de patogenicidade e selecdo da metodologia de inoculacéo

Todos os isolados obtidos foram empregados em testes de patogenicidade de modo a
cumprir os postulados de Koch. Inicialmente, foi realizado um ensaio em casa de vegetagéo,
com inoculacdo em mudas. Devido a dificuldade na inducéo de conidios, discos de meio V8
colonizados pelo patégeno foram empregados como inéculo. Entretanto, o teste realizado na
casa de vegetacdo ndo resultou em sintomas da doenca nas plantas inoculadas. Diante disso,
decidiu-se avaliar diferentes combinac6es de metodologias de produgéo de inoculo do patégeno
e de inoculacédo das plantas em condi¢des controladas. Todas as metodologias envolveram a
utilizacdo de folhas destacadas, cujos peciolos foram envoltos em algoddo umedecido em agua
destilada com o objetivo de prolongar a vida util do érgdo vegetal. As folhas inoculadas foram
mantidas em camara Umida em caixa gerbox, que foram acomodadas em BOD a 18 °C, e em
regime de fotoperiodo de 12/12 horas (claro/escuro), durante 15 dias. Assim, foram avaliadas
oito metodologias com trés fontes de variacdo: (1) in6culo na forma de discos ou suspenséo de
conidios, (2) folha inoculada efetuando ranhuras ou sem ranhuras no tecido foliar, e (3)
inoculacéo na face abaxial ou adaxial do tecido foliar (Tabela 2). No caso da utilizagéo de discos
de micélio, foram obtidos com auxilio de cortador metalico de 0,5 cm. No caso do emprego de
suspensdo de esporos, as concentracdes do indculo foram ajustadas (com auxilio de camara de
Neubauer) para 1x10* conidios/mL. Em ambos os casos, os isolados foram cultivados em
condicBes idénticas as descritas como para 0 primeiro ensaio. Quanto as ranhuras, foram
promovidas por leve friccdo de gaze sobre a epiderme foliar, utilizando um molde de disco
(0,5cm) de papel filtro, correspondendo ao local de deposicdo do disco micelial ou da
suspensdo. Neste ensaio prévio, foi possivel verificar o surgimento de sintomas em todas as
metodologias. No entanto, os sintomas mais severos foram observados na metodologia 5
(Tabela 2) que combinou inoculagdo via suspensdo de conidios, promogdo de ranhuras, e

inoculacéo da face abaxial. Portanto, essa foi a metodologia adotada para realizagdo do teste de
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patogenicidade de todos os isolados. No caso das plantas testemunhas, as folhas foram
inoculadas com ADE (&gua destilada esterilizada) ao invés de suspensdo de conidios (Figura
1).

Tabela 2. Detalhamento das metodologias testadas no ensaio de patogenicidade dos isolados
de Leandria momordicae em folhas de espécies de Cucurbitaceae.

Fonte de in6culo Integridade da folha Face inoculada
disco suspensao comranhura semranhura  abaxial adaxial
Metodologia 1 X X X
Metodologia 2 X X X
Metodologia 3 X X X
Metodologia 4 X X X
Metodologia 5 X X X
Metodologia 6 X X X
Metodologia 7 X X X
Metodologia 8 X X X

= - PRy |
“ X '— - v \\j o he N

. o

Figura 1. Aspectos da metodologia selecionada para inoculagéo de Leandria momordicae. A.
Confeccéo de ranhuras nas folhas. B. Deposicéo de suspensao de esporos sobre tecido vegetal
apos producdo das ranhuras. C. LesBes observadas 15 dias ap6s inoculagdo. D. Esporos de L.
momordicae visualizados em microscopio estereoscopico.

Dessa forma, folhas destacadas das mesmas espécies em que foram obtidos os isolados
foram inoculadas com os isolados correspondentes. As avaliacdes ocorreram 15 dias apos a
inoculacédo, onde foi anotada apenas a presencga ou auséncia de sintomas. Ao se constatar 0s
sintomas, as lesdes foram examinadas em lupa estereoscopica para verificacao de estruturas do
patdgeno e proceder-se ao reisolamento do fungo em V8 CaCOs agar. Ao se obter a cultura,
esta foi comparada com a cultura inicial quanto as suas caracteristicas morfologicas.

Avaliacdo da reacdo de espécies de cucurbitaceas ao fungo Leandria momordicae
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O teste de patogenicidade possibilitou comparar os isolados quanto a capacidade de
causar doencga. Essas informacdes forneceram suporte para a escolha dos isolados que seriam
utilizados no teste de gama de hospedeiras. A selecdo dos isolados foi feita levando-se em
consideracdo alguns critérios: serem patogénicos, de diferentes hospedeiras, de regides
geogréficas distintas e maior capacidade de esporulacdo. Assim, para os testes de gama de
hospedeiras foram selecionados dois isolados de cada espécie hospedeira das quais foram
obtidos (com exce¢do de meldo-de-sdo-caetano, pela dificuldade em produzir mudas, mas é
importante esclarecer que meldo-de-sdo-caetano e nigauri se tratam da mesma espécie
botanica), perfazendo um total de 12 isolados (discriminados com ‘*’ na Tabela 1). Cada
isolado foi inoculado em 11 espécies (sendo 12 gendtipos) de cucurbitaceas, cultivadas ou
selvagens. Neste sentido, foram inoculadas folhas destacadas de: abobora d’agua (Lagenaria
siceraria (Molina) Standl.), abdbora menina (Cucurbita pepo), ab6bora moranga (C. maxima),
abobora sergipana (C. moschata), abobrinha de moita (C. pepo), bucha (L. cylindrica), chuchu
(S. edule), chuchu-de-vento (C. pedata), maxixe (C. anguria), nigauri (M. charantia),
pepininho-do-mato (Melotria pendula) e pepino (C. sativus). Abobora menina e abobrinha séo
acessos pertencem a mesma espécie. A metodologia utilizada neste ensaio foi a mesma adotada
para realizacao do teste de patogenicidade (metodologia 5 — Tabela 2), bem como as condi¢cdes
de incubacdo, foram as mesmas. Aos 15 dias ap6s a inoculagdo, as folhas foram avaliadas
quanto a presenca ou auséncia de sintomas. Caso tenham sido desenvolvidas manchas foliares,
os diametros das les6es eram medidos em duas direcdes com auxilio de uma régua graduada
com precisdo de milimetros, sendo, portanto, também avaliadas quanto a severidade. Ao
término das avaliacbes, o patdgeno foi reisolado de modo verificar se as caracteristicas da
cultura, seriam compativeis as do isolamento inicial. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial, sendo 12 geno6tipos, 12 isolados,
com trés repeticdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
pelo Teste F, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade, sendo

utilizado o software Assistat versdo 7.7.
Resultados

Teste de patogenicidade

Verificou-se que todos os isolados obtidos neste estudo foram patogénicos as suas

hospedeiras originais, pois foram capazes de causar sintomas nas folhas (Figura 2), e foram
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posteriormente reisolados, originando culturas semelhantes as culturas iniciais. Com isso,
foram completados os postulados de Koch. Esses testes permitiram identificar chuchu-de-vento

e abobrinha como hospedeiras naturais de L. momordiace, sendo esse o primeiro relato.

Figura 2. Folhas com sintomas e testemunhas. A. Abobrinha — EH2833. B. chuchu — EH2673.
C. chuchu-de-vento — EH2718. D. nigauri — EH2715. E. pepino — EH2672. A.1,B.2, C.3,D.1
e E.1, tratamento controle (folhas inoculadas com agua), abobrinha, chuchu, chuchu-de-vento,
nigauri e pepino, respectivamente.

Gama de hospedeiras

As inoculagdes foram realizadas em 11 espécies (sendo 12 acessos/cultivares),
utilizando 12 isolados de L. momordicae, incluindo uma testemunha (plantas ndo inoculadas)
para cada acesso. A analise de variancia revelou que a interacédo entre estes foram significativos
ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), e, portanto, os dados foram submetidos ao teste de
Tukey, que foram significativos ao nivel de 1% de probabilidade. Analisando apenas o fator
especie de planta, o pepino foi a cultura mais suscetivel ao patégeno, seguido por chuchu e
bucha, néo diferindo estatisticamente dessas, mas diferindo das demais. O pepininho-do-mato

foi a espécie com menor diametro de lesdo (Tabela 3a).
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Os bioensaios de avaliacdo da gama de hospedeiras permitiram identificar espécies
ainda ndo relatadas como hospedeiras de L. momordicae, como abdbora moranga, abobrinha,
pepininho-do-mato, maxixe, chuchu-de-vento.

Analisando o fator isolado separadamente, EH-2626 foi 0 mais agressivo, seguido dos
isolados EH-2678 e EH-2608, diferindo estatisticamente dos demais. Os isolados EH-2672,
EH-2834, EH-2714, EH-2616 e EH-2715, foram 0s menos agressivos, e ndo diferiram entre si
(Tabela 3b). Como descrito na Tabela 1, EH-2626 foi isolado de meldo-de-sdo-caetano e é
oriundo de Pernambuco. O isolado EH-2678, também de meldo-de-séo-caetano, do Distrito
Federal, e EH-2608 de chuchu, de Jaguaquara-BA.

Tabela 3. Severidade da mancha zonada em espécies de cucurbitaceas (a) inoculadas
com isolados de Leandria momordicae (b), expressa em didametro das lesbes (cm).

a b
Diametro médio Diametro médio

Espécie (cm) Isolado (cm)
Pepino 1.25767 a EH-2626 1.34920 a
Chuchu 1.19164 ab EH-2678  1.24286 ab
Bucha 1.15789 abc EH-2608 1.23752 ab
Abdbora menina  1.14089 bcd EH-2718  1.22489 bc
Abobrinha 1.13685 bcd EH-2673  1.22436 bc
Abdbora moranga 1.13497 bed EH-2720  1.22419 bc
Nigauri 1.12074 bcd EH-2835 1.20287 bc
abobora sergipana 1.06923 cde EH-2672 1.16490 bcd
Chuchu-de-vento  1.06215 cde EH-2834  1.16411 bcd
Maxixe 1.03438 def EH-2714 1.13666 bcd
Aboborad'agua  0.99683  ef EH-2616  1.10899 cd
Pepininho do
i 0.92610 f Eho7gs 105123 d

Testemunha 0.00000 e

*Para efeito de analise estatistica, os dados foram transformados em x= \x; as médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,01)

Todos os isolados foram capazes de infectar e produzir sintomas em todas as espécies
de cucurbitaceas avaliadas, visto que, os diametros das lesdes diferiram estatisticamente em
relacdo aos das testemunhas (Figura 3). Analisando cada isolado separadamente, em contraste
com todas as espécies inoculadas, verificou-se diferenca estatistica significativa quanto aos
tamanhos das lesdes produzidas, com excecdo dos isolados (EH2714, EH2715 e EH2616). Foi
observado que alguns isolados se mostravam mais agressivos a uma determinada espécie que a
outras. Ao se contrastar abobora d’agua com todos os 12 isolados individualmente, nenhum dos

isolados se sobressaiu em termos de tamanho das lesfes, ndo houve diferenca estatistica entre
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eles. O mesmo foi observado para o chuchu, chuchu-de-vento, maxixe e pepininho-do-mato
(Tabela 4).

Figura 3. Folhas com sintomas e testemunhas. O isolado EH2678 foi utilizado nas
inoculacOes. A. abdbora sergipana. B. abobora d’agua. C. abobora menina. D. abobrinha.
E. bucha. F. chuchu. G. chuchu-de-vento. H. maxixe. 1. abobora moranga. J. nigauri. L.
pepininho-do-mato. M. Pepino. A.1,B.2,C.3,D.1,E.1,F.1,G.1,H.1,1.1,J.1, L.1e M.1
tratamento controle (folhas inoculadas com agua), abobora sergipana, abobora d’agua,
abobora menina, abobrinha, bucha, chuchu, chuchu-de-vento, maxixe, abébora moranga,
nigauri, pepininho-do-mato e pepino, respectivamente.
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Tabela 4. Efeito da interacdo entre espécies de cucurbitaceas e isolados de L. momordicae na severidade da doenca expressa em didmetro (cm) das lesGes.

Espécies Isolados

EH2834 EH2835 EH2608 EH2673 EH2718 EH2720 EH2626 EH2878 EH2714 EH2715 EH2616 EH2672 Testemunha
Abobora d'4gua 1.2602 abA 1.1760 abA 1.3021 abcA 1.0283 bcA 1.0205 bA 0.9486 bA 1.2753 abcA 1.1174 abcA 0.9882 aA 0.8944 aA 0.9942 aA 0.9537 bA 0.0000 aB
Abdbora menina 1.2210 abABC 1.1216 abC 1.3175 abcABC 1.6314 aA 1.1833 abBC 1.5575 aAB 1.2033 bcBC 1.2853 abcABC 1.1084 aC 1.0988 aC 0.9955 aC 1.1079 abC 0.0000 aD
Abobora moranga 1.2383abAB  1.1503 abAB  1.2371abcAB  1.2654 abcAB 12043 abAB  1.2941abAB  1.4593 abA 1.1265abcAB  1.2352aAB  1.0940aAB  0.9918 aB 1.4585 aA 0.0000 aC
Abdbora sergipana  1.3928 aA 1.2262 abAB  0.9861 cAB 1.0943bcAB  1.1646 abAB  1.2371abAB  1.2356 bcAB 1.3060 abcAB  1.0659 aAB  0.9033 aB 1.0369 aAB  1.2514abAB  0.0000 aC
Abobrinha 1.0960 abB 1.3633abAB  1.3348abcAB  1.3286 abAB  1.3585abAB  0.9797 bB 1.6554 aA 1.3777 abAB 1.2215aB 1.0487 aB 1.0362 aB 0.9786 bB 0.0000 aC
Bucha 1.2300 abABC 1.3786 abABC 1.4798 aAB 1.1348 bcABC 1.3106 abABC 1.5118 aA 1.3498 abcABC 1.2708 abcABC 1.1044 aABC 1.0634 aBC 1.0482 aC 1.1703 abABC 0.0000 aD
Chuchu 1.2218 abA 1.3830 aA 1.4264 abA 1.1214 bcA 1.2198 abA 1.3338 abA 1.3349 abcA 1.3395 abcA 1.2721 aA 1.1208 aA 1.2934 aA 1.4244 aA 0.0000 aB
Chuchu-de-vento 0.9879 abA 1.1842 abA 1.0569 bcA 1.3225 abA 1.1057 abA 1.2650 abA 1.2971 abcA 1.0991 bcA 0.9995 aA 0.9907 aA 1.3505 aA 1.1488 abA 0.0000 aB
Maxixe 1.0677 abA 1.1397 abA 1.1915 abcA 0.9077 cA 1.2830 abA 1.0730 bA 1.2898 abcA 1.2031 abcA 1.3010 aA 1.0212 aA 0.9878 aA 0.9815 bA 0.0000 aB
Nigauri 1.0568 abBC 1.1231 abABC  0.9520 cC 1.3552 abABC 1.4560 aAB 1.2406 abABC  1.4955 abA 1.3461 abABC  1.0756 aBC 1.1037 aABC 1.3012 aABC 1.0638 abBC 0.0000 ab
Pepino 1.2320 abAB 1.2184 abB 1.3165 abcAB 1.4308 abAB 1.3810 abAB 1.3051 abAB 1.6474 aA 1.5121 aAB 1.2809 aAB 1.2772aAB  1.2950aAB  1.4533 aAB 0.0000 aC
Pepininho do mato  0.9648 bA 0.9699 bA 1.2497 abcA 1.0720 bcA 1.0113 bA 0.9439 bA 0.9470 cA 0.9305 cA 0.9873 aA 0.9987 aA 0.9773 aA 0.9867 bA 0.0000 aB
CV (%) 13.92

*Para efeito de analise estatistica, os dados foram transformados em x= Vx. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,01).
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Discussao

Duas novas hospedeiras naturais de L. momordicae, chuchu-de-vento e abobrinha,
foram identificadas neste estudo. Embora Rebelo (2003) tenha relatado a abobrinha como
hospedeira do fungo, o autor ndo menciona ter feito um teste de patogenicidade em
cumprimento aos postulados de Koch (1881).

O fato da severidade da doenca ter sido maior nas culturas do pepino e do chuchu
confirma as observagdes de campo, onde tem sido identificado elevados niveis de
suscetibilidade destas duas hospedeiras, em condicdes de cultivos comerciais no Brasil (Reis
e Feitosa, 2021)

Os bioesaios de gama de hospedeiras revelaram novas hospedeiras experimentais de L.
momordicae: abobora moranga, pepininho-do-mato e maxixe e chuchu-de-vento. Como esse
resultado foi obtido apenas via inoculagdo artificial, recomenda-se verificar a presencga de
infeccdo natural pelo patdgeno nessas espécies na natureza para verificar a possibilidade de que
estas também sejam hospedeiras naturais do patdgeno ainda ndo registradas. A observacdo de
que o pepininho-do-mato foi suscetivel esta em desacordo com o relato de Rebelo (2003), que
indicou essa espécie como sendo ndo hospedeira. Da mesma forma, a confirmacédo no presente
trabalho de que a ab6bora moranga é uma hospedeira de L. momordicae estd em divergéncia
com o que foi observado pelo autor. Blazquez (1983) também observou que mesmo havendo
plantas proximas aos plantios de pepino infectados, C. maxima ndo apresentava sintomas da
doenca, sugerindo que esta espécie ndo era hospedeira. Essas divergéncias de resultados podem
ser explicadas pela presenca de distintos materiais genéticos para o0s bioensaios e as condi¢fes
de inoculacdo e incubacéo, que favorescem muito a infeccdo da planta pelo patégeno.

O fato dos isolados mais agressivos serem oriundos de diferentes estados, e de diferentes
hospedeiros, sugere que ndo ha correlacdo entre a agressividade dos isolados com a origem
geografica aos quais eles pertencem e nem com o hospedeiro do qual foi coletado. Estes
resultados evidenciam uma aparente auséncia de especializacéo ou preferencia por hospedeiras
nos isolados de L. momordicae avaliados.

Provavelmente, o fato de todas as espécies avaliadas terem se comportado como
hospedeiras de L. momordicae (embora com diferentes niveis de suscetibilidade) pode ser
explicado pelo fato de pertencerem a mesma familia botanica (Cucurbitaceae). Geralmente, 0s
patdgenos tendem a infectar plantas mais intimamente relacionadas em termos de distancia

evolutiva (Morris e Moury, 2019). O que se sabe é que, até 0 momento, s6 tem relato desse
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patégeno causando doenca em espécies da familia Cucurbitaceae (Reis e Feitosa, 2021; Farr;
Rossman, 2022). Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que tenha hospedeiros
alternativos em outras familias botanicas, como mencionado por Rebelo (2003).

Estes estudos revelaram que todas as espécies avaliadas quanto a reagédo aos isolados de
L. mormodicae se comportaram como hospedeiras. Em destaque, verificou-se duas novas
hospedeiras naturais de L. momordicae, abobrinha (C. pepo) e chuchu-de-vento (C. pedata),
confirmado via postulados de Koch. E trés novas hospedeiras experimentais, abobora moranga
(Cucurbita maxima), maxixe (Cucumis anguria) e pepininho-do-mato (Melothria pendula). No
entanto, para essas hospedeiras experimentais, identificadas apenas com base em inoculagoes
artificiais, recomenda-se a observacdo dessa associa¢do na natureza, de modo a se confirmar

cautelosamente se de fato sdo hospedeiras em condi¢des naturais.

As informacgdes obtidas nessa pesquisa sdo Uteis para nortear os produtores de
cucurbitaceas em algumas préaticas. Devem evitar a rotacdo de culturas e o estabelecimento de
plantios novos de cucurbitaceas proximos as areas de cultivos velhos utilizando as espécies

avaliadas neste estudo, visto que todas sao hospedeiras de Leandria momordicae.
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Capitulo IV

Conclusoes gerais

Conclusotes Gerais
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As analises filogenéticas com os genes ITS, LSU e SSU concatenados, permitiu
posicionar taxonomicamente os isolados Leandria momordicae na ordem Pleosporales;
e como ndo se agruparam em nenhuma das familias dessaa ordem, sugere-se a criagdo
de uma nova familia, Leandriaceae para abrigar o género Leandria;

As analises filogenéticas revelaram que ha vari¢des intraespecificas entre os isolados de
Leandria momordicae, 0 que sugere que possa haver mais de uma espécie, ou filotipos,
mas estudos adicionais devem ser realizados para confirmar a hipotese;

A descricdo morfolégica de Leandria mormodicae se assemelhou as primeiras
caracteristicas descritas do patégeno, que ocorreram ha mais de um século;

Um ne6tipo foi depositado no Herbario da Universidade de Vicosa (VIC) de onde
recebeu a codificacdo VICA4754.

Todas as espécies avaliadas quanto a reacdo a isolados de L. mormodicae se
comportaram como hospedeiras;

Abobrinha (C. pepo) e chuchu-de-vento (C. pedata) foram registradas como novas
hospedeiras naturais de L. momordicae, demonstrado via postulados de Koch;

Foram registradas trés novas hospedeiras experimentais de L. momordicae, abobora
moranga (Cucurbita maxima), maxixe (Cucumis anguria) e pepininho-do-mato
(Melothria pendula), baseado em inoculagdes artificiais, entdo, recomenda-se a observagéo

dessa associagdo na natureza, de modo a se confirmar cautelosamente sdo hospedeiras em

condi¢Oes naturais.



