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RESUMO

RIBEIRO, Ana Carolina Melo, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, fevereiro de 2022. Caracterizagdo morfolégica, molecular e
patogénica de isolados associados a fusariose em abacaxizeiro na regiao Norte
Fluminense. Orientador: Prof. Marcelo Vivas.

O género Fusarium € conhecido por provocar doencas em culturas de
importancia agricola, sendo a espécie F. guttiforme o agente causal da Fusariose
do abacaxizeiro. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar
isolados de Fusarium associados a Fusariose do abacaxizeiro, na regido Norte
Fluminense, por meio de analise morfoldgica, filogenética e patogénica. Para isto,
foram isolados e identificados fungos presentes em lavouras de abacaxi da regido
Norte Fluminense, feitas a caracterizacdo morfolégica e molecular dos isolados e
a avaliacao patoldgica dos isolados em frutos e folhas de abacaxizeiro. Amostras
de frutos com sintomas de Fusarium foram coletadas para o isolamento direto do
patdgeno. As caracteristicas morfologicas avaliadas foram coloracdo da colbnia,
diametro de macroconidios e microconidios, producéo de conidios e crescimento
micelial. A caracterizacdo molecular baseou-se em andlises multigénicas (tef-1a e
B-tubulina) por meio de inferéncia bayesiana. Em condi¢Bes controladas, a
caracterizacdo patolégica dos isolados foi avaliada em frutos e folhas D
destacadas de abacaxizeiro. Foram identificados 22 isolados de Fusarium em
lavouras de abacaxi no Norte Fluminense. Houve diferencas nas variaveis

morfoldgicas entre os isolados. Com base em andlises moleculares, a espécie F.
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guttiforme foi identificada infectando o abacaxi, assim como também a espécie F.
sp., sendo esta espécie ainda nédo relatada causando infec¢cdo no abacaxizeiro.
Houve diferencas patologicas entre os isolados inoculados. H& variacdo de
caracteristicas morfolégicas em isolados de Fusarium. Os isolados mais
patogénicos nos frutos foram CF/UENF 511, CF/UENF 512, CF/UENF 514,
CF/UENF 517, CF/UENF 518, CF/UENF 520, CF/UENF 521, CF/UENF 525,
CF/UENF 528, CF/UENF 529 e CF/UENF 532. E nas folhas foram CF/UENF 512,
CF/UENF 513, CF/UENF 518, CF/UENF 52 e CF/UENF 528. Tendo este estudo
como referéncia os isolados CF/UENF 511, CF/UENF 512, CF/UENF 518,
CF/UENF 525 e CF/UENF 528 sao os mais indicados para serem utilizados em

estudos de resisténcia genética.

Palavras-chave: Ananas comosus; Fusarium guttiforme; resisténcia genética.



ABSTRACT

RIBEIRO, Ana Carolina Melo, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, february de 2022. Morphological, molecular and pathogenic
characterization of isolates associated with fusariosis in pineapple in the North
Fluminense region. Advisor: Teacher Marcelo Vivas.

The genus Fusarium is known to cause diseases in crops of agricultural
importance and the species F. guttiforme is the causal agent of Fusarium disease
in pineapple. Thus, the objective of this work was to obtain and characterize
Fusarium isolates associated with Pineapple Fusarium disease, in the North
Fluminense region, through morphological, phylogenetic and pathogenic analysis.
For this, fungi present in pineapple crops in the North Fluminense region were
isolated and identified; the morphological and molecular characterization of the
isolates was carried out; and the pathological evaluation of the isolates in
pineapple fruits and leaves. Fruit samples with Fusarium symptoms were collected
for direct isolation of the pathogen. The morphological characteristics evaluated
were: colony color, diameter of macroconidia and microconidia, conidia production
and mycelial growth. Molecular characterization was based on multigenic analyzes
(tef-1a and B-tubulin) using Bayesian inference. Under controlled conditions, the
pathological characterization of the isolates was evaluated on detached pineapple
fruits and D leaves. 22 Fusarium isolates were identified in pineapple plantations
in Norte Fluminense. There were differences in the morphological variables among

the isolates. Based on molecular analyses, the species F. guttiforme was identified

X



as infecting pineapple, as well as the species F. sp., which has not yet been
reported to cause infection in pineapple. There were pathological differences
between the inoculated isolates. There is variation in morphological characteristics
in Fusarium isolates; The most pathogenic isolates in fruits were: CF/UENF 511,
CF/UENF 512, CF/UENF 514, CF/UENF 517, CF/UENF 518, CF/UENF 520,
CF/UENF 521, CF/UENF 525, CF/ UENF 528, CF/UENF 529, CF/UENF 532; And
on the sheets were: CF/UENF 512, CF/UENF 513, CF/UENF 518, CF/UENF 52,
CF/UENF 528; From this study, the CF/UENF 511, CF/UENF 512, CF/UENF 518,
CF/UENF 525 and CF/UENF 528 isolates are the most suitable for use in genetic

resistance studies.

Keywords: Ananas comosus; Fusarium guttiforme; genetic resistance.
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1. INTRODUCAO

Originario da América do Sul, o abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril)
pertence a familia Bromeliaceae. E uma frutifera de clima tropical e subtropical
muito apreciada mundialmente pela sua elevada importancia social e econdmica,
além disso, 0 seu aroma e sabor sao singulares, podendo ser utilizada tanto in
natura quanto industrializada (Franca-Santos et al., 2009; Souza, 2011).

No Brasil, esta entre as seis frutiferas mais cultivadas, com area plantada
de 65.049 ha em 2020 (IBGE, 2022), tendo alta relevancia econdmica para o
agronegaocio brasileiro. A cultura apresenta ainda importancia social pela geracéo
de emprego e renda, contribuindo para a permanéncia do homem no campo,
evitando, assim, o éxodo rural (Matos e Reinhardt, 2009). Contudo um dos
problemas fitossanitarios que mais interferem na produtividade sdo as doencas
ocasionadas pela presenca de microrganismos como os fungos, que atuam
reduzindo o desenvolvimento e a qualidade dos frutos (Granada et al., 2004;
Stepien et al., 2013; Berilli et al., 2014; Matos, 2019).

A doenca mais importante do abacaxizeiro é a fusariose, também
conhecida como gomose ou resinose, causada pelo agente etiolégico Fusarium
guttiforme Nirenberg e O‘Donnell (Aquije et al., 2010). Esse fungo pode infectar
mudas e frutos durante as fases de inflorescéncia e crescimento, com perdas
estimadas de 20% em mudas e de 30 a 40% nos frutos, acarretando reducao na
produtividade e na longevidade da cultura (Ventura e Costa, 2010). Os principais

sintomas nos frutos incluem descoloragdo marrom clara a escura do fruto,



exsudagcdo de goma, casca seca, podre ou afundada na parte infectada. Na
planta, as folhas infectadas apresentam podriddo seca, exsudagdo de goma,
necrose, curvatura do caule e clorose (Rohrbach e Schmitt, 1998).

Para reduzir a fusariose, séo feitos a integracdo de praticas culturais e o
controle quimico. A primeira etapa a ser feita € o uso de mudas sadias para
instalacdo de novos plantios, inspecfes perioddicas, erradicacdo de plantas com
sintomas e eliminacdo de restos culturais. Ja o controle quimico é feito por
pulverizacdes iniciadas 40 dias apos a inducao floral, posteriormente a aplicacao
é feita a cada 15 dias ap6s o fechamento total das flores (Sanches e Matos,
2013). Mas tal acao encarece os custos de producédo e reduz a qualidade que o
mercado demanda em razéo da presenca de residuos de produtos agroquimicos
em frutos, colocando em risco a saude dos consumidores. Por outro lado, 0 uso
de cultivares resistentes obtidas via programas de melhoramento genético é uma
estratégia de elevado potencial no controle da doenga, principalmente por reduzir
0s custos de producéo, obtencao de frutos livres de residuos de fungicidas e néo
ocasionar danos ao meio ambiente (Matos e Cabral, 2005; Vilaplana et al., 2018).

Para o abacaxizeiro, essa estratégia é de fundamental importancia em
virtude da alta suscetibilidade das atuais variedades comerciais a fusariose. No
entanto, antes de iniciar um programa de melhoramento, torna-se oportuno a
mensuracao da variabilidade dos patdgenos que atuam nesse patossistema. Com
isso, testes morfologicos e moleculares sédo utilizados para caracterizar a
diversidade de isolados e identificar qual patégeno esta infectando a cultura, haja
vista que espécies de Fusarium podem apresentar variabilidade genética
(Ranganathan e Balajee, 2000). Estes estudos sdo de suma importancia para 0s
programas de melhoramento visando a resisténcia a doencas e a determinar

estratégias que definem fontes de resisténcia ao patdgeno.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

= Obter e caracterizar isolados de Fusarium associados a fusariose do
abacaxizeiro, na regiao Norte Fluminense, por meio de analise morfologica,

filogenética e patogénica.
2.2. Especificos

= Caracterizar as espécies de isolados de Fusarium associados a fusariose
por meio de caracteristicas morfoldgicas;

= Verificar a patogenicidade dos isolados em frutos e folhas D de
abacaxizeiro; e

= Inferir as relacdes filogenéticas de isolados de Fusarium associados ao

abacaxizeiro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Origem, aspectos botanicos e propagacao da espécie Ananas comosus
L. Merril

O abacaxizeiro € uma angiosperma monocotileddnea, herbacea, perene,
gue pode alcancar 1,5 m de altura (Ferreira et al., 2011), pertencente a familia
Bromeliaceae, @ compreendendo 56 géneros e 3.000 espécies (Versieux e
Wendt, 2007). A maioria das cultivares de abacaxizeiro pertence a espécie
Ananas comosus L. Merril, planta alégama, diploide, com 2n=2x=50
cromossomos (Cotias-de-Oliveira et al., 2000). A planta caracteriza-se por ter
caule grosso e curto, cujas folhas se desenvolvem ao redor em forma de calhas,
nessa mesma haste saem raizes adventicias que configuram um sistema
radicular fasciculado que pode chegar até 30 cm (Zamperlini, 2010).

O centro de origem global da cultura do abacaxi esté localizado na América
Tropical e Subtropical. O Brasil € um dos maiores centros de diversidade genética
de abacaxi do mundo, podendo ser encontrado na forma silvestre ou cultivada. As
cultivares mais utilizadas no pais sdo Pérola, seguida por Smooth Cayenne, Jupi
e MD-2 (Matos et al., 2009; Santos et al., 2014). Existe também um incremento na
producdo de hibridos resistentes a fusariose como a BRS Imperial e BRS Vitéria
(Cunha, 2007; Clement et al., 2010; Berilli et al., 2011).

As folhas do abacaxizeiro sdo denominadas conforme seu formato e

posi¢éo, sendo classificadas da mais externa para interna como A, B, C, D, E e F,
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entre elas, a folha D € essencial do ponto de vista de andlise por ser a mais
comprida e jovem dentro das adultas e fisiologicamente mais ativa na planta
(Oliveira et al.,, 2011; Oliveira et al.,, 2015). Ademais, outra caracteristica
preponderante nesse género € a presenca de frutos do tipo sincarpo, formado
pela aderéncia de frutos individualmente unidos uns aos outros (Reinhardt, 2000).
O fruto do abacaxizeiro é caracterizado por um aglomerado de pequenos frutos
denominados gomos em volta de um eixo central, sendo cada “olho” da casca do
abacaxi um fruto auténtico proveniente de uma flor, e essa fusdo é chamada de
infrutescéncia, no topo é formada a coroa (Sanches e Matos, 2013).

A propagacdo do abacaxizeiro pode ser feita de forma sexuada por
sementes e assexuada por mudas, utilizando a coroa, filhote, rebentéo, filhote
rebentdo. Também pode ser propagado principalmente pela destruicdo do
meristema apical, seccionamento do caule, cultura de tecidos e tratamento
guimico durante a diferenciacéo floral (Moraes et al., 2007; Reinhardt et al., 2018).
Contudo, comercialmente, a propagacao sexual ndo € viavel, pois as sementes
geralmente sdo abortadas em razdo de as variedades de abacaxi serem
autoincompativeis e/ou apresentarem baixa fertilidade (Cabral et al., 1999, 2003).
De acordo com D’Eeckengrugge et al. (1993) e Leal (1995), a
autoincompatibilidade no abacaxi se deve a inibicdo do crescimento do tubo
polinico apo6s a fecundacdo, que € determinada pelo sistema gametofitico,
controlado pelo loco S com mdltiplos alelos. Segundo esses autores, a ocorréncia
natural de formacdo de sementes em algumas variedades é decorrente da
autocompatibilidade, sendo a polinizacdo feita por aracnideos, insetos ou

passaros.

3.2. Importancia socioecondmica

O abacaxizeiro tem elevada importancia econémica e social, € uma cultura
plantada em mais de 60 paises, os maiores produtores mundiais de abacaxi, em
milhdes de toneladas, sdo: Filipinas (2,70), Costa Rica (2,62), Brasil (2,45),
Indonésia (2,44), China (2,22), Tailandia (1,53) e Nigéria (1,50). A producdo do
Brasil esta distribuida em uma area colhida de 64.787 mil ha (FAO, 2022). Os
maiores produtores brasileiros sdo Minas Gerais, Paraiba, Para e Rio de Janeiro.

A regidao Norte Fluminense responde por quase a totalidade da producédo do
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estado do Rio de Janeiro, destacando-se os municipios de Sdo Francisco de
Itabapoana, Campos dos Goytacazes e Séao Joao da Barra (IBGE, 2022).

Entre as varias cultivares de abacaxi, estima-se que 70% da producédo
mundial seja proveniente da variedade Smooth Cayenne. No Brasil, a variedade
mais plantada é a Pérola, a mais consumida em virtude das suas caracteristicas
superiores de polpa e acgucares. Além da variedade Pérola, a variedade Smooth
Cayenne também € plantada, essa cultivar atende o mercado externo, que tem
preferéncia por polpa de cor mais intensa e sabor acido (Cabral, 1999; Granada et
al., 2004, Santos et al., 2014).

A agroindustria do abacaxi tem tido amplo avanco por ser consumido de
diversas formas como in natura, cristalizada, congelada, enlatada, compotas,
polpas, sorvetes, em picles, bolos, cremes, xarope, vinho, licor, vinagre e
aguardente, além de servir de matéria-prima para extrair alcool e racdo animal
(Tsuji, 2012; Benitez et al., 2012).

O abacaxizeiro também tem grande importancia por absorver mao de obra
do meio rural, gerando fonte de renda e propiciando a permanéncia do homem no
campo, evitando, dessa forma, o éxodo rural (Teixeira, 2001). Além disso, a
cultura € responsavel pela geracdo de empregos nas industrias de beneficiamento
do fruto (Souza e Souza, 2000; Reinhardt e Alves, 2003; Parente et al., 2014;
Pereira et al., 2015).

3.3. Diversidade genética e o melhoramento de plantas

O melhoramento genético do abacaxizeiro no mundo tem como principais
objetivos desenvolver cultivares mais produtivas e de qualidade superior de fruto.
Brasil, os programas de melhoramento visam ao desenvolvimento de hibridos
resistentes a fusariose, também com caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
de acordo com as necessidades dos consumidores (Viana et al., 2013).

Morfologicamente, buscam-se gendtipos com crescimento acelerado,
rebentdo precoce fixado na base da planta, folhas com poucos espinhos ou
auséncia nas extremidades dos seus bordos, fruto cilindrico, casca amarela,
pouco fibrosa, alto teor de sdlidos sollUveis totais (brix maior que 16°), acidez

moderada, elevado teor de &cido ascorbico e coloracdo mais atrativa, genotipos



com capacidade para uso ornamental e adaptavel ao sistema de producao
integrado (Cabral et al., 1999; Cunha, 2007; Viana et al., 2013; Berilli et al., 2014).

Além da fusariose, a cultura do abacaxi tem outras questdes que devem
ser objeto de estudo em programas de melhoramento, incluindo a murcha ligada a
cochonilha (Dysmicoccus brevipes) e a identificacdo de gendtipos tolerantes a
floracdo natural, pois sdo impasses de interesse econdmico (Cabral et al., 1999).
Segundo Crestani et al. (2010), os primeiros trabalhos  sobre o melhoramento
genético do abacaxizeiro foram feitos na Flérida (EUA) a partir da década de 70,
objetivando obter cultivares mais adaptadas as condicdes locais e melhorar a
gualidade do fruto para industrializacdo. Posteriormente, outras pesquisas foram
desenvolvidas no Havai (EUA), Austréalia, Taiwan, Filipinas, Malasia, Africa do Sul,
Porto Rico, Brasil, Venezuela, Okinawa, Cuba, Costa do Marfim e Martinica
(D’Eeckengrugge e Leal, 2003; Crestani et al., 2010).

No Brasil, o maior programa de melhoramento genético do abacaxizeiro é
desenvolvido pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Mandioca e
Fruticultura), situada em Cruz das Almas (BA), desde 1978 (Cabral et al., 1999;
Crestani et al., 2010). A empresa mantém mais de 600 acessos no banco de
germoplasma, divididos em espécies e variedades botanicas do género Ananas.
Esse acervo tem potencial para identificar e gerar novas cultivares em razéo da
significativa variabilidade genética. Pesquisas sobre a variagdo podem auxiliar os
programas de melhoramento com o objetivo produzir novos hibridos comestiveis
e ornamentais (Souza et al., 2012).

Grande parte dos programas de melhoramento do abacaxizeiro faz
cruzamentos entre grupos distintos e de interesse econdmico para obtencdo de
hibridos viaveis, além de explorar a heterose. E comum uma grande producédo de
populacdes hibridas, cujos cruzamentos envolvem uma cultivar local e um
parental que apresente caracteristica de interesse a ser incorporada na cultivar
local, para assim aumentar as chances de sucesso na selecdo de gendtipos
promissores.

A selecdo deve ser baseada em metodologias que possam reproduzir 0s
sintomas da fusariose por meio de testes com inocula¢do controlada do patégeno
no hospedeiro, para assimilar os aspectos fitopatogénicos dos fungos. Assim, a
caracterizacdo de genotipos com o objetivo de avaliar a variabilidade genética é a

primeira etapa para definir qual estratégia serd adotada para iniciar um programa
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de melhoramento, que tem como objetivo desenvolver cultivares resistentes a

fusariose e, com isso, reduzir perdas na producao (Castro et al., 2008).

3.4. Fusariose do abacaxizeiro

A fusariose, também conhecida como resinose fangica ou gomose, ganha
destaque por ser a doenga mais importante e destrutiva do abacaxizeiro (Souza et
al., 2016), provocando perdas de até 20% em mudas e de 30 a 40% nos frutos,
podendo alcancar 100% da producao (Ventura et al., 2009; Matos et al., 2011). A
doenca foi relatada a nivel mundial pela primeira vez na Argentina em 1954
(Rohrbach, 1994). No Brasil, foi encontrada em S&o Paulo, na variedade Smooth
Cayenne, tendo sido associada a Fusarium sp., e se dispersou para todas as
regides produtoras por meio do material propagativo infectado. Adiante, o
patogeno foi identificado como Fusarium moniliforme Sheld. var. subglutinans Wr.
e Reink. (Pissarra et al., 1979).

Em 1983, ap0s a observacdo das caracteristicas fisiologicas e
morfologicas, 0 agente etiologico do abacaxizeiro foi classificado como Fusarium
subglutinans (Wollenw. e Reinking) P. E. Nelson, Toussoun e Marasas (Ploetz,
2001). Adiante, isolados de F. subglutinans de abacaxizeiro e de outros
hospedeiros foram submetidos a testes de inoculacdo cruzada, tendo sido
constatado que a populacdo que causa essa doenca no abacaxizeiro é especifica,
0 que resultou em uma forma specialis, classificada como F. subglutinans f. sp.
ananas Ventura, Zambolim e Gilbertson (Ventura et al., 1993).

Posteriormente, foram feitas analises de sequéncias de DNA de
fragmentos dos genes que codificam a menor subunidade mitocondrial (MtSSU)
do DNA ribossémico (rDNA), B-tubulina (tub2), calmodulina (cmdA) e fator de
alongamento de traducdo 1-a (tefl) e a subunidade 28S do rDNA, tendo sido
constatado que o agente etiologico da fusariose do abacaxizeiro pertence a uma
Unica espécie, que foi chamada Fusarium guttiforme Nirenberg e O’Donnell
(Nirenberg e O’Donnell, 1998). Jacobs et al. (2010) avaliaram isolados de
Fusarium obtidos em frutos de abacaxizeiro do Brasil e da Africa do Sul, assim
como ambém outras espécies do complexo Gibberella fujikuroi (GFSC). Apos
analises de relacdes filogenéticas e morfologicas, constatou-se que isolados

africanos representam uma espécie diferente dos isolados brasileiros, tendo sido



classificada como Fusarium ananatum sp. nov. Os sintomas relacionados a F.
guttiforme e F. ananatum eram semelhantes, porém  menos severos em F.
ananatum.

Yilmaz et al. (2021) redefiniram os limites das espécies pertencentes ao
FFSC, tendo feito analises morfolégicas e filogenéticas baseadas em fragmentos
parciais dos genes tub2, cmdA, tefl, a maior subunidade da RNA polimerase
(rpbl) e a segunda maior subunidade da RNA polimerase Il (rpb2). Como
resultados, identificaram trés novas espécies, as quais foram delimitadas no
FFSC. Duas dessas filoespécies foram agrupadas no clado africano e uma no
clado americano. Epitopos também foram denominados para seis espécies de
FFSC anteriormente descritas, abrangendo F. proliferatum e F. verticillioides, e
um nedtipo designado para F. subglutinans. Ademais, tanto F. acutatum e F.
ophioides, publicados anteriormente de forma invalida, foram validados.

Embora ainda ndo haja conhecimento da sua fase teleomoérfica, o F.
guttiforme faz parte do complexo FFSC, o qual se refere a um conjunto particular
de espécies de Fusarium que tém caracteristicas morfolégicas similares, o que
dificulta sua diferenciacdo. O complexo é formado por 12 espécies bioldgicas com
o teleomorfo descrito (Nirenberg e O'donnell, 1998; Jacobs et al., 2010; Hove et
al.,, 2011; Scauflaire et al., 2011). De acordo com Ventura (2000), a espécie
produz macroconidios hialinos, caracterizados por terem células basais e apicais
diferenciadas, que sao utilizadas na taxonomia das espécies. O género também
tem microconidios, geralmente ovoides ou cilindricos, porém as caracteristicas
principais deste patdgeno sdo a producdo de microconidios em polifidlides,
sempre em falsas cabecas, e auséncia de clamidésporo. Em meio nutritivo de
batata-dextrose-agar, F. guttiforme apresenta inicialmente um micélio branco, que
passa a rosa alaranjado, alcancando, algumas vezes, coloracéo violeta.

A fusariose € uma das doencas mais graves do abacaxizeiro, pois ela
ocorre em todos os estaddios de desenvolvimento, infectando mudas e
principalmente os frutos, podendo também afetar toda a planta. Em estadio de
desenvolvimento vegetativo, 0s sintomas caracterizam-se por lesdes no tergo
inferior do caule e nas folhas dessa area com infeccdo restrita na parte basal ndo
clorofilada. Os tecidos da regido clorofilada tornam-se mais resistentes quando
atingem a maturidade. Apds o desenvolvimento da lesdo no caule, acontece uma

reducdo no fluxo da seiva, resultando em clorose, murcha, enfezamento e morte
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de planta. Ademais, a planta infectada consegue expressar também sintomas
como reducdo no comprimento das folhas, morte do meristema apical,
encurtamento e curvatura do caule, afunilamento da planta e morte (Ventura e
Zambolim, 2002; Joy e Sindhu, 2012).

No material propagativo, os sintomas mais comuns sao lesdo no caule,
infeccdo na parte aclorofilada e exsudagdo de goma. No fruto, incluem
descoloracdo marrom claro a escuro, casca seca, apodrecimento na regido
infectada e exsudacdo da goma (Jacobs et al., 2010). O periodo critico para
infeccdo acontece apos a inducdo floral até o final da antese. A associacdo de
temperaturas abaixo de 23°C com elevadas precipitacbes pluviais durante a
inducéo floral até a colheita propicia a incidéncia da doenca (Ventura e Zambolim,
2002; Matos e Reinhardt, 2009; Joy e Sindhu, 2012).

Semelhante ao que foi observado na Africa do Sul, distintas espécies de
Fusarium podem estar ligadas a fusariose do abacaxizeiro no Brasil em razdo da
elevada diversidade e de diferentes linhagens filogenéticas detectadas pelos
genes tefl, tub2 e cmdA em populacdes brasileiras (Soares, 2011; Tsuji, 2012).
Todavia, estes estudos nédo foram finalizados, dessa forma, o F. guttiforme € o

patdgeno da fusariose do abacaxizeiro no Brasil, mas ndo absolutamente o Unico.

3.5 Caracterizacédo Molecular

Os fungos fitopatogénicos sdo caracterizados por pertencerem a um grupo
no qual os organismos tém morfologia e posicionamento filogenético diversificado
(Massola Junior e Krugner, 2018). Com isso, a caracterizacdo molecular foi
utilizada para suprir os obstaculos encontrados nas analises taxonémicas com o
uso de métodos tradicionais (Marin-Felix et al., 2017; Marin-Felix et al., 2019).

Para a caracterizacdo molecular de espécies de Fusarium, sdo comumente
usadas a impressao digital genética (Klittich et al., 1997; Savelkoul et al., 2001) e
técnicas de sequenciamento de DNA (Schilling et al., 1996; Kristensen et al.,
2005) para identificacdo de espécies. Ambas as técnicas sao baseadas na reacao
em cadeia da polimerase (PCR) (Guarro et al., 1999) para determinar a variagdo
entre as espécies e fornecer as informacgdes sobre relagdes genéticas, taxonomia,
estrutura populacional, epidemiologia e identidade de espécies, forma specialis,

racas e cepas (Donaldson et al., 1995).
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A impressao digital de DNA é comumente empregada para investigar a
variabilidade genética dentro da populacdo fungica, especialmente quando
associada a doencas. A maioria das técnicas comuns de impressdo digital de
DNA sdo DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD) (Guarro et al.,
1999), comprimento do fragmento amplificado polimorfismo (AFLP) (Savelkoul et
al., 1999; Groenewald et al., 2006 ) e combinag&do de comprimento de fragmento
de restricdo analises de polimorfismo (RFLP) e PCR (RFLP-PCR) (Guarro et al.,
1999; Taylor et al., 1999).

As espécies dentro de um complexo podem ser distinguidas com base em
informacBes de sequéncia de DNA e andlise filogenética (Kvas et al., 2009). A
analise filogenética é usada para estudar a taxonomia de muitos fungos ou a
relacdo de um grupo de fungos, de ancestral a seu descendente. A relacao
evolutiva entre os grupos de fungos pode ser prevista a partir da arvore
filogenética (Leslie e Summerell, 2006).

A analise filogenética possibilita a taxonomia através do arranjo de dois ou
mais genes que tenham sinal filogenético. Este conjunto de dados pode ser
empregado para inferéncias filogenéticas e/ou estudos de populacdes. A analise
filogenética provou ser bastante util para delimitar com precisdo espécies do
género Fusariume, assim, o conceito de espécie filogenética revolucionou a
taxonomia de fungos (O’Donnell et al., 2010).

Para identificacdo e a relacdo filogenética de espécies de Fusarium, a
similaridade de sequéncia de um ou mais loci é importante para distinguir as
espécies (Leslie et al., 2007). Genes e regifes comuns sdo utilizados para fazer
essa distincdo, entre eles, a regido do espacador interno transcrito (ITS), B-
tubulina, tef-1a, regido espacadora intergénica (IGS), tipos de acasalamento
(MAT-1, MAT-2), calmodulina e histona H3 (Hennequin et al., 1999; Rakeman et
al., 2005).

O complexo de espécies de Fusarium fujikuroi (FFSC) inclui mais de

60 espécies filogenéticas (filoespécies) com importancia fitopatolégica e
clinica. Devido a sua relevancia econbmica, uma taxonomia e
nomenclatura estaveis sdo cruciais para as espécies no FFSC. No
entanto varias espécies filogeneticamente distintas dentro deste complexo

ainda nao foram oficialmente nomeadas (Yilmaz et al., 2021).
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O estudo filogenético baseado em multiplos genes tem sido amplamente
utilizado, especialmente para determinar as espécies em FFSC (O'Donnell et al.,
1998; O'Donnell et al., 2000). O'Donnell et al. (1998) utilizaram sequéncias de [3-
tubulina, regido ITS2 e mtSSU rDNA, para analisar 45 espécies dentro deste
complexo de espécies. Analise filogenética de combinagcdo conjuntos de dados
revelou que 26 foram resolvidos como novas espécies filogenéticas. Por
sequenciamento do gene tef-1a, F. verticillioides, F. proliferatum, F. oxysporum, F.
cf. bullatum, F. thapsinum e dois isolados foram identificados como novas
espécies de Fusarium (Rahjoo et al., 2008). Sequéncias de ITS, regidao IGS e B-
tubulina tém sido utilizadas para estudar relacdo filogenética de F. poae, F.
sporotrichioides e F. langsethiae.

Espécies do complexo FFSC e culturas representativas de varias espécies
foram examinadas combinando analises morfologicas e filogenéticas com base
em fragmentos parciais de genes do tef-1a, B-tubulina, calmodulina (cmdA), RNA
a maior subunidade da polimerase (rpbl) e a segunda maior subunidade da RNA
polimerase (rpb2). Com base nesses resultados, trés novas espécies foram
delimitadas no FFSC (Yilmaz et al., 2021).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliagéo da variabilidade dos isolados de Fusarium
4.1.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido na Clinica Fitossanitaria da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, localizada em Campos dos

Goytacazes — Rio de Janeiro.

4.1.2 Coletados Isolados

Frutos de abacaxizeiro com sintomas de fusariose, dos quais foram obtidos
os isolados, foram coletadas em algumas localidades produtoras de abacaxi nos
municipios de Campos dos Goytacazes e Sdo Francisco de Itabapoana (Tabela
1). Os frutos com sintomas caracteristicos da doenca foram coletados
aleatoriamente entre os meses de maio e junho de 2020, identificados e

acondicionados até o momento do isolamento monospaorico.
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Tabela 1. Origem dos isolados obtidos de frutos de abacaxizeiro.

Isolado Local de coleta
CF/UENF 511 - F1 Imburi de Campos - Séo Francisco de Itabapoana
CF/UENF 512 - F2 Imburi de Campos - Séo Francisco de Itabapoana
CF/UENF 513 - F3 Imburi de Campos - Séo Francisco de Itabapoana
CF/UENF 514 - F4 Alegria dos Anjos - Séo Francisco de Itabapoana
CF/UENF 515 - F5 Séo Paulinho - Sao Francisco de Itabapoana
CF/UENF 516 - F6 Santa Rita - Sao Francisco de Itabapoana
CF/UENF 517 - F7 Faxina (Local I) - S&o Francisco de Itabapoana
CF/UENF 518 - F8 Faxina (Local Il) - S&o Francisco de Itabapoana
CF/UENF 519 - F9 Bom Jardim (Local 1) - S&o Francisco de Itabapoana
CF/UENF 520- F10 Bom Jardim (Local Il) - S&o Francisco de Itabapoana
CF/UENF 521 - F11 Travesséo de Barra - Sao Francisco de Itabapoana
CF/UENF 522 - F12 Volta Redonda - Sdo Francisco de Itabapoana

CF/UENF 523 - F13 Barra de Itabapoana (Local I) - S&o Francisco de Itabapoana
CF/UENF 524 - F14 Barra de Itabapoana (Local 1) - Sado Francisco de Itabapoana

CF/UENF 525 - F15 Valédo Seco - Séo Francisco de Itabapoana

CF/UENF 526 - F16 Quatro Bocas - Séao Francisco de Itabapoana
CF/UENF 527 - F17 Retiro (Local I) - S&o Francisco de Itabapoana
CF/UENF 528 - F18 Retiro (Local Il) - S&o Francisco de Itabapoana

CF/UENF 529 - F19  Assentamento Zumbi V (Local I) - Campos dos Goytacazes
CF/UENF 530 - F20 Assentamento Zumbi V (Local 1) - Campos dos Goytacazes
CF/UENF 531 - F21 Assentamento Zumbi V- Campos dos Goytacazes
CF/UENF 532 - F22 Assentamento Zumbi V- Campos dos Goytacazes

4.1.3 Isolamento de Fusarium em frutos de abacaxizeiro

Para o isolamento do fungo, os segmentos de frutos lesionados foram
inicialmente desinfestados superficialmente por imersdo em éalcool 70% por um
minuto, solucdo de hipoclorito de sodio a 1%, agua destilada esterilizada.
Posteriormente, os fragmentos foram secos em papel filtro e transferidos para
meio BDA (batata dextrose e agar), onde permaneceram por sete dias, a
temperatura de 25 °C. ApoOs este periodo, foi feita a identificacdo do agente causal
por observacdo microscopica. Uma vez identificado o agente causal, foram
obtidas as culturas monosporicas dos isolados, com o intuito de purificar a estipe.
As culturas monosporicas obtidas dos isolados foram armazenadas em tubos de

ensaio com meio de BDA em refrigerador (10 °C).
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4.1.4 Caracterizagdo morfologica dos isolados de Fusarium

bY

Os isolados foram caracterizados morfologicamente quanto a coloracéo,
crescimento micelial e produc@o de conidios, utilizando o meio nutritivo Batata
Dextrose Agar - BDA (200 g de batata, 20 g dextrose, 20 g de agar e 1000 ml de
agua destilada). O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente
Casualizados (DIC), com trés placas, sendo cada repeticdo composta por uma
placa contendo meio BDA e um disco do fungo de seis mm de diametro de
cultura. O didametro dos conidios foi avaliado em meio nutritivo sintético agarizado
- SNA (1 g de KH2PO4; 1 g de KNO3; 0,5 g de MgS04.7H20; 0,5 g de KCI; 0,2 g
de glicose; 0,2 g de sacarose; 20 g de agar; e 1000 ml de &gua destilada). As
placas permaneceram incubadas em temperatura ambiente (25 * 2°C).

Para a caracterizacado morfoldgica, foram avaliados:

4.1.4.1 Coloragéo das colbnias

Os isolados foram cultivados em meio nutritivo BDA, e a avaliacdo da
coloracdo das colbnias foi feita apds nove dias de crescimento, observando a

frente e o reverso das coldnias.

4.1.4.2 Crescimento micelial

O crescimento micelial dos isolados foi mensurado com paquimetro digital,
através da média de mensuracbes do diametro da colénia em dois eixos
ortogonais, aos nove dias de crescimento, quando o primeiro isolado atingiu o
diametro total da placa de Petri. Esses isolados foram cultivados em BDA, em
temperatura ambiente de 25 + 2 °C. Foram avaliadas, para cada isolado, trés

placas com col6nias do fungo. Cada placa de Petri foi considerada uma repeticao.

4.1.4.3 Producéo de conidios

A avaliacdo da producgéo de conidios dos isolados foi feita sobre o meio de
cultura BDA. A andlise da producdo de conidios foi feita pela contagem de
microconidios em camara de Neubauer ao final de cada avaliacdo do crescimento
micelial. Foram retirados quatro discos de micélio de seis milimetros de diametro

das bordas das colOnias de cada repeticdo e transferidos para tubos de ensaio
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contendo 20 ml de &gua destilada estéril, agitados para promover o

desprendimento dos conidios.

4.1.4.4 Tamanho dos conidios

O tamanho dos conidios foi avaliado nos isolados crescidos em meio
nutritivo SNA. Foram mensurados o comprimento e a largura de 25 macroconidios
e 25 microconidios, de cada isolado, em Iaminas de microscopia coradas com
azul de bromofenol. O comprimento e a largura dos conidios foram mensurados
utilizando ocular micrométrica tipo Bresser®, acoplada ao microscopio 6ptico
Opton® na objetiva de 20x2x.

4.2 Patogenicidade de isolados
4.2.1 Patogenicidade de isolados em frutos de abacaxizeiro

Frutos sadios de abacaxizeiro foram adquiridos no mercado local para
inoculacéo dos isolados. Os frutos foram desinfetados com hipoclorito de sddio a
1% por trés minutos, enxaguados com agua destilada esterilizada e secos em
temperatura ambiente 25 + 2 °C.

A inoculacéo foi feita pelo método de ferimento com palito contaminado,
tendo trés palitos estéreis sido colocados em placas de BDA com um disco do
isolado de seis milimetros de diametro. As placas foram incubadas a 25 = 2 °C
por sete dias no laboratério até que os palitos estivessem totalmente colonizados
por micélios.

Para cada isolado, foram utilizados dois frutos em que foram inseridos trés
palitos por fruto, obtendo, assim, seis repeticdes de cada isolado. A inoculacéo foi
feita por um ferimento dos frutos com um palito estéril, com distancia de trés
centimetros para cada ferimento. Em seguida, os palitos colonizados com o
micélio foram inseridos na area ferida e deixados intactos até o final do
experimento. O controle foi feito com os mesmos frutos que foram inoculados,
mas foi utilizado um palito esterilizado, sem indéculo.

Para manter a umidade do local, foram colocados recipientes ho ambiente
com chumaco de algoddo umedecido. Os frutos inoculados foram transferidos

para camara de crescimento a 27 °C, com umidade de 70 a 80%. Duas semanas
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apos a inoculagdo, os frutos foram cortados verticalmente e lesées marrons ao
redor das areas inoculadas foram observadas e avaliadas. A avaliagdo das lesfes
nos frutos foi baseada na medicdo do diametro da lesdo (mm), em dois eixos
ortogonais, com o auxilio de paquimetro digital. No final do periodo de
observacgao, foi feito o reisolamento de Fusarium dos frutos infectados para
confirmar os postulados de Koch.

4.2.2 Patogenicidade de isolados em folhas D destacadas de abacaxizeiro

Folhas D foram destacadas de plantas sadias de abacaxizeiro para
inoculagdo dos isolados. As folhas foram desinfetadas com hipoclorito de sédio a
1% por trés minutos, enxaguadas com agua destilada esterilizada e secas em
temperatura ambiente 25 £ 2 °C.

A inoculagéo foi feita pelo método do ferimento com palito contaminado,
tendo trés palitos estéreis sido colocados em placas de BDA com um disco do
isolado de seis milimetros de diametro. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C
por sete dias no laboratdrio até que os palitos estivessem totalmente colonizados
pelos micélios.

Para cada isolado, foram utilizadas duas folhas em que foram inseridos trés
palitos por folha, obtendo, assim, seis repeticdes de cada isolado. A inoculagao foi
feita pelo ferimento das folhas com um palito estéril, com distancia de trés
centimetros para cada ferimento. Em seguida, os palitos colonizados com o
micélio foram inseridos na area ferida e deixados intactos até o final do
experimento. O controle foi feito com os mesmos frutos que foram inoculados,
mas foi utilizado um palito esterilizado sem indculo.

Para manter a umidade do local, foram colocados chumacos de algodao
umedecido no interior do plastico. As folhas inoculadas foram transferidas para
camara de crescimento a 27 °C, com umidade de 70 a 80%. Duas semanas apds
a inoculacéo, foram observadas e avaliadas les6es marrons ao redor das areas
inoculadas. A avaliacdo das lesBes nas folhas foi baseada na medicdo do
diametro da lesdo (mm), em dois eixos ortogonais, com o0 auxilio de um
paquimetro digital. No final do periodo de observagéo, foi feito o reisolamento de

Fusarium das folhas infectados para confirmar os postulados de Koch.
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4.3 Andlise estatistica

Para producdo de conidios e patogenicidade dos isolados, foi testada a
normalidade dos residuos pelo teste Shapiro-Wilk a 5% de significancia.
Atendendo o pressuposto, foi feita a andlise de variancia a 5% de significancia
para o teste F e, quando constatada diferenca, foi aplicado o agrupamento de
médias pela metodologia do teste de Scott-knott, também a 5% de significancia,
utilizando o programa R (R Core Team, 2014).

Os dados de crescimento micelial foram analisados utilizando o teste ndo
paramétrico Kruskall-Wallis, e a comparacdo de médias foi feita utilizando o teste
de Nemenyi a 5% de probabilidade, para tal foi utilizado o programa R (R Core
Team, 2014).

4.4 Caracterizacao molecular

4.4.1 Extracdo de DNA e Sequenciamento

O DNA gendmico dos fungos foi obtido de acordo com o protocolo de
extracdo descrito por Pinho et al. (2013), utilizando o kit comercial da Promega
(WizardGenomic DNA Purification Kit). A quantificagdo ocorreu utilizando
fluorimetria (Qubit®), segundo recomendacbes do fabricante. Apos a extracao e
guantificacdo, o DNA permaneceu armazenado a -18 °C até sua utilizacao.

A PCR (polymerase chain reaction) das regides, fator de alongamento de
traducdo 1-a (tefl) e B-tubulina (tub2) foram amplificadas usando primer e
condicBes estabelecidas por lbrahim et al. (2017).

O gene tefl e tub2 foram os genes selecionados. Os primers usados para
regido de tefl foram Ef-1 (5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef-2 (5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) (O’Donnell et al., 1998). O termociclador foi
programado para desnaturacao inicial por trés minutos a 95 °C; 30 ciclos de 30
segundos a 94 °C - desnaturacédo, 30 segundos a 55 °C - anelamento; um minuto
a 72 °C - extensao; e a extensao final por um periodo de 10 minutos a 72 °C.

Para a regido tub2, foram utilizados os primers T1 (5-
AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3) e T2 (5-TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG-3’)
(O’Donnell et al., 2000), nas condi¢des: desnaturacao inicial por dois minutos a 96

°C; 30 ciclos de um minuto a 94 °C — desnaturagdo, um minuto a 52 °C —
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anelamento, 45 segundos a 72 °C — extensdo; e a extensao final por periodo de
dez minutos a 72 °C.

Os fragmentos de DNA foram amplificados no termociclador (Veriti®
Thermal Cycler). ada reagéo continha 50 ng de DNA, tampédo PCR 1x, 1.0 U de
Taqg polimerase, 0,2 uM de primers, 0.2 mM de cada dNTP, 1.0 mM de MgCly,
com o volume final de 25 ul. Os produtos da amplificacdo da PCR foram visualiza
dos em gel de agarose 1% (p/v) com o marcador de massa Kasvi DNA Ladder,
RTU modelo K9-100 L.

Os produtos da PCR ficaram incubados em um termobloco por duas horas
a 60 °C até a completa secagem e encaminhados para a empresa ACTGene
Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil), a qual fez a purificacdo e o
sequenciamento.

As sequéncias de nucleotideos foram editadas e corrigidas manualmente
guando necessario com o auxilio do software DNA Dragon (Hepperle, 2011). O
arranjo dos nucleotideos em posicbes ambiguas também foi corrigido utilizando
as sequéncias dos primers no sentido 5-3 e 3'-5’. Para a identificacdo dos
isolados, foram obtidas sequéncias das regides de tefl e tub2, oriundas de artigos

cientificos e depositadas do GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov). As analises

conduzidas foram baseadas em trabalhos anteriores para o género Fusarium
(Tabela 2).



Tabela 2: Nimeros de acesso do GenBank de sequéncias de DNA de Fusarium.

Espécie Isolado tefl tub2 Hospedeiro Referéncias
F. agapanthi CBS 100193 MW401959 MwW402160 Agapanthus praecox Yilmaz et al., (2021)
NRRL 544637 KU900630 KU900635 Agapanthus sp. Edwards et al. (2016)
F. andiyazi CBS 119856 MN533989 MN534081 Sorghum grain Yilmaz et al., (2021)
CBS 1198577 MN193854 LT996113 Sorghum bicolor soil debris Laraba et al. (2020)
F. anthophilum CBS 108.92 MW401965 MW402166 Hippeastrum leaf Yilmaz et al.,(2021)
CBS 222.765" MwW402114 MW402312 Euphorbia pulcherrima stem Yilmaz et al., (2021)
F. awaxy CBS 119831 MN534056 MN534108 Environmental Yilmaz et al., (2021)
LGMF 19307 MG839004 MG839013 Rotten stalks of Zea mays Crous et al. (2019)
F. bactridioides CBS 1000577 MN533993 MN534112 Cronartium conigenum Yilmaz et al., (2021)
NRRL 20476 AF160290 U34434 Cronartium conigenum O’Donnell e Cigelnik (1997),
F. bulbicola CBS 220.76" KF466415 KF466437 Nerine bowdenii bulb Proctor et al. (2013), Yilmaz et al., (2021)
NRRL 13618 AF160294 U61546 Desconhecido O'Donnell (1999)
F. circinatum CBS 405.97"7 MN533997 MN534097 Pinus radiata Yilmaz et al., (2021)
CBS 100197 MW401960 MW402161 Pinus taeda Yilmaz et al., (2021)
F. denticulatum CBS 406.97 MN533999 MN534067 Ipomoea batatas Yilmaz et al., (2021)
CBS 407.97" MN534000 MN534068 Ipomoea batatas Yilmaz et al., (2021)
F. dlaminii CBS 175.88 MN534002 MN534138 Zea mays Yilmaz et al., (2021)
CBS 1198607 MW401995 MW402195 Vegetacdo Yilmaz et al., (2021)
F. fredkrugeri CBS 408.97 MW402126 MwW402324 Solo Yilmaz et al., (2021)
CBS 144209 LT996097 LT996118 Metania acuminada rhizophere  Sandoval-Denis et al. (2018)
F. guttiforme CBS 409.97" MT010999 MT011048 Ananas comosus Yilmaz et al., (2021)
NRRL 22945 AF160297 U34420 Ananas comosus O’Donnell e Cigelnik (1997),
F. konzum CBS 119847 MWA401990 MwW402190 desconhecido Yilmaz et al., (2021)
CBS 119849™ LT996098 MN534095 Sorghastrum nuttans Yilmaz et al., (2021)

0¢
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Espécie Isolado tefl tub2 Hospedeiro Referéncias
F. lactis CBS 411.97F" MN193862 MN534077 Ficus carica Yilmaz et al., (2021)
CBS 420.97 MN534015 MN534078 Ficus carica Yilmaz et al., (2021)
F. madaense CBS 146648 MW402095 MwW402294 Arachis hypogaea Yilmaz et al., (2021)
CBS 146669" MwW402098 MWwW402297 Arachis hypogaea Yilmaz et al., (2021)
F. mexicanum NRRL 47473 GU737416 GU737308 Mangifera indica inflorescence Otero-Colina et al. (2010)
NRRL 531477 GU737282 GU737494 Mangifera indica Otero-Colina et al. (2010)
F. musae CBS 624.877 FN552086 FN545368 Sapientum fruit é%gl?ove et al. (2011), Yilmaz et al,
CBS 115315 MwW401974 MW402174 Man, Tinea corporis Yilmaz et al., (2021)
F. napiforme CBS 674.94 MWwW402145 MW402345 desconhecido Yilmaz et al., (2021)
CBS 748.977 MN193863 MN534085 Pennisetum typhoides Yilmaz et al., (2021)
F. nirenbergiae CBS 744.97 AF160312 u34424 desconhecido O’Donnell e Cigelnik (1997),
F. nygamai CBS 140.95 MW402075 MW402274 El‘ég‘(?” immunocompromised v -7 et al., (2021)
CBS 749.977 MW402151 MW402352 Sorghum bicolor necrotic root Yilmaz et al., (2021)
F. ophioides CBS 118510 MN534020 MN534121 Panicum maximum Yilmaz et al., (2021)
CBS 118512 MN534022 MN534118 Panicum maximum Yilmaz et al., (2021)
F. pilosicola NRRL 29123 MN534054 MN534098 Bidens pilosa Yilmaz et al., (2021)
NRRL 291247 MN534055 MN534099 Bidens pilosa Yilmaz et al., (2021)
F. proliferatum CBS 480.965" MN534059 MN534129 Papua New Yilmaz et al., (2021)
CBS 414.977 MW402128 MW402326 Zimbabwe Yilmaz et al., (2021)
F. pseudocircinatum  CBS 449.977 AF160271 MN534069 Ghana Yilmaz et al., (2021)
CBS 455.97 MN534029 MN534070 Papua New Yilmaz et al., (2021)
F. ramigenum CBS 418.977 KF466423 MN534145 Ficus carica Yilmaz et al., (2021)
CBS 526.97 MN534032 MN534086 Ficus carica Yilmaz et al., (2021)

TZ
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Espécie Isolado tefl tub2 Hospedeiro Referéncias
F. sterilihyposum NRRL 256237 MN193869 AF160316 Mango O’Donnell et al. (2000),
NRRL 53991 GU737413 GU737305 Mangifera indica Otero-Colina et al. (2010)
F. subglutinans CBS 215.76  MN534061 MN534109 Zea mays Yilmaz et al., (2021)
CBS 747.97NT MW402150 MW402351 Zea mays Yilmaz et al., (2021)
F. succisae CBS 187.34 MWwW402109 MW402307 Zostera marina Yilmaz et al., (2021)
CBS 219.765" AF160291  U34419 Succisa pratensis flower O’Donnell e Cigelnik (1997),
F. sudanense CBS 454.97" MN534037 MN534073 Striga hermonthica Yilmaz et al., (2021)
CBS 675.94 MN534038 MN534074 Striga hermonthica Yilmaz et al., (2021)
F. temperatum CBS 135538 MN534039 MN534111 Pulmonary infection (Human) Yilmaz et al., (2021)
NRRL 25622 AF160301  AF160317 Zea mays O’Donnell et al. (2000),
F. terricola CBS 483.947 MN534042 MN534076 Soil Yilmaz et al., (2021)
CBS 119850 MN534041  MN534075 Soil Yilmaz et al., (2021)
F. thapsinum CBS 776.96" MN534044 MN534080 desconhecido Yilmaz et al., (2021)
CBS 100312 MWwW401961 MW402162 desconhecido Yilmaz et al., (2021)
F. tupiense CML345 DQ452861 DQ445783 Mangifera indica Lima et al. (2012)
NRRL 53984 GU737404 GU737296 Mangifera indica Otero-Colina et al. (2010)
F. verticillioides CBS 117.28 MW401977 MW402177 Desconhecido Yilmaz et al., (2021)
CBS 218.765" MW402113 MW402311 Zea mays stem Yilmaz et al., (2021)
F. incarnatum NRRL 31160 GQ915510 GQ915444  Pulm&o humano Proctor et al (2013)
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Espécie

Isolado

tefl

tub2

Hospedeiro

Referéncias

tefl = fator de alongamento de traducéo 1-a; tub2 = B-tubulina. Isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.
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4.4.2 Filogenia molecular

As sequéncias consenso dos isolados foram comparadas com as obtidas
no banco de dados do GenBank. Posteriormente, foram adicionadas ao conjunto
de sequéncias obtidas no Genbank e exportadas para o software MEGA v. 7 (Nei
e Kumar, 2000), onde foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE® (Edgar, 2004).

Os modelos de substituicdo nucleotidica para a analise filogenética foram
calculados independentemente para cada regido e também para a concatenada
(tefl + tub2), usando o MrModeltest (Posada e Buckley, 2004), e selecionados de
acordo com Akaike Information Criterion (AIC), implementado no PAUP v. 4.0b10.

A andlise filogenética para cada gene e a concatenada foram geradas pela
inferéncia bayesiana, usando o método de Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC). Duas analises simultaneas, cada uma composta por quatro cadeias
MCMC, foram conduzidas iniciando as arvores aleatoriamente até 10’ de
geracOes. As arvores foram amostradas a cada 1000 geracoes, resultando em
10.000 arvores, tendo sido descartadas da analise as primeiras 2500. O valor de
probabilidade a posteriori (Rannala e Yang, 1996) da arvore consenso foi
calculado com base nas 7500 arvores restantes.

A convergéncia dos logs de verossimilhanca foi analisada com o software
TRACER v. 1.4.1 (Rambaut e Drummond 2013). A arvore foi visualizada no
software FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2009) e exportada para um programa editor de
imagem. A espécie Fusarium incarnatum HE647907 foi utilizada como grupo
externo (outgroup) nas analises. A andlise final concatenada da inferéncia
bayesiana para o género Fusarium foi gerada na plataforma CIPRES Science
Gateway (Miller et al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta dos isolados

Nas areas produtoras, a presenca de sintomas no fruto foi mais comum do
gue nas folhas. Os frutos obtidos estavam com a casca seca, podre e afundada
na parte externa, ja na parte interna, os sintomas encontrados foram lesdes com
coloracdo marrom clara a escura e algumas areas rosadas. Os isolados foram

obtidos pela lesao interna do fruto (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas da fusariose em frutos de abacaxizeiro. (A, B, C, D) Sintomas
internos da fusariose em frutos de abacaxi. (E, F, G, H) Sintomas externos da
fusariose em frutos de abacaxi.

5.2 Caracterizagdo morfolégica dos isolados

No presente estudo, foi possivel observar diferencas entre os isolados de
Fusarium em aspectos associados a colbnia, esporulagéo, forma dos conidios e a
patogenicidade. Entre os 22 isolados avaliados, foram observados padrdes
semelhantes de coloracdo na frente e no verso das col6nias (Tabela 3).



Tabela 3. Coloracao das coldnias, diametro de macroconidios e microconidios de 22 isolados de Fusarium.

Caédigo Coloracao das colbnias Microconidio Macroconidio
Isolados Verso Reverso Comprimento (um) Largura (um) Septo Comprimento (um) Largura (um) Septo
F1 Rosa Rosa 5,02 — 12,01 1,05 — 4,06 1 17,09 — 35,05 2,02-6,02 1-4
F2 Rosa+Branco Rosa 5,06 — 9,08 1,13 - 4,08 1 14,02 — 37,02 205-506 1-7
F3 Rosa Rosa 6,09 — 10,83 1,51 -3,85 1 13,01 — 34,83 239-643 1-4
F4 Rosa Rosa 5,26 — 12,15 1,59 — 4,68 1-2 17,96 — 35,57 225-623 3-6
F5 Rosa Violeta 6,37 — 11,51 1,26 — 4,86 1-2 15,57 — 34,79 232-509 1-5
F6 Rosa Violeta 5,03 — 10,90 2,14 — 3,98 1 14.43 — 42,45 239-447 1-3
F7 Branco Creme 7,13-11,44 1,28 -3,35 1-2 14,29 — 44,08 142-445 1-3
F8 Rosa Rosa 6,55 — 11,84 2,52 — 4,68 1-2 14,39 - 23,71 295-621 1-4
F9 Rosa Rosa 5,01 — 11,22 1,36 — 4,56 1 14,11 — 26,34 232-582 1-6
F10 Rosa Rosa 5,54 - 11,71 1,61 -4,81 1-2 15,12 — 39,04 294-597 1-5
F11 Rosa Rosa 6,38 — 10,26 1,51 — 4,54 1-2 14,08 — 25,21 217-6,78 1-4
F12 Branco Creme 3,38 -6,36 1,26 — 3,27 1-2 11,39 — 24,24 1,69-356 2-7
F13 Branco Violeta 4,71 -9,37 2,03-4,78 2 15,37 - 46,26 2,87 — 6,09 1-5
F14 Rosa Rosa 6,19 -10,16 1,47 — 4,19 1- 2. 14,08 - 22,45 2,82 - 5,63 1-4
F15 Rosa Rosa 6,36 — 10,15 1,53 -5,19 1 12,50 — 20,18 2,63 -5,41 1-3
F16 Branco Violeta 6,22 — 10,44 2,25 - 4,30 1 13,21 - 12,78 2,72 -5,88 1-5
F17 Rosa Rosa 6,22 — 10,28 2,03 — 4,56 1-2 12,47 — 21,25 2,48 - 5.39 1-3
F18 Violeta Violeta 3,78-9,93 2,03-5,51 1 12,56 — 41,18 243-481 1-7
F19 Branco Violeta 5,07-11,89 1,69 — 4,64 1-2 12,31 - 27,50 238-471 1-4
F20 Rosa Rosa 5,88 — 9,81 1,97 — 4,40 1 12,30 — 21,43 1,97-588 1-3
F21 Branco Violeta 6,32 — 10,88 2,03-5,04 1 14,78 — 44,84 252-6,07 1-8
F22 Rosa+Branco Rosa+Branco 6,37 — 9,56 2,08 — 4,54 1 12,44 — 21,09 217-534 1-3

L
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A pigmentacdo das colbnias no verso ficou entre rosa, violeta, branco +
rosa e branco, enquanto no reverso das colbnias as cores que prevaleceram
foram rosa, creme, violeta e branco + rosa (Figura 2). Uma mistura das cores rosa
+ branco foi encontrada nos isolados F2 e F22 (Tabela 3). A coloracdo dos
isolados F1, F4, F8, F13 e F18 diferenciou-se entre as repeticdes, 0 que indica
gue, para esses isolados, talvez a coloracdo pode n&o ser um bom marcador

morfolégico.

Figura 2. Variagdo encontrada na coloragdo das coldnias dos 22 isolados de
Fusarium crescidos em BDA. Verso: (A) violeta; (B) rosa; (C) rosatbranco; (D)
branco. Reverso: E) violeta; F) rosa; G) rosa+branco; H) creme.
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Todos os isolados formaram macroconidios e microconidios em meio SNA
(Tabela 3). Os microconidios mensurados nos isolados tiveram a forma cilindrica,
com um septo na sua maioria, ocorrendo ocasionalmente em alguns isolados a
presenca de dois septos, exceto para o isolado F7, que teve microconidios com
forma levemente curvada (Tabela 3). O tamanho dos microconidios, na maioria
dos isolados, variou de 5,02 a 10,90 um de comprimento. Os isolados F1, F4, F5,
F7, F8, F9, F10 e F19 apresentaram uma grande variacdo no comprimento dos
microconidios, com mensuragdo maxima entre 11-12 um. Todos os isolados
tiveram a largura com uma variagéo similar entre 1,05 a 5,15 pum.

A forma caracteristica dos macroconidios variou de levemente curvado a
guase reto (Figura 3). O numero de septos encontrados foi entre um e oito, sendo
mais frequente macroconidios com trés septos. (Tabela 3). De forma geral, nos 22
isolados, o comprimento e a largura dos macroconidios variaram de 11,39-46,24
um e 1,42-6,78 pm, respectivamente. Os isolados F6, F7, F13, F18, F21
destacaram-se por exibir macroconidios com tamanho acima de 40 um de
comprimento. Neste estudo, ndo foi observada producdo de clamiddsporos entre

os isolados avaliados.
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Figura 3. Estrutura reprodutiva (macroconidios e microconidios) dos 22 isolados
de Fusarium formados em meio SNA. Variagdo de macroconidios: (A) F3; (B) F5;
(C) F6; D) F10; E) F11; F) F21. Variacdo de microconidios: G) F2; H) F4; 1) F7; J)
F15; K) F19; L) F22.

De acordo com os resultados de crescimento micelial, verificou-se que,
apos nove dias de crescimento, o diametro das coldnias variou de 37,12 a 90 mm.
Entre os isolados avaliados, observou-se que 10 tiveram o mesmo padrdo de
crescimento micelial, tendo os isolados F2, F3, F5, F6, F10, F14, F15, F19, F20 e
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F21 atingido o crescimento limite da placa com 90 mm no final do periodo de

avaliagéo (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento micelial (mm) dos 22 isolados de Fusarium com nove dias
de crescimento, em meio de batata dextrose agar (BDA). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Nemenyi ao nivel de
5% de probabilidade.

Os isolados avaliados tiveram uma grande variagdo em relacdo a producgéo
de conidios. E importante salientar que a condi¢&o nutricional do meio de cultura
e a espécie dos isolados influenciam diretamente na esporulagdo dos fungos, ou
seja, no desenvolvimento de conidios. Considerando o meio nutritivo BDA e o
género Fusarium, o isolado F2 obteve a maior producéo de conidios, seguido dos
isolados F1, F16, F3, F5, F15, e F18 (Figura 5).
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Producgao de Conidios
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Figura 5. Producdo de conidios (10* mLt) dos 22 isolados de Fusarium. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Skott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relacédo as diferencas de coloracdo das colbnias, no estudo feito por
Souza et al. (2017) também foram identificadas variacfes de cores nas colbnias
de Fusarium, as quais variaram de branco para tons de violeta. Segundo Ventura
(2000), a variacao desta caracteristica é encontrada em estudos deste género.

Valores de diametro de macroconidios, microconidios e nimero de septos,
assim também de producéo de conidios foram semelhantes ao estudo de Stepien
et al. (2013). O crescimento micelial in vitro em espécies de Fusarium € muito
variavel, devido a influéncia das condic6es do ambiente de cultivo.

Os isolados que exibiram maior crescimento micelial em meio BDA néo
necessariamente foram os mesmos que tiveram maior producao de conidios, com
a excecao dos isolados F2, F3, F5 e F15, os quais obtiveram maiores médias de
crescimento micelial e producéo de conidios, os demais isolados ndo tiveram esta

relacéo.

5.3 Patogenicidade dos isolados em frutos

Apbs a inoculacdo, observou-se que todos os isolados foram patogénicos,

causando diferentes diametros de lesGes de coloragdo marrom no tecido interno
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do fruto, encontradas entre os isolados inoculados (Figura 7). N&o foi possivel
observar sintomas nos tecidos externos dos frutos, embora os isolados tenham
sido obtidos de frutos com sintomas de exsudacgao de resina no tecido externo. O
controle utilizado no experimento ndo apresentou lesdes caracteristicas de
Fusarium.

Os isolados formaram dois grupos distintos quanto a patogenicidade
demonstrada pela quantificacdo da area lesionada em frutos de abacaxi (Figura

6).
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Figura 6. Area lesionada causada por 22 isolados de Fusarium em frutos de
abacaxi). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

As lesdes nos frutos variaram de 6,09 mm, com a menor média para o
isolado F16, até isolados considerados os mais agressivos, com média acima de
24,00 mm. Os isolados F1, F2, F4, F7, F8, F10, F11, F15, F18, F19 e F22

mostraram-se mais agressivos, uma vez que tiveram frutos com maior didmetro
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de lesdo. Ja os isolados F3, F5, F6, F9, F12, F13, F14, F16, F17, F20 e F21
tiveram sintomas no fruto com menor didmetro da lesdo, indicando menor

agressividade.

Figura 7. Inoculacdo em fruto de abacaxi e lesdo causada por isolados de
Fusarium. (A) Placa de Petri com palitos inoculados por Fusarium; (B) Inoculacao
com palito contaminado; (C) Fruto de abacaxi inoculado por palito com Fusarium;
(D) F4; (E) F19; (F) F5; (G) F16. Diferentes diametros de lesbes encontradas
entre os isolados inoculados. As setas nas figuras indicam o local de inoculagéo
do palito controle

5.4 Patogenicidade dos isolados em folhas D destacadas

Todos os isolados avaliados foram patogénicos, tendo sido observados

diferentes niveis de agressividade em folhas com lesdes de coloracdo marrom,
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além disso, houve exsudacdo de resina (Figura 9). O controle utilizado no
experimento ndo apresentou lesdes caracteristicas de Fusarium.

Os isolados formaram grupos distintos quanto a patogenicidade
demonstrada pela quantificacdo da area lesionada em folhas D destacadas de
abacaxizeiro (Figura 8).
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1 2 3 4 656 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Isolados

Figura 8. Area lesionada causada por 22 isolados de Fusarium em folhas D
destacadas de abacaxizeiro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

As lesbes nas folhas variaram de 2,25 mm, com a menor média para o
isolado F10, até isolados considerados 0s mais agressivos, com média acima de
12,00 mm. Os isolados F2, F8, F18, seguidos de F3, F15, foram mais agressivos,
uma vez que tiveram maior diametro de lesdo. Ja os isolados F9, F4, F5, F6, F7,
F11, F12, F13, F14, F16, F17, F19, F20, F21 e F22 apresentaram sintomas nas

folhas com menor diametro de lesao, indicando menor agressividade.
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Figura 9. Inoculacdo em folhas D destacadas de abacaxizeiro e lesdo causada
por isolados de Fusarium. (A) Inoculacdo por palito contaminado; (B) Lesédo
marrom escura e exsudacdo de resina, F3. Diferentes diametros de lesbes
encontradas entre os isolados inoculados: (C) F18; (D) F14; (E) F2; (F) F11. As
setas nas figuras indicam o local de inoculacdo do palito controle.

Pelas avaliacdes patogénicas, foi possivel constatar a eficacia do método
de inoculagdo em frutos e folhas destacadas, usando palito infestado com
estruturas do patégeno, método também evidenciado por Oliveira et al. (2011) e
Garcia et al. (2015).

A variacdo da severidade da doenca pode indicar capacidade variavel de
isolados de Fusarium para colonizar o hospedeiro e estabelecer a doenga, assim

como evidenciar diferentes suscetibilidade e resisténcia a fusariose do
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abacaxizeiro. Até este momento, a fusariose € atribuida a trés espécies
pertencentes ao FFSC, ou seja, F. subglutinans, F. guttiforme e F. ananatum
(Nirenberg; O'Donnell, 1998; Ventura, 1994; Jacobs et al., 2010).

Os sintomas de fusariose nos frutos foram semelhantes aos observados
nos trabalhos de Rohrbach e Schmitt (1998) e Ibrahim et al. (2017), em que os
frutos infectados com isolados de Fusarium tiveram lesGes marrom clara a escura,
e as areas infectadas ficaram um pouco afundadas. Além disso, observaram a
presenca de micélios na superficie das lesfes. Ja os sintomas nas folhas foram
lesdo marrom ao redor das areas inoculadas, com o sintoma caracteristico de
fusariose - producéo de exsudacdo de resina (Jacobs et al.,, 2010). Os frutos
avaliados nao tiveram presenca de resina, divergindo de Ploetz (2001), em que
todas as partes da planta podem ser atacadas pelo Fusarium, contudo o0s

sintomas mais evidentes sdo identificados nos frutos.

Ao analisar os resultados de producdo de conidios e area lesionada, foi
possivel observar que os isolados F1, F2, F15 e F18 tiveram maior agressividade
e esporulacado, possivelmente para esses isolados de Fusarium o meio nutritivo
BDA favoreceu a producao de conidios e, consequentemente, resultou em maior
diametro de leséo para esses isolados. Todos os isolados foram reisolados das
lesdes necroticas avaliadas, e a identificacdo dos fungos foi confirmada por meio

da morfologia.

A caracterizacdo morfolégica somada a avaliacdo de patogenicidade
possibilitou identificar, isolados de Fusarium com diferentes padrées morfologicos
e de agressividade em frutos e folhas de abacaxizeiro. Apesar disso, 0s
contrastes morfolégicos ndo permitiram a diferenciacdo em nivel de espécie, pois
a variabilidade das caracteristicas morfoldgicas pode ser confundida, com isso é
indicado o uso de andlises moleculares para distingui-las (Nirenberg; O'Donnell,
1998; Yilmaz et al., 2021).

Os marcadores morfolégicos ndo sao atributos conservadores e confiaveis
para diferenciar espécies de Fusarium, haja vista que ndao ha marcadores
suficientes para fazer essa distingdo (Kvas et al., 2009). Dessa forma, é
necessario 0 uso conjunto de ferramentas morfolégicas e moleculares, o que

permitira selecionar os isolados mais agressivos, para conduzir etapas de
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avaliacdo de genotipos, bem como alternativas de manejo, visando a resisténcia a

fusariose de abacaxizeiro.

5.4 Caracterizagdo molecular

A andlise filogenética concatenada das regides de tefl e tub2 foi gerada com um
total 88 taxons, dos quais, 22 foram gerados neste estudo. O alinhamento das
sequéncias da regiao de tef 1-a teve um total de 552 caracteres, sendo que a
maioria, 63%, foi de sitios conservados, 33% foram variaveis e 24% foram sitios
indicativos para parcimbnia. O alinhamento das sequéncias da regidao de [-
tubulina, por sua vez, gerou um total de 524 caracteres, 67% desses caracteres
foram sitios conservados, 30% variaveis e 19% foram informativos para

parcimonia (Tabela 4).

Tabela 4. Propriedade do alinhamento das sequéncias de DNA para o género
Fusarium e modelo de substituicdo nucleotidica por regido do gene (tef 1-a e B-
tubulina) e para o concatenado (tef 1-a+B-tubulina).

tef 1-a B-tubulina tef 1-a+-

tubulina
Numero de caracteres 552 524 1076
monofSitios conservados 348 354 702
Sitios variaveis 186 160 342
Sitios informativos de parciménia 132 102 234

Modelos de substituicdo nucleotidica SYM+I+G HKY+G GTR+I+G

tef 1-a = fator de alongamento de traducéo; B-tubulina = beta tubulina.

Pela analise filogenética, foi possivel identificar duas espécies infectando o
abacaxizeiro (Figura 10): F. guttiforme, que ficou agrupada junto com a espécie-
tipo F. guttiforme CBS 409.97 e a espécie F_guttiforme NRRL_22945. Esta
espécie ja foi relatada infectando o abacaxizeiro no Brasil e também na Africa do
Sul (Jacobs et al., 2010). A espécie Fusarium sp. (CF/UENF 518 e CF/UENF 525)
€ outra espécie ainda nao relatada infectando o abacaxi. A referida espécie ficou

agrupada em um clado bem distinto, com um valor de probabilidade posterior
(pp=0,99).
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Figura 10. Filograma multilocus baseado na inferéncia bayesiana oriunda da
combinacdo das sequéncias dos genes tef 1-a e [B-tubulina de isolados de
Fusarium em abacaxi. Valores de probabilidade posterior (pp) bayesiana estédo
indicados acima dos no0s. A arvore estd enraizada com F. incarnatum
(NRRL 31160).

*Espécie tipo. Barras de escala = 20 pym.
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Na pesquisa feita por Yilmaz et al. (2021) por meio de ferramentas
moleculares, foram redefinidos os limites do complexo da espécie Fusarium
fujikuroi (FFSC). Dentro do complexo, as espécies ficaram agrupadas dentro do
clado americano, outras dentro do clado africano. A espécie F. guttiforme esta
agrupada dentro do clado americano, junto com outras espécies, como, por
exemplo, F. ophioides, F. mexicanum, F. temperatum, entre outras espécies.
Resultados semelhantes foram encontrados nessa pesquisa. As espécies
CF/UENF 518 e CF/UENF 525 ficaram agrupadas junto com espécies que
pertencem ao clado africano, assim como as espécies F. denticulatum, F.
pseudocircinatum, entre outras.

O clado africano no qual as duas espécies (CF/UENF 518 e CF/UENF 525)
ficaram agrupadas € o mais rico e diversificado em espécies dentro do FFSC,
com 23 linhagens filogenéticas, das quais quatro representam espécies
biologicas, das 19 linhagens filogenéticas restantes, 13 representam espécies de
Fusarium, espécies para as quais apenas os anamorfos sdo conhecidos e 6 ainda
nao foram descritos. Este clado é vertico e inclui a maioria das espécies
produtores de micotoxinas especificas, maior diversidade de metabdlitos
secundarios, algumas tém capacidade de produzir seus microconidios em falsas
cabecas e cadeias curtas e sdo capazes de produzir clamiddsporos (O'Donnell et
al. 1998, Yilmaz et al., 2021).

No clado americano em que a espécie F. guttiforme foi agrupada, todas as
espécies produzem microconidios apenas em falsas cabecas, nunca em cadeias,
além da auséncia de clamidésporos. Acredita-se que a capacidade de producéo
de falsas cabecas e cadeias curtas e de produzir clamiddésporos tenha sido
perdida na maioria das linhagens no inicio da evolucdo do clado americano, haja
vista que o clado africano representa o ancestral do FFSC, devido a sua
diversidade filogenética (O'Donnell et al., 1998; Kvas et al., 2009; Yilmaz et al.,
2021).

O Fusarium sp identificado neste estudo infectando o abacaxizeiro
possivelmente € uma nova espécie, contudo ha necessidade de novos estudos

utilizando mais genes para confirmagao.
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6. CONCLUSOES

Ha variacdo de caracteristicas morfolégicas em isolados de Fusarium.

Os isolados mais patogénicos nos frutos foram CF/UENF 511, CF/UENF 512,
CF/UENF 514, CF/UENF 517, CF/UENF 518, CF/UENF 520, CF/UENF 521,
CF/UENF 525, CF/UENF 528, CF/UENF 529 e CF/UENF 532. E nas folhas foram
CF/UENF 512, CF/UENF 513, CF/UENF 518, CF/UENF 52 e CF/UENF 528.

Tendo como base este estudo, os isolados CF/UENF 511, CF/UENF 512,
CF/UENF 518, CF/UENF 525 e CF/UENF 528 sdo os mais indicados para serem

utilizados em estudos de resisténcia genética.
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