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RESUMO

Com o intuito de contribuir para o conhecimento dos fungos fitopatogénicos que
estdo associados as palmeiras selvagens e cultivadas que hospedam estes
organismos, destacamos as espécies ou linhagens filogenéticas de fungos
pertencentes a familia Ceratocystiaceae, os quais onde estes causam doencas em
palmeiras. Os fungos que induzem podriddo em frutos e resinose em palmeiras
compreendem correspondem as espécies do complexo Thielaviopsis paradoxa. Esta
pesquisa tem como objetivos elucidar quais espécies de Thielaviopsis que se
encontram associadas em espécies de palmeiras nativas e se estas espécies sao
patogénicas em espécies cultivadas. Esta dissertacédo resulta em dois capitulos com
a realizacdo dessa pesquisa. No capitulo | apresentados, amostras de frutos de
espécies de palmeiras nativas com sintomas de podridao que foram coletadas nos
estados do Para e Piaui. Os isolados de Thielaviopsis obtidos de quatro espécies
distintas de Arecaceae foram caracterizados com o uso do conceito de espécies
morfologica e filogenética. A partir de andlises filogenéticas, os isolados foram
identificados como Thielaviopsis ethacetica e Thielaviopsis cerberus. Todos o0s
isolados induziram sintomas de podriddo negra em frutos de Cocos nucifera, Ananas
comosus, e em colmos de Saccharum oficcinarum. Este estudo registra a ocorréncia
de T. cerberus no Brasil. O fato de ambas as espécies serem patdgenos em
espécies cultivadas, podera ser uma ameaca para cultivos agricolas. No capitulo I,
a pesquisa teve como objetivo revelar o agente etioldgico da podriddo negra em
frutos de pupunha. Frutos com sinais do fungo foram coletados, de onde obtivemos
cinco isolados. Inicialmente, culturas monospodricas foram obtidas e, em seguida,
realizamos a identificacdo morfolégica e filogenética. Analises microscépicas
revelaram conidios primarios, secundérios e aleuroconidios. Baseado em analises
filogenéticas das regibes génicas ITS e TEF-1a, os isolados foram identificados
como Thielaviopsis ethacetica. Todos os isolados induziram sintomas de podridao
negra em frutos de pupunha das variedades amarela e vermelha. Este é o primeiro
registro de T. ethacetica causando podriddo negra em frutos de pupunha no Brasil.

Palavras-chave: Ceratocystidaceae. Andlise filogenética. Bactris gassipaes.
Complexo Thielaviopsis paradoxa. Podridao pés-colheita.



ABSTRACT

In order to contribute to the knowledge of phytopathogenic fungi that are associated
with wild and cultivated palm trees that host these organisms, it is worth highlighting
species or phylogenetic lineages of fungi belonging to the Ceratocystiaceae family,
where they cause diseases in palm trees. The fungi that induce fruit rot and resinosis
in palm trees comprise the species of the Thielaviopsis paradoxa complex. This
research aims to elucidate which Thielaviopsis species are associated with native
palm species and if these species are pathogenic in cultivated species. Two chapters
resulted from this research. In chapter I, samples of fruits from native palm trees with
symptoms of rot were collected in the states of Pard and Piaui. Thielaviopsis isolates
obtained from four distinct species of Arecaceae were characterized using the
concept of morphological and phylogenetic species. From the analysis, the isolates
were identified as Thielaviopsis ethacetica and Thielaviopsis cerberus. All isolates
induced symptoms of black rot in Cocos nucifera, Ananas comosus, and Saccharum
oficcinarum stalks. In chapter Il, peach palm fruits showing symptoms of black rot
were collected in markets and in an experimental area in the cities of the states of
Para and Acre, Brazil, in the years 2018-2019. The fruits showed symptoms of black
rot with the formation of black mycelium on the fruits. Microscopic analysis revealed
the presence of typical conidia of the genus Thielaviopsis sp. With monosporic
cultures were obtained and nine isolated. Based on phylogenetic analysis of the ITS
and TEF-1a gene regions, the fungi were identified as Thielaviopsis ethacetica. All
isolates induced symptoms of black rot in peach palm fruits of the yellow and red
varieties. This is the first record of T. ethacetica causing black rot in peach palm fruits
in Brazil.

Keywords: Ceratocystidaceae. Phylogenetic analysis. Bactris gassipaes.,
Thielaviopsis paradoxa complex., Postharvest rot.
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CONHECIMENTO ACERCA DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS ASSOCIADOS
AS PALMEIRAS SELVAGENS

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 QUAL E O PROBLEMA DA PESQUISA?

Atualmente, ndo é novidade mencionar sobre a ampla diversidade que a
Floresta amazoénica abriga no territorio de 6.000.000 de km?, sendo que o bioma
Amazonico ocupa aproximadamente 49% do territério brasileiro. E o maior bioma do
Brasil e esté situado, predominantemente, na Regido Norte, abrangendo os estados
do Par4, Amazonas, Amapa, Acre, Rondbnia, Tocantins e Roraima, considerado
assim, o maior bioma do Brasil.

A familia de plantas Arecaceae possui ampla diversidade de espécies,
popularmente conhecidas como “palmeiras”, apresentando atualmente 181 géneros
aceitos e cerca de 2.600 espécies. O porte imponente da maioria das espécies se da
em funcdo de sua apresentacdo, cujo caule pode ser ramificado (mais raro) ou
solitario, sempre com folhas recortadas e terminais no apice do caule, formando uma
“coroa” bastante vistosa.

No Brasil, existem cerca de 390 espécies de palmeiras, sendo a maioria,
plantas nativas da Amazénia, estas espécies se encontram agrupadas em cerca de
40 géneros. E desses 40 géneros, destacam-se de forma regional e nacional os
géneros Euterpe, Bactris, Astrocaryum, Oenocarpus e Jessenia, que somam 20
espécies, com potencial econdmico para o agronegaocio.

Especificamente, a populacéo local utilizam véarias denominacdes para estas
plantas. Conhecidas vulgarmente como: “buritis”, “tucuméas”, “inajas”, “marajas’,
“‘jarinas” e “agais”. Muitas palmeiras sdo de grande importancia socioecondémica,
servindo como fonte de alimento e fornecendo material para cobertura de moradias,
madeira para construgdo e fibras para confeccdo de cordas, ornamentos e

artesanatos.
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1.1.2 Thielaviopsis e géneros afins

Fungos da familia Ceratocystidaceae sdo representados por importantes
fitopatdgenos como Ceratocystis, Thielaviopsis, Huntiela e Chalariopsis. Estes
géneros de fungos sao representados por importantes agentes causadores de
importantes doencas de plantas. Globalmente, existem varios surtos de doencas
causados por espécies de fungos pertencentes a esta familia de fungos, sendo
necessarias medidas criteriosas de manejo. Thielaviopsis paradoxa €é um
fitopatdogeno polifago, amplamente distribuido em varias regiées do mundo, sendo
um importante fitopatbgeno em ampla gama de hospedeiros. Baseado no conceito
de espécie morfolégica, o fungo passou por diversas mudancas taxonémicas,
primeiramente, foi denominado de Sporoschisma paradoxum, e posteriormente, de
Chalara paradoxa, Ceratocystis paradoxa e Thielaviopsis paradoxa. Estudo
utilizando abordagens modernas de biologia molecular revelou que, o que era
denominado de T. paradoxa se desmembrou em varias espécies filogenéticas.
Desta forma, T. paradoxa lato sensu se desmembrou em trés grandes grupos. O
primeiro grupo € representado pela espécie Thielaviopsis radicicola, um importante
fitopatdgeno em varias espécies de palmeiras. Além dessa, uma nova espécie
denominada de Thielaviopsis cerberus foi descrita. Anteriormente, este fungo era
conhecido como T. paradoxa, este patdégeno induz podriddo pés-colheita em frutos
de Theobroma cacao. O segundo grupo é composto pelas espécies Thielaviopsis
ethacetica, sendo uma linhagem amplamente distribuida, apresentando ampla gama
de hospedeiro. Apesar de ndo existir informacfes do centro de origem desta
espécie, pesquisadores levantaram a hipétese de que este patdégeno apresentava
restrita distribuicdo, no entanto, existem evidéncias de que T. ethacetica emergiu
para outros hospedeiros, através de atividades antrépicas. Thielaviopsis ethacetica
foi detectada em éareas de sistema agroflorestal de cacau na Africa, devido a
capacidade da lesdo causada no teste de patogenicidade, evidencia este fungo
como potencial patébgeno emergente na cultura de Theobroma cacao. O terceiro
grupo engloba as espécies Thielaviopsis paradoxa stricto sensu e Thielaviopsis
euricoi, ambas induzindo podriddo em frutos de dendezeiro e coqueiro.

Mais tarde, com o auxilio de sequenciamento de nucleotideos e uso de

marcadores moleculares, comprovou-se que T. ethacetica € representado por duas
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linhagens emergentes, mesmo apresentando as mesmas caracteristicas
morfoldgicas, sdo geneticamente distintas. Acredita-se que uma destas linhagens
poderia ter evoluido do continente africano em plantas nativas de Elaeis guineenses.
Enquanto a segunda linhagem estd associada a Theobroma cacao e Ananas
comosus, espécie de centro de origem da América do Sul. Baseado na ultima
pesquisa sobre a taxonomia de fungos da familia Ceratocystidaceae, foi comprovado
que esta familia apresenta ampla diversidade de espécies. Isso s6 foi possivel
devido a redefinicdo das espécies dentro dos seus respectivos géneros, este
desmembramento foi possivel gracas a aplicacdo do conceito de espécie

filogenética baseado no sequenciamento de DNA multigénico.

1.1.3 Fitodoencas causadas por Thielaviopsis paradoxa

No Brasil existem diversos registros de Thielaviopsis paradoxa (syn.
Ceratocystis paradoxa) causando doencas em diferentes hospedeiros. Na cultura do
abacaxizeiro, este patdgeno induz doenca pdés-colheita, denominada de podridao
negra. A polpa dos frutos adquire coloracdo negra devido a colonizacédo dos frutos,
seguido de amolecimento da polpa, depreciando o produto. Outro importante
problema pés-colheita é a associacdo deste fungo em frutos de banana, induzindo
uma doenca denominada de podriddo da coroa. Em palmeiras como coqueiro,
Thielaviopsis paradoxa, basicamente, causa duas doencas denominadas podridédo
do fruto e resinose, esta ultima ocorre no estipe da planta, esta doenca recebe esta
denominacéo devido a liberacao de liquido que escorre sobre a superficie do estipe.

Na costa Nordeste do Brasil, ja foi registrado surto de resinose em coqueiro.
Acredita-se, que este surto esteja relacionado a presenca de insetos vetores do
patbgeno, merecendo destaque para Rhynchophorus palmarum. Além disso, T.
paradoxa induz podriddo em frutos de coqueiro. Os sintomas da doencga se iniciam
na regiao penducular, com a formacéo de sinais do patdgeno. A doenca evolui para
sintomas de podriddo da casca do fruto. Em outras plantas da familia Arecacae,
como em frutos de pupunha foi registrada esta doenga nos estados da regiao Norte
do Brasil, onde se tem observado a podridao negra em frutos de pupunha.

Thielaviopsis paradoxa, induz duas doengas de importante interesse agricola.

7z

A podriddo abacaxi em cana-de-agucar, esta doenca é caracterizada devido a
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podriddo escura do tecido em colmos de Saccharum, esta doenca recebeu esta
denominacéo devido ao processo de apodrecimento quando, o fungo libera acetato
de etila. Além da podriddo, o fungo reduz a germinagcdo das mudas de cana-de-
acucar. Enquanto, que, em frutos de abacaxi, esta doenca € denominada de

podriddo negra.

1.1.4 INTERACAO FUNGOS FITOPATOGENICOS X PLANTAS NATIVAS

Mecanismos evolutivos, como o salto de fungos entre hospedeiros, sao
estratégias importantes da sobrevivéncia de patdgenos. Estes mecanismos
contribuem para novos surtos de doencas por pragas exoticas invasivas, incluindo
fungos fitopatogénicos. Pesquisas tém demonstrado a relacdo de fungos da familia
Ceratocystidaceae associadas as plantas nativas onde engloba Thielaviopsis. E em
plantas da familia Arecaceae, existem a constatacdo de Thielaviopsis causando
podriddo em frutos. Estudos conduzidos por pesquisadores sul-africanos,
demostraram que T. ethacetica tenha co-evoluido em plantas nativas de dendezeiro,
podendo ter ocorrido a disseminacao para plantas cultivadas da regido. No entanto,
as pesquisas com maior numero de trabalhos que envolvem a associacdo de

Ceratocystidaceae sao representadas por Ceratocystis em arvores.

1.2 COMO A PESQUISA FOI REALIZADA?

Amostras de frutos de palmeiras selvagens como palmeira inaja, buriti,
tucumd e babacu foram coletadas. As amostras foram acondicionadas em
embalagens com pedacos de algoddo para a formacao de camara Umida. Dois dias
apos a incubacdo realizou-se o isolamento, transferindo fragmentos de micélio e
esporos para meio de cultura batata, dextrose e agar (BDA). Para a realizacdo da
identificagcdo dos isolados empregou-se o conceito de espécie morfologica e
filogenética. Na avaliagcdo dos descritores morfologicos os isolados foram cultivados
em meio extrato de Malte a 2%, em seguida foram avaliados os descritores
morfolégicos como: coloragao de culturas, tipos de conidios, disposi¢cdo da formacao
dos conidios, presenca de aleuroconidios, formacéo ou ndo de peritécios, presenca

de apéndices periteciais e formato de ascOsporos.
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Para a avaliacdo do conceito de espécie filogenética, realizou-se a extracao
de DNA. Foram amplificadas partes das regides ITS e TEF1-a. Apds a obtencéo das
amplificacbes realizou-se o sequenciamento das amostras. Analises filogenéticas
foram realizadas baseadas na inferéncia Bayesianas. Nestas analises, utilizamos
sequéncias de nucleotideos de referéncia das espécies do complexo Thielaviopsis
paradoxa. Para confirmar a patogenicidade dos isolados, realizamos inocula¢cdes em
frutos de abacaxi, coqueiro e colmos de cana-de-acucar. Apés a avaliagdo da
patogenicidade, procedemos com o reisolamento para confirmar se 0S novos

isolados sdo os mesmos que estavam causando a doenca originalmente.

1.3 QUAL A IMPORTANCIA DA PESQUISA?

As poucas pesquisas que envolvem a identificacdo de fungos do género
Thielaviopsis, foram realizadas com isolados obtidos de plantas cultivadas. No
entanto, pesquisas que envolvem a interacdo deste género de fungo com plantas
silvestres sdo raras. Os resultados desta pesquisa serdo Uteis para embasar futuras
pesquisas, reforcando a hipotese de que plantas silvestres sdo importantes
reservatorios de isolados de Thielaviopsis. Demostrando assim, que este género de
fungo apresenta estratégia de sobrevivéncia na auséncia de plantas cultivadas.

Além disso, baseado nos resultados desta pesquisa, pode-se inferir que
Thielaviopsis spp. co-evoluiram ao longo da historia evolutiva em palmeiras
selvagens e através de acdo de agentes bidticos e abidticos o indculo “salta” das
plantas selvagens para plantas cultivadas, induzindo assim doencas importantes
como podriddo negra em frutos de abacaxi, podriddo peduncular e resinose em
coqueiro, podriddo em colmos de cana-de-acucar e podridao de frutos em cacaueiro.

1.4 AUTORES E INSTITUICOES FINANCEIRAS
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar morfologicamente e identificar espécies de Thielaviopsis
provenientes de palmeiras selvagens e cultivadas, assim como confirmar se 0s
isolados obtidos de plantas selvagens induzem doencas em plantas de interesse

agrondémico.

2.2 ESPECIFICOS

1. Coletar amostras de frutos com sintomas de podriddo; Isolar, caracterizar
morfologicamente e preservar isolados de Thielaviopsis;

2. Extrair DNA e amplificar fragmentos das regides ITS e TEF 1 a e identificar
através de analise filogenética;

3. Confirmar através de inoculacdes se isolados de Thielaviopsis sao fitopatogénicos
em frutos de pupunha;

4. Confirmar através de inoculagdo se os isolados sdo patogénicos em frutos de
coqueiro, abacaxi e colmos de cana-de-acucar.
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RESUMO

Palmeiras nativas hospedam diversos fungos fitopatogénicos, dentre estes,
merecem destaque espécies ou linhagens filogenéticas de fungos pertencentes a
familia Ceratocystidaceae. Os fungos que induzem podriddo em frutos e resinose
em palmeiras compreendem as espécies do complexo Thielaviopsis paradoxa. Esta
pesquisa teve como objetivos elucidar quais espécies de Thielaviopsis se associam
com espécies de palmeiras nativas e se estas espécies sao patogénicas em
espécies de interesse agronémico. A partir de analises filogenéticas multigénicas
(ITS e TEF), os isolados foram identificados como Thielaviopsis ethacetica.
Enquanto, que, utilizando a avaliagdo dos marcadores morfolégicos, cinco isolados
foram identificados como Thielaviopsis cerberus. Com os isolados de T. ethacetica
observou-se a producdo de conidios primarios, secundarios e aleuroconidios.
Enquanto que, nos isolados de, T. cerberus, produziu conidios primarios,
aleuroconidios e peritécios com ascosporos viaveis. Todos os isolados induziram
sintomas de podriddo negra em frutos de Cocos nucifera, Ananas comosus e
Saccharum officinarum. Este estudo evidencia que espécies de palmeiras nativas
sdo reservatoérios para espécies de T. ethacetica e T. cerberus. Este estudo revela a
primeira ocorréncia de T. cerberus no Brasil, fungo quarentenario que pode ser uma
ameaca para plantas de interesse agronémico.
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INTRODUCAO

No trépico umido amazonico existe ampla diversidade de espécies nativas de
Arecaceae, estas plantas sao utilizadas pela populacdo local na fabricacdo de
artesanatos e os frutos para fins de alimentacdo. As espécies predominantes de
palmeiras na regido do tropico umido e Nordeste do Brasil sdo: Austrocaryum
vulgare, Attalea speciosa, Attalea maripa e Mauritia flexuosa. Apesar desta
diversidade de espécies e sua importancia, as pesquisas com este grupo de plantas
necessitam de mais estudos, especificamente, quando envolve a diversidade de
microrganismos fitopatogenicos (MIRANDA et al., 2010).

Fungos da familia Ceratocystidaceae sdo encontrados em plantas nativas em
diversas regifes do mundo. Na Africa do Sul, foi relatada a associacdo de
Ceratocystis albifundus em plantas nativas de Protea gaguedii, geralmente infec¢oes
nestes hospedeiros nativos ndo séo caracterizadas como doenga, no entanto,
atualmente, este patégeno € endémico em varias espécies de arvores do género
Protea spp. Mais tarde confirmou-se surto de murcha, causado por C. albifundus em
plantacbes de Acacia mearnsii (ROUX et al., 2007). No Havai, foi constatada a
devastacao de florestas nativas de Metrosideros polymorpha, sendo Ceratocystis
lukuohia e Ceratocystis huliohia como agentes etioldégicos (BARNES et al., 2018).
Huntiella € outro género da familia Ceratocystidaceae associado a plantas nativas.
Recentemente, foram descritos Huntiella krugeri e Huntiella hellenica, induzindo
murchas em espécies de arvores nativas (LIU et al., 2020). Foi constatada a
ocorréncia natural de Thielaviopsis ethacetica e Thielaviopsis paradoxa causando
podriddo negra em frutos de palmeiras nativas de Sallaca zalacca e Butia capitata
(WULANDARI; AHMAD, 2018; GEEPP et al., 2013).

Espécies de varios fungos apresentam capacidade de migracdo de um
hospedeiro para o outro, este evento é importante no processo de co-evolucao,
levando a diversificacdo e sobrevivéncia do patdgeno. Este salto de hospedeiro é
um processo pelo qual os patdogenos se estabelecem em novos nichos. Esta
mudanca de hospedeiro € uma das forcas evolutivas, permitindo a adaptagdo do
patdogeno e surgimento de numerosas doencas emergentes de etiologia fungica
(LEE et al., 2016; THINES, 2019).

O movimento e disperséao de inoculo de fungos da familia Ceratocystidaceae

ocorre, principalmente, através da a¢édo de insetos, aliando a formacéo de injurias e
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galerias, potencializando assim a ocorréncia da infeccdo e colonizagdo fungicas.
Existem algumas associacbfes de fungos da familia Ceratocystidaceae que
apresentam relacdo mutualistica com insetos principalmente besouros causadores
de injurias em casca de arvores e palmeiras (MAYES et al., 2020; MBENOUM et al.,
2015).

Devido ao uso de ferramentas de biologia molecular, com o emprego de
sequenciamentos de nucleotideos, os fungos pertencentes a familia
Ceratocystidaceae passaram por profundas mudancas taxonOmicas. Merece
destaque o género Thielaviopsis, pois, ao consultar a literatura basica, observamos
gue Thielaviopsis paradoxa s. lat foi com diferentes nomes, como Spororischima
paradoxum de Seynes, Chalara paradoxa de Seynes e Ceratocystis paradoxa de
Seynes. Atualmente, empregando o conceito de espécie filogenética, através do uso
moderno de ferramentas moleculares, a maioria destes nomes é rejeitada ou
invalidada. Sendo, assim, o que era denominado Thielaviopsis paradoxa (sin:
Ceratocystis paradoxa), foi ampliado para seis espécies geneticamente distintas. De
acordo com o novo Cadigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e
Plantas (MCNEILL et al. 2012), das espécies que compreendem o complexo
Thielaviopsis paradoxa, a sinonimia Ceratocystis, ndo sera mais utilizada para
fungos pertencente ao complexo T. paradoxa, enquanto, 0 nome Chalara declinou
taxonomicamente, sendo substituido por Chalariopsis de (De BEER et al. 2014). O
complexo compreende as espécies filogenética e bioldgica. Thielaviopsis ethacetica,
T. cerberus, T. euricoi, T. musarum, T. radicicola e T. paradoxa, que Sdo 0S
representantes do complexo. Estas espécies sdo importantes patdégenos, em
diversas espécies de plantas cultivadas (MBENOUN et al., 2014).

No Brasil, sdo raras as pesquisas que mencionam plantas nativas como
reservatérios de fungos fitopatogénicos, além disso, dentre as pesquisas que
existem, algumas apresentam identificacdo errbnea, em funcdo de utilizar apenas a
caracterizagdo morfologica. Sendo assim, esta pesquisa pretende realizar o
levantamento de isolados de Thielaviopsis spp obtidos de palmeiras silvestres e
pretende responder as seguintes perguntas: (i) quais sdo as espeécies de
Thielaviopsis associadas a palmeiras selvagens na regido amazonica? (i) Isolados

de Thielaviopsis sdo patogénicos em plantas cultivadas?
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MATERIAL E METODOS

ISOLAMENTO DO FUNGO

Frutos das palmeiras nativas de Austrocaryum vulgare, Attalea speciosa,
Attalea maripa e Mauritia flexuosa com sintomas de podriddo negra foram coletados
nos estados do Pard e Piaui, no Brasil. Primeiramente, procedemos com o
isolamento direto, sendo que micélio e cirros de ascésporos foram transferidos para
a placa contendo BDA. Em seguida, as placas foram incubadas a 25 °C e
fotoperiodo de 12h. Apds o crescimento, colénias com aspecto do género
Thielaviopsis foram transferidas para a placa contendo meio extrato de malte.

Inicialmente, foi realizado cultivo monospérico com objetivo de obter culturas
geneticamente puras. Preparamos uma suspensao de esporos com objetivo de obter
culturas monospdéricas. Apdés a germinacdo, os esporos foram transferidos com
auxilio de seringa hipodérmica para a placa de Petri contendo extrato de malte a 2%.
ApOs a obtencdo de culturas monosporicas os isolados foram mantidos em
microtubos de 2 ml, contendo agua destilada e esterilizada. Os isolados foram
depositados na Colecdo de Cultura de Fungos “fitopatogénicos Maria Menezes”
CMM-UFRPE (Tabela 1).

EXTRACAO DE DNA, SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Isolados monosparicos, foram cultivados em meio extrato de Malte, apds sete
dias de crescimento, realizamos raspagem das culturas para obtencdo de micélio.
Os fragmentos de micélio foram transferidos para microtubos de 1,5 ml para
extracdo de DNA gendmico usando o Axy Prep Multisource Kit Genomic DNA
Miniprep (Axygen Biosciences®). As analises filogenéticas foram realizadas com
sequéncias de DNA de duas regifes génicas: Fator de elongacdo EF-1a e ITS. Os
seguintes pares de primers foram utilizados nas reagcbes de PCR e de
sequenciamento: ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para a regido ITS (White et al. 1990), EF1F (5'-
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TGCGGTGGTATCGACAAGCGT-3) e EF2R (5°-AGCATGTTGTCGCCGTTGAAG-3’)
para EF-1a (JACOBS et al. 2004).

As PCRs foram realizadas com as seguintes concentracdes: 12.5 yuL Taq
PCR Master Mix 2x, 2 uL de cada primers (reverse e forward) e 9 uL de &gua
ultrapura, totalizando um volume final de 25 pL. As condi¢des das reacdes seguiram
recomendacdes dadas pelos respectivos autores de cada par de primers. Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado
com GelRed (Biotium®), com posterior visualizacao realizada em um transluminador.
O comprimento dos fragmentos amplificados foi comparado com um marcador de
comprimento de fragmentos 1 Kb. Os fragmentos amplificados purificados utilizando-
se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Brasil, Sdo Paulo,
BR).

Os fragmentos dos genes foram sequenciados na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, Amazonas, Brasil. Os eletroferrogramas gerados foram
analisados visualmente com o auxilio do programa SegAssem (HEPPERLE, 2004) e
as sequéncias editadas foram comparadas com a base de dados GenBank, do
National Center for Biotechnological Information — NCBI, por meio do programa
BLAST (http://http://www.ncbi.nIm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/). Sequéncias de referéncia
correspondentes a ITS e EF-1a das espécies do complexo T. paradoxa, previamente
depositadas no GenBank, também foram acrescentadas as analises (Tabela 1). No
programa MEGA 6® (TAMURA et al. 2013), foram feitos os alinhamentos multiplos
das sequéncias utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (THOMPSON et al. 1994).
Foram também realizadas analises filogenéticas com base no principio da Inferéncia
Bayesiana, utilizando o software Mr Bayes 3.1.2 (RONQUIST et al. 2012). Foram
obtidas arvores filogenéticas para cada regido génica isoladamente, bem como

arvores combinadas.

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Baseados na morfologia da colénia e na origem dos isolados foram
selecionados 16 isolados para a caracterizacdo morfologica. Os isolados foram
cultivados em meio de cultura Extrato de Malte (MEA); com a presenca de chips de
colmos de Saccharum esterilizados que foram depositados sobre a superficie do

meio de cultura. As placas foram mantidas em estufa incubadora a 25 °C com
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fotoperiodo de 12h. Foram realizados microcultivos, visando observar as estruturas
fungicas. Os fragmentos de micélios foram transferidos para pequenos blocos de
meio de cultura MEA, em seguida, uma laminula foi depositada sobre o bloco, e
entdo, incubada em camara umida por 72 horas. As laminas foram incubadas em
camara umida durante cinco5 dias a 25 °C. As preparacdes microscopicas foram
observadas em microscopio binocular comum. As estruturas morfoldgicas foram

mensuradas utilizando o microscépio Zeizz (n = 30) (MBENOUN et al., 2015).

TESTE DE HOMOTALISMO

Para induzir a formacdo de peritécios, os isolados de T. cerberus foram
cultivados em meio de cultura Malte a 2%, em seguida, as placas foram incubadas
no escuro durante o experimento e avaliadas diariamente. Com objetivo de avaliar a
viabilidade dos ascésporos, apos a exsudacdo cirros de ascOsporos, foram
transferidos para meio de cultura contendo extrato de Malte (MBENOUN et al.,
2014).

TESTE DE PATOGENICIDADE EM COCOS NUCIFERA

Para confirmar a patogenicidade dos isolados, frutos de Cocos nucifera
sadios foram selecionados. Quarenta frutos foram desinfestados superficialmente
com hipoclorito de sdédio (0,3 %) durante cinco minutos e, em seguida, lavados com
agua esterilizada. Discos de micélio com diametro de (0.4 mm) de ambas as
espécies de Thielaviopsis foram removidos de culturas com sete dias de idade. Os
discos foram depositados na regido do pedunculo, em seguida foi umedecido com 1
ml com agua destilada esterilizada. Para os frutos testemunhas foram depositado
discos de 0,4 mm sem a presenca do fungo. Cada fruto foi armazenado em sacolas
plasticas, com objetivo de formacdo de cédmara Umida. O ensaio foi montado
utilizando-se cinco frutos para cada isolado, sendo que quatro frutos foram
inoculados com o fungo e um fruto como controle. No momento da avaliagéo, os
frutos foram seccionados para avaliar a colonizagdo da polpa. Para confirmar a

patogenicidade, pequenos fragmentos dos tecidos dos frutos inoculados foram
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desinfestados com hipoclorito de sodio durante dois minutos, em seguida, lavados
em agua destilada esterelizada. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para
placa de Petri contendo BDA. As lesbes da colonizagao foram mensuradas. Essas
medicdes foram analisadas estatisticamente para avaliar a agressividade dos
isolados (SANTOS et al,. 2017).

TESTE DE PATOGENICIDADE EM ANANAS COMOSUS

Para avaliar a patogenicidade em frutos de abacaxi, foram utilizados frutos
sadios adquiridos em comeércios locais que, inicialmente, foram lavados com &gua e
secos com papel toalha. Com auxilio de um palito esterilizado, uma por¢cédo do
micélio foi transferida para a superficie do fruto através de ferimento de 0,2 cm de
profundidade. Em seguida, discos de micélio com 0,4 cm foram depositados no
ferimento, os locais de inoculagdo foram envolvidos com parafilm para evitar a
desidratacédo. Para os frutos testemunha foram depositados de 0,4 mm sem a
presenca do fungo. Cada fruto foi armazenado em sacolas plasticas com objetivo de
formacdo de uma camera umida. O ensaio foi montado, sendo utilizados 5 frutos
para cada isolado, sendo que 4 frutos foram inoculados com o fungo e um fruto
mantido como controle e posteriormente, os frutos foram depositados em bandejas e
armazenados em sala climatizada com temperatura de 25 °C (HUBERT et al. 2014).

TESTE DE PATOGENICIDADE EM SACCHARUM OFFICINARUM

A variedade de S. officinarum RB92579 foi selecionada para inoculagdo. O
teste de colonizac&o dos colmos foi realizado em colmos de cerca de um metro de
comprimento. Na base do colmo foi depositado 1 ml de suspensdo de esporos na
concentracdo de 1 x 106 de conidios ml e, a sequir, protegida com parafilme. Nos
colmos o controle foi depositado apenas agua destilada esterilizada. Os colmos
inoculados foram incubados em ambiente climatizado 25 ° C e fotoperiodo de 12h.
As repeticBes continham sete colmos cada. Vinte dias apos a inoculagdo, os colmos
foram seccionados longitudinalmente para avaliacdo visual e mensuracdo da
colonizacdo (CHAPOLA et al. 2014).
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RESULTADOS

Durante as coletas foram observados frutos de Austrocaryum vulgare, Attalea
maripa e Mauritia flexuosa com estruturas do fungo, correspondentes a micélio e
conidios. Ao realizarmos preparacfes microscopicas, observaram-se marcadores
morfologicos tipicos de Thielaviopsis (Figura 1). Enquanto, que, em frutos de Attalea
speciosa, além de observar a colonizacdo do tecido dos frutos, detectou-se a

formacéao de peritécios com exsudacao de ascosporos (Figura 1).

ANALISE FILOGENETICA

Ao realizar andlises de BLASTn das sequéncias amplificadas dos genes ITS e
TEF, observou-se que os isolados pertencem ao complexo Thielaviopsis paradoxa.
Baseado em analise combinadas das sequencias, 10 isolados agruparam com
isolados de referéncias ex-type de Thielaviopsis ethacetica (IMI 50560), dentro de

um clado com alto suporte (Bayesian posterior probability 1.00).

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os isolados de T. ethacetica apresentaram coloracdo branca apds 24 horas
de incubacéo, apds 48 a 72 horas as culturas apresentaram coloracdo preta. Todos
os isolados produziram odor caracteristico de acetato de etila. Os conidios primarios
eram hialinos, retangulares-cilindricos, medindo 6-7 x 4-5 pm. Conidios secundarios
eram marrons a escuros, variando de formatos retangulares, oblongos e ovais,
medindo 7-9 x 4-6 um. Eventualmente, observou-se o engrossamento de parede em
conidios secundarios que apresentavam coloracdo escura aleuroconidios.
unicelulares, globosos, marrom escuro, com parede dupla e asperas, medindo 13 x
16 um.

Seis isolados de T. cerberus foram identificados, utilizando o conceito de
espécie morfoldgica, haja vista, que essa é a Unica espécie deste complexo que é
possivel identificar através da avaliagdo dos marcadores morfolégicos. Os isolados
de T. cerberus apresentaram coloragdo da cultura inicialmente branca, tornando

cinza-escuro (Figura 3). Trés dias apoOs incubacdo das culturas observou-se a
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formacdo de protoperitécios de coloracdo negra, e na base do protoperitécios, a
existéncia de ornamentacao digitada. Apos seis dias de incubacédo, observou-se a
formacdo de peritécios rostrados, com exsudacdo de massa de ascosporos de
coloracdo alaranjada. Os peritécios apresentaram hifas divergentes nas
extremidades, enquanto nos protoperitécios, ndo foram observadas hifas
divergentes nas extremidades do rostro (Figura 3). Os ascOsporos eram viaveis,
germinando e formando -culturas inicialmente brancas. Os ascdsporos eram
unicelulares, elipsoidais, no entanto, foram encontrados ascésporos com duas
células aderidas, devido a presenca de bainhas. Conidios primarios, retangulares,
hialinos, variando a marrom-escuro medindo 8-11 x 5-7 pm. Aleuroconidios

solitarios, globosos, coloragédo escura com parede dupla (Figura 3)

TESTE DE PATOGENICIDADE (ANANAS COMOSUS)

Todos os isolados de T. ethacetica e T. cerberus induziram sintomas de
podriddo negra em frutos de abacaxi. Dois dias apds a inoculagédo, detectamos no
ponto de inoculacdo amolecimento da polpa, com a formacdo de micélio de
coloracgéo cinza-escuro e a formacao de peritécios. Ao seccionar os frutos observou-
se escurecimento do tecido, acompanhado de apodrecimento da polpa e

desintegracdo da casca (Figura 4).

TESTE DE PATOGENICIDADE EM FRUTOS (COCOS NUCIFERA)

Todos os isolados de T. ethacetica e T. cerberus induziram sintomas nos
frutos durante cinco dias apés a inoculacao. Inicialmente, detectou-se a formacéo de
esporulacdo no local de inoculacdo, ao realizar cortes no pericarpo dos frutos

observou-se o escurecimento do tecido (Figura 5).

TESTE DE PATOGENICIDADE EM COLMOS DE SACCHARUM OFFICINARUM

Ao avaliar os colmos, 12 dias ap0s a inoculagdo, observou-se que todos 0s
isolados inoculados induziram sintoma de podriddo em colmos de cana de acucar.

Observou a formacao de micélio de coloracdo negra no interior do colmo, que
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correspondia aos esporos do fungo. Aléem disso, detectou-se o cheiro de acetato de

etila, liberado no momento da secc¢éo dos colmos (Figura 5).

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelam que T. ethacetica e T. cerberus sao
patogenos latentes, associados as palmeiras nativas na regido amazonica e no
Nordeste brasileiro. Este resultado reforca a hipotese de Borgens et al. (2019), os
autores acreditaram que T. ethacetica é difundido em varias regifes geograficas, em
diferentes palmeiras, inclusive, em espécies de palmeiras nativas. No Brasil, esta
espécie foi relatada causando podriddo em frutos de coqueiro, no entanto,
inicialmente, os autores denominaram o fungo como T. paradoxa s. stric (PINHO et
al., 2013). Além disso, este fungo foi relatado causando podriddo em frutos de
Ananas comosus, Elaeis guinensis e podriddo de colmo em Saccharum spp. em
diferentes regides geograficas de paises asiaticos, americano e africano
(MBENOUN et al., 2014; BORGENS et al., 2019; NASCIMENTO et al. 2020).

Relatos na literatura demonstram que T. paradoxa s.lato € o principal
patbgeno em diversos hospedeiros de importancia agricola no Brasil (MENDES et
al., 1998;, FARR et al., 2020). As principais pesquisas que envolvem a identificacéo
filogenética constataram que nao existem isolados de T. paradoxa s.stric no Brasil
(MBENOUN et al., 2014; MBENOUN et al., 2015, DE BEER et al., 2015). Sendo
assim, acredita-se que T. paradoxa s.stric € pouco comum, possivelmente, muitos
destes relatos sdo T. ethacetica. No entanto, para confirmar esta hip6tese, estudos
utilizando ampla colecéo de isolados de diferentes hospedeiros, aliados com o uso
de ferramentas modernas de biologia molecular devem ser realizados. Até o
momento, as espécies relatadas no Brasil foram: T. ethacetica, T. euricoi, T.
musarum (MBENOUN et al., 2014, MELO et al., 2016, BORGENS et al., 2019).

Em estipe de Attalea speciosa, obteve-se isolados de T. cerberus, em galerias
de insetos da ordem Coleoptera, 0 que evidencia que este inseto possa ter sido o
vetor do patdgeno, além de potencializar a penetracdo do fungo, em funcdo da
presenca de injarias. Levantamos a hipotese de que isolados de T. ethacetica e T.
cerberus podem migrar das palmeiras nativas para espécies cultivadas,

principalmente, através da acgdo de insetos vetores, ou através da agéo
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antropogénica. Estudos anteriores demostraram a associacdo de Thielaviopsis
paradoxa com Rhynchophorus palmarum, evidentemente, acredita-se que durante o
processo de alimentacédo, este inseto pode ser o principal agente de disseminacao
de esporos (PARRA et al. 2003). Pesquisa conduzida por Carvalho et al. (2011) tem
demonstrado a presenca de esporos de T. paradoxa associado na superficie e no
intestino de R. palmarum, sendo que os isolados provenientes dos insetos foram
patogénicos em Cocos nucifera (CARVALHO et al., 2013).

Ao avaliar os marcadores morfolégicos de T. cerberus, observou-se poucos
conidios primarios e aleuroconidios, predominando a formacdo de peritécios e
ascosporos viaveis. Poucas diferencas morfoldgicas existem entre as espécies do
complexo Thielaviopsis paradoxa, no entanto, foi possivel distinguir
morfologicamente as espécies T. cerberus, de T. ethacetica, devido T. cerberus ser
a Unica espécie do complexo que nao produz conidios secundarios, além da
abundante producéo de peritécios in vitro (MBENOUN et al., 2014). Baseado nas
descricdes morfologicas confirmou-se que os isolados deste estudo ndo pertencem
a T. paradoxa s. strict, devido n&do se observar a formagao de sinemata em ambas
as espécies, marcador morfolégico exclusivo desta espécie (MBENOUM et al.,
2014).

Em funcdo da constatacdo da fase sexuada de T. cerberus nas condicbes
naturais, acredita-se que esta espécie apresenta alta variabilidade genética em
funcdo do processo de recombinacdo. Na descricdo original desta espécie, foi
observada a presenca de peritécios na superficie de frutos de cacau e dendezeiro
(MBENOUN et al., 2014). Este evento evidencia possivel risco, uma vez que
patdgenos que apresentam ciclo sexual sdo capazes de evoluir e se adaptar as
mudancas do ambiente como novos hospedeiros, em funcdo da recombinacao
genética, podendo potencializar a viruléncia, adaptacdo em diferentes ambientes e
hospedeiros (GIRAUD et al., 2010).

Thielaviopsis cerberus é a Unica espécie homotalica do complexo
Thielaviopsis paradoxa. Recentemente, estudo genético avaliou a estrutura do locus
génico do tipo de acasalamento de T. cerberus, confirmando a presenca de um locu
responsavel pela autofértilizacdo, contendo quatro tipos de genes relacionado ao
acasalamento (Mating types), enquanto que a regido autoestéril é representa por um
locus Thielaviopsis cerberus é a Unica espécie homotalica do complexo Thielaviopsis
paradoxa. (KRAMER et al., 2021).
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Apesar da descrigdo original de T. cerberus ser de amostras coletadas no
continente africano, proveniente de Theobroma cacao e Elaeis guinensis, ndo se
conhece o centro de origem deste fungo. E provavel que o inéculo deste patdgeno
tenha sido disseminado, durante o transporte de material vegetal e domesticacao no
periodo da colonizacdo. A primeira evidéncia é que o fungo foi introduzido no
continente africano através de material propagativo de T. cacao, proveniente do
Brasil, enquanto que, a segunda hipdtese, € que ocorreu a disseminacdo do
patdgeno de E. guinensis da Africa para a América do Sul. Devido ao processo de
globalizacdo do comércio de produtos vegetais, tem ocorrido a distribuicdo de micro-
organismos. Este tem sido o caso de varios fungos fitopatogénicos, que foram
introduzidos em novas regifes geograficas, co-evoluindo com novos hospedeiros,
surgindo novas doencas devastadoras em plantas cultivadas e silvestres
(ANDERSON et al. 2004).

Este estudo demostra que fungos do género Thielaviopsis hospedam em
palmeiras nativas, podendo ser uma estratégia de sobrevivéncia na auséncia de
hospedeiros cultivados. Em diferentes partes mundo, especificamente paises de
origem tropical, tem-se observado crescentes registros de diversas doencas
emergentes, que envolvem a interacdo de T. ethacetica (sin: Thielaviopsis paradoxa
e Ceratocystis paradoxa). E, estas ocorréncias podem ser interpretadas como
consequéncia da dispersdo de indculo do patdgeno, possivelmente, através de
transporte de material propagativo (TZENG et al. 2010; SUWANDI et al. 2012;
ANDERSON et al. 2004).

Thielaviopsis cerberus é relatado como um novo patdégeno quarentenario para
o Brasil, apesar de estar associado em plantas silvestres, acredita-se que este fungo
pode ser uma ameaca as plantas cultivadas, especificamente em frutos de cacau,
coqueiro e dendezeiro. Apesar da confirmacdo da ocorréncia de Thielaviopsis
presente em diversas regides geograficas no Brasil, ndo se conhece o real impacto
deste grupo de fungos nas espécies de plantas de interesse agricola, no entanto, é
necessario a investigacdo para confirmar quais espécies de Thielaviopsis estao
associadas ao cultivo de Ananas comosus, Musa spp, Theobroma cacao e Cocus
nucifera. Esta pesquisa refor¢ca a importancia do estudo de levantamento de fungos
fitopatogénicos em plantas nativas, demostrando, que estes patdogenos apresentam

versateis estratégias de sobrevivéncia.
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Tabela 1: Thielaviopsis spp. isolados e sequéncias utilizadas na analise filogenética
GenBank accession

Species name

T. ethacetica
T. ethacetica

T. ethacetica
T. ethacetica
T. ethacetica
T. ethacetica
T. ethacetica
T.ethacetica
. ethacetica
. ethacetica
. cerberus
. cerberus
. cerberus
. cerberus
T.cerberus
T. cerberus
T. ethacetica

e i

T. ethacetica
T. ethacetica
T. ethacetica
T. ethacetica

T. ethacetica

T. cerberus
T. cerberus
T. euricoi
T. euricoi

T. musarum

T. musarum
T. paradoxa
S. str.

T. paradoxa
S. str.

T. paradoxa
S. str.

T. paradoxa
S. str.

“T.
paradoxa”
T. paradoxa
s. lat. 1

T. paradoxa
s. lat. 2

T. radicicola

Culture
collection
number(s)?

MP 08
MP 09

MP 13

MP 14

MP 15

MP 24

MP 30

MP 35

SS01

SS02

MP 70

MP 71

MP 75

MP 76

MP 77

MP 78
CMW 37775;
IMI 50560 ET
CMW 36671

CMW 36771

CMW 37777,
IMI 344082

CMW 36691

CMW 28533,
CBS 601.70

CMW 36668 T
CMW 35024

CMW 28537,
CBS893.70 T

CMW 8790

CMW 1546 ET

CMM 1525

CMW 36689;
CBS 1307.61 ET

CMW 36642;
CBS 130760

CMW 36654
CMW 36754

CMM 1739;
CML 2392
CMW 28535;
CBS 1010.54
CMW 28536;
CBS 116770
CMW 1032;
CBS 11447 T

Host/substrate

Mauritia
flexuosa
Mauritia
flexuosa
Astrocaryum sp
Astrocarium sp
Astrocarium sp
Astrocarium sp
Attalea maripa
Attalea maripa
Attalea maripa
Attalea maripa
Attalea flexuosa
Attalea flexuosa
Attalea flexuosa
Attelea flexuosa
Attalea flexuosa

Attalea flexuaosa

Ananas
COmosus

Elaeis
guineensis
Sacharum sp.
Cocos nucifera
Theobroma
cacao

Ananas
Comosus

Elaeis
guineensis
Theobroma
cacao

Cocos nucifera
Cocos nucifera
Musa sp.

Musa sapientum
Elaeis guinensis
Elaeis guinensis
Elaeis guinensis
Elaeis guinensis
Cocos nucifera
Rosa sp.

Palm species

Phoenix
dactylifera

Origin

Brazil
Brazil
Brasil
Brazil
Brazil
Brazil
Brasil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brasil
Malaysia
Cameroon
South Africa
Tanzania
Cameroon

Brazil

Cameroon
Cameroon
Brazil
Indonesia
New Zeland
Brazil
Cameroon
Cameroon
Cameroon
Cameroon
Brazil
Netherlands
Ecuador

USA

Isolation

2018

2018

2018
2018
2018
2019
2019
2019
2018
2018
2020
2020
2020
2020
2020
2020

1970

1970

1962

2015

1961

1960

2012

1954

1970

1947

Collector
(supplier)

M. P. Melo
M.P.Melo

M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M. P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M.P.Melo
M. P.Melo
M.P.Melo
(CABI)

M. Mbenoun &
J. Roux

N. van Wyk
(FABI)

(CABI)

M. Mbenoun &
J. Roux

M. Barreto
Figueiredo
(CBS)

M. Mbenoun &
J. Roux

M. Mbenoun &
J. Roux

E. de Matta
(CBS)

M.J. Wingfield
(FABI)

T.W. Canter-
Visscher
(FABI)

M. P. Melo

M. Mbenoun &
J. Roux

M. Mbenoun &
J. Roux

M. Mbenoun &
J. Roux

M. Mbenoun &
J. Roux

J.W. Veenbaas-
Rijks (CBS)
M.C. Aime
(CBS)

D.E. Bliss

numbers®

ITS TEF-12

JX518341 | JX518309
JX518351 @ JX518319
JX518330 | JX518298
JX518339 | JX518307
JX518343 = JX518311
JX518331 @ JX518299
JX518348 | JX518316
JX518356 | JX518324
JX518335 | JX518303
JX518327 | JX518295
JX518325 | JX518293
KU052801 | KU175887
JX518342 | JX518310
JX518346 | JX518314
JX518350 | JX518312
JX518344 | JX518318
JQ963886 | JQ963883
JX518333 | JX518301
JX518334 | JX518302
KF612023 = KF612024



36

T. radicicola CMW 26389; Lawsonia Mauritania 1967 G.L. Hennebert  KF953932 @ KF917202
CBS 167.67 inermis
C. fimbriata CMW 1547 Ipomoea Papua New 2005 E.H.C. AF264904 EF070395
batatas Guinea McKenzie
C. fimbriata CMW 15049 Ipomoea USA 2005 C.F. Andrus; DQ520629 = EF070394
batatas 1937
Tabela 1 - Isolados e sequéncias usadas na andlise filogenética neste estudo, a CABI:

Commonwealth Agricultural Bureaux International Bioscience, formerly International Mycological
Institute (IMI); CBS: Colecao de cultura CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The
Netherlands; CMM: Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria Menezes”,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil;, CML: Colecdo Micologica de Lavras,
Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brazil;, CMW: Colecdo de cultura do Instituto de
biotecnologia de agricultura e floresta (FABI), University of Pretoria. Sequencia ex-type (T) isolados
epitype (ET). bITS: internal transcribed spacer regions 1 and 2 including the 5.8S rRNA gene; TEF-1a:
translation elongation factor 1-alpha gene.
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FIGURA 1

Figura 1 — Sintomas e sinais de Thielaviopsis spp: A: Sintomas de resinose em estipe de babacu. B-
C: Presenca de larvas de cole6pteros em galerias em estipe de babacu. D. Frutos de babacu com
sintomas de podriddo. E: Sinais de Thielaviopsis na regido peduncular em frutos de babacu. F:
Seccdo demonstrando a coloniza¢do do fruto. G: Peritécios sobre casca de babacu. H: Peritécios
com exsudacado de ascoésporos. I: Sinais de Thielaviopsis em frutos de palmeira inaja. J: Sinais de
Thielaviopsis em frutos de tucuma.
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FIGURA 2

ITS + TEF1-a MP tree 211 MP08

MP09
MP15
MP35

MP30
$S01 Thielaviopsis ethacetica

1244bp
372 parcimony- informative sites
1 of 2 trees
589 steps
Cl =0.782683
Rl =0.868177
MP24
S$S02
MP13
MP14
Thielaviopsis ethacetica IMIS0560% T
Thielaviopsis ethacetica CBS 601.70
Thielaviopsis musarum CMW1546° T
100|- Thielaviopsis musarum CMM 1524
100 1 Thielaviopsis euricoi CBS 893.70"
Thielaviopsis euricoi CMW8790
100 _{:Thielaviopsis paradoxa s. str. CMW36689° T
Thielaviopsis cf. paradoxa s. lat.1 CBS 101054
100 | Thielaviopsis radicicola CMW 1032
| Thielaviopsis radicicola CMW 26389

72

74 ————— Thielaviopsis cf. paradoxa s. lat.2 CBS 116770
%6 Thielaviopsis cerberus CMW36668"
100l Thielaviopsis cerberus CMW35024
— Ceratocystlis fimbriata CMW1547
100 L Ceratocystis fimbriata CMW15049

o |
20

Figura 2 — Andlise filogenética bayesiana de isolados de Thielaviopsis spp. isolados obtidos de
palmeiras. A arvore foi construida usando sequéncias concatenadas dos genes ITS e TEF-1a. Os
valores de probabilidade posterior bayesiana = 0,90 sado indicados acima dos nds. As sequéncias
geradas neste estudo estdo destacadas em negrito. Foram indicadas sequéncias de isolados ex-type
(T) e ex-epitipo (ET). A barra de escala (0,04) representa substituicdes de nucleotideos por local. Esta
arvore esta enraizada com Ceratocystis fimbriata.
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Figura 3

Figura 3 — Marcadores morfologicos de T. cerberus e T. ethacetica: A.B: Culturas de T. cerberus. C.
Seta indicando a base do peritécio. D.E: Exsudagdo de ascosporos. F: Detalhe de pseudoperitécios.
G-H: Detalhe de peritécios. I: Detalhe de hifas da regid@o estiolar do peritécios. J: Ascdsporos. I.M.N:
Conidios primérios. O.P: Conidios secundarios.
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Figura 4
e )
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Figura 4 — Teste de patogenicidadé em frutos de abacaxi: A: Detalhe da colonizacdo do fungo,
seguido do escurecimento da casca. B-C. Colonizacdo de Thielaviopsis ethacetica . C: Colonizagéo
de Thielaviopsis ethacetica, causando amolecimento da polpa.
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Figura 5
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Figura 5 — Teste de patogenicidade em colmo
colonizagéo de T. cerberus. C: Sintoma de podridao, coloniza¢é@o T. ethacetica.

Figura 6 — Teste de patogenicidade em frutos de coqueiro. A: Frutos assintomaticos (Controle). B:
Sintoma externo. C-D: Sintoma de podriddo interna, colonizado por T. ethacetica e T. cerberus,

respectivamente.
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ABSTRACT

The Thielaviopsis paradoxa complex counts six phylogenetic species. These species
are important pathogens in different hosts. Thielaviopsis ethacetica is known as a
polyphagous pathogen, causing diseases such as fruit rot and stem bleeding in
palms. Peach palm (pupunha) fruits with black rot symptoms were collected in
markets and farms in different municipalities of Para, Brazil, during 2018 and 2019.
The fruits showed symptoms of black rot, with the formation of a black-colored
mycelium. Microscopy analysis revealed the presence of conidia typical of the genus
Thielaviopsis. Monosporic cultures were obtained, and five isolates were selected.
Based on phylogenetic analyses of the ITS region and the TEF-1a gene, the fungi
were identified as Thielaviopsis ethacetica. The isolates had rectangular-shaped
primary conidia with hyaline coloration, while secondary conidia were cylindrical to
oblong in shape and dark brown. All isolates induced black rot symptoms in yellow
and red peach palm fruits. This is the first record of T. ethacetica causing black rot in
peach palm fruits in Brazil, which represents a potential threat to the culture of

Bactris gasipaes.

Keywords: Bactris gassipaes. Phylogenetic analysis. Postharvest rot. Thielaviopsis
paradoxa complex.
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1 INTRODUCTION

Black rot is a major postharvest problem of peach palm (pupunha) fruits
(Bactris gasipaes L.). It has been observed for decades in the Northern region of
Brazil. The etiologic agent of black rot is pointed as the Thielaviopsis paradoxa
(Alves & Flores, 1982). The disease is characterized by a darkening and softening of
the pulp and premature fruit drop. There is formation of mycelium and spores of the
fungus as the disease evolves. Injuries to plants caused by birds and insects ease
the infection by several fungi, which includes T. paradoxa (Mota & Gasparotto, 1998).

Thielaviopsis paradoxa is a soil fungus, an important etiologic agent of plant
diseases in monocodyledonae. This fungus has a wide geographic distribution both
in tropical and arid areas (Morgan-Jones, 1967; Garofalo & McMillan, 2004). It was
first described associated as a pathogen in pineapple plants in France, inducing a
disease called black rot in fruits (Kile, 1993). The presence of T. paradoxa (latu
sensu) in palm species is reported in many regions of the world. This phytopathogen
is mainly found in the tropical regions of Africa, Asia, and South America.
Thielaviopsis paradoxa induces the symptoms of stem bleeding and fruit rot in palm
species that are important to agronomy and forestry (Mbenoun et al., 2014; Mbenoun
et al., 2015). This fungus is frequently observed in Brazil on coconut and ornamental
palms (Warwick & Passos, 2009; Viana et al., 2009; Pinho et al., 2013). In
ornamental and acai palms, this group of phytopathogens associates with insect
borers, facilitating the dissemination of spores and potentiating the occurrence of the
disease (Araujo & Silva, 2010; Oliveira, 2017).

Thielaviopsis paradoxa has been divided into several genetically distinct
species. Thus, T. paradoxa latu senso counts six species that are allocated into three
different clades. The first group contains the species Thielaviopsis radicicola (Bliss)
Moreau Mbenoun and Thielaviopsis cerberus Mbenoun and Wingfield, which are
phytopathogens in palm trees. The second group consists of Thielaviopsis ethacetica
(Went) Mbenoun and de Beer, which is associated with several hosts and has a wide
geographic distribution, and Thielaviopsis musarum, an etiologic agent of crown rot in
banana fruits (Melo et al., 2016; Mbenoun et al., 2014). The third group includes T.
paradoxa stricto sensu and Thielaviopsis euricoi (Bat and Vital) Mbenoun and de
Beer, important rot-inducing pathogens in Elaeis guinensis and Cocus nucifera
(Mbenoun et al., 2014).
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There are several records of black rot in peach palms in Brazil in which T.
paradoxa is the etiologic agent (Mendes et al., 1998). However, these records are
flawed and inaccurate because the identification of the etiologic agent was based
only on morphological markers. According to the new International Code of
Nomenclature for Algae, Fungi, and Plants (McNeill et al., 2012), from the six genera
under the name Ceratocystis five have become Thielaviopsis. Currently, the name
Ceratocystis is only used for the causative agent of wilt in tree species, while Chalara
has been replaced for Chalariopsis (de Beer et al., 2014).

Although black rot in peach palm is a critical phytosanitary problem, the
identification of the etiologic agent has been neglected. Furthermore, there is no
record by researchers of its isolates in culture collections. In addition, all
identifications of isolates obtained from peach palms were performed through the
evaluation of morphological markers. Therefore, this research aims to contribute to
clarify the etiological agent of black rot in peach palm (pupunha) fruits by applying the
concept of phylogenetic species, morphological characterization, and pathogenicity

test.

2 MATERIAL AND METHODS

Peach palm fruits with black rot symptoms were collected in local
markets and farms in Juruti, Santarém and Belém (Western Pard) in the Northern
region of Brazil. Twenty samples from 15 fruits were collected and sent to the
laboratory to perform fungi isolation. The fruits were sectioned and stored in bags
with moistened cotton to simulate a humidity chamber. After the formation of fungal
structures, direct isolation was performed with a metal needle. Portions of mycelium
were transferred into a potato dextrose agar (PDA) medium, which was incubated for
a 12-hour photoperiod at 28 °C. Monosporic cultures of four isolates were performed,
which were then deposited at the Culture Collection “Maria Menezes” for
Phytopathogenic Fungi at the UFRPE, Recife - Brazil (Table 1).

Five isolates were selected for morphological characterization based on their
colony morphology and origin. The isolates were grown on malt extract (MEA) culture
medium with sterilized Saccharum bud chips deposited on its surface. The Petri
dishes were kept in an incubator for a 12-hour photoperiod at 25 °C. Microcultures

were performed to observe fungal structures. The mycelium fragments were
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transferred to small blocks of MEA culture medium in slides and then covered with a
coverslip. Then, they were incubated in a humidity chamber for 72 hours at 25 °C
(Mbenoun et al., 2014). The slides were observed with a binocular microscope, and
the conidia markers (n = 30) were measured.

Mycelium biomass was obtained by scraping cultures grown on 2% MEA.
Mycelium fragments were transferred to 1.5-mL microtubes for extraction of total
DNA using the AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen®
Biosciences). The gene TEF-1a and the region ITS were amplified and sequenced
for phylogenetic analysis using the primers EF1F (5'-
TGCGGTGGTATCGACAAGCGT-3’), EF2R (5-AGCATGTTGTCGCCGTTGAAG-3’)
(Jacobs et al., 2004), ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’), and ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990).

PCRs were performed at the following concentrations: 12.5 uL Taq PCR
Master Mix 2x 2 pL of each primer (10 mM) (reverse and forward), and 9 pL of
ultrapure water, 1.5 pL (2.5 U) — a final volume of 25 uL. Reaction conditions followed
the recommendations of the respective authors of each primer pair. The amplicons
were analyzed by electrophoresis in 2% agarose gel stained with GelRed™ (Biotium
Inc.) in TAE 1 x Buffer (Sambrook et al., 1989) and visualized under UV light. PCR
products were purified using Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kkits
(Promega Brasil, Sdo Paulo, BR). The gene fragments were sequenced by chain
termination method (Sanger sequencing) at the Embrapa Amazénia Ocidental.

Nucleotide sequences were edited using SegAssem (Hepperle, 2004).
Additional reference sequences of Thielaviopsis isolates infecting different hosts
were obtained from the NCBI GenBank and papers published in high-impact factor
journals (Table 1). The edited sequences were compared with those found at the
GenBank database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
using the BLASTn tool (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Sequences were
aligned using the Clustal W function of MEGA v. X (Kumar et al., 2018). Bayesian
inference analyses were performed on all sequences using the Monte Carlo chain
method. The software MrModeltest 2.3 (Posada & Bucley, 2004) was used to
produce the best-fitting nucleotide substitution model. The GTR+G model was used.
Phylogenetic analyses were performed using the CIPRES online tool (Miller et al.,
2010) and MrBayes v. 3.2 (Ronquist et al.,, 2011). Markov chains were run

simultaneously on random trees with 10,000,000 generations, and trees were
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sampled every 1,000 generations for a total of 10,000 trees. The first 2,500 trees of
each analysis were discarded as burn-in, and the remaining 7,500 trees were used to
calculate later probabilities of branches as determined by a consensus of the majority
of sampled trees. Trees were visualized using Figtree (Rambaut, 2009). Isolates of
Thielaviopsis fimbriata were used as an outgroup. Sequences produced in this study
were deposited at the NCBI GenBank (Table 1).

Eighty healthy, early-maturing fruits of each variety (red and yellow) of peach
palm (pupunha) were selected. The fruits were washed with neutral detergent and
sterile water and then inoculated using two different methods. In the first method, 9
mm mycelium discs were deposited in the region of the peduncle. In the second
method, 100 pL of spore suspension at a 1 x 105 conidia/mL concentration were also
deposited in the peduncle. Sterile distilled water was used as a negative control.
Each treatment consisted of four replications, and the experimental unit was
represented by one fruit. The fruits were incubated in a humidity chamber for five
days at 28 °C with a 12-hour photoperiod. After incubation, the symptoms and signs
of the pathogen on the surface of the fruit were characterized. The fruits were
sectioned to evaluate the colonization of the fungus (Alves & Flores, 1982). After the

evaluations, the fungus was reisolated to comply with Koch's postulates.

3 RESULTS

Peach palm fruits had with different levels of severity in the collection sites.
More severe rot symptoms occurred in fruits at an advanced ripening stage and in
fruits with mechanical damage (Fig. 1a). The lesions started mainly in the peduncle
region of the fruit. As the disease progressed, white mycelium often formed, which
later turned black. Inside the fruits, dark-colored mycelial colonization and softening
of the tissue could be observed (Fig. 1 b-c). An intense, black-colored colonization
occurred in the pulp of the sectioned fruits (Fig. 1c-d). A strong odor commonly
released from the rotten fruit, which may be related to the production of ethyl acetate.

Compared with Thielaviopsis lineages deposited at the GenBank, the isolates
presented an identity above 97% with the sequences of T. ethacetica (BLASTn
analysis of the ITS region and the gene TEF-1a). In the phylogenetic analysis, the
five Thielaviopsis isolates formed a well-supported (Bpp=0.99), monophyletic group
with the ex-type isolate of T. ethacetica (IMI 50560). The isolates from this study
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grouped with T. ethacetica isolates obtained from the hosts Cocos nucifera, Ananas
comosus, and Saccharum oficcinarum, which are found in different geographical
regions (Fig. 2).

The colonies initially showed a white coloration but turned dark after
eight days of cultivation (Fig. 3a). There was no synnemata on the sterilized
fragments. On the microscope evaluation of the white-colored mycelium, hyaline,
unicellular, rectangular primary conidia measuring 5.6-8.8 um in length and 2.8-4.0
pum in width were observed (Fig. 3b-c). In the dark-colored mycelium, there was the
formation of secondary conidia with three distinct shapes. The first type was
cylindrical, light brown, and measured 6.6-11.6 um x 3.0-3.7 um (Fig. 3d, g). The
second type had an oblong to globose shape measuring 5.0-10.0 x 3.0-5.3 pum (Fig.
3e). The third type presented ellipsoid-shaped conidia measuring 7.0-13.0 x 3.0-4.0
um (Fig. 3f). Also, there was production of unicellular aleuroconidia in dark-colored
colonies. They presented cell walls measuring 10.8-17.5 x 5.4-8.4 um and had a
warty, dark-brown, ovoid-shaped appearance (Fig. 3h-i).

All isolates induced rot symptoms in peach palm fruits of the varieties
"red" and "yellow," which are characterized by the softening of the pulp with
subsequent evolution to black rot. This characteristic is similar as that on fruits initially
collected for isolation. Both inoculation methods were efficient in starting the
infection. In fruits used as control, neither symptom nor colonization of the pathogen
was observed (Fig. 1e). There was a deterioration of the tissues after 24-48 h
(symptom similar to soft rot), which evolved into a dark tissue coloration (Fig. 1f). In
the outer region, especially at the inoculation point, there was the formation of
pathogen's signs, followed by a characteristic odor of ethyl acetate. The mesocarp

was colonized and had a dark coloration (Fig. 19).

4 DISCUSSION

Black rot occurs in peach palm (pupunha) fruits when they begin to ripen. It is
believed that wounds and injuries potentiate its occurrence. This disease is a post-
harvest problem frequently observed for many years. During the commercialization
period, losses of up to 5% of the total production may occur (Véras et al., 1997).
Frequently, the black rot of peach palm fruits occurs during the period of

commercialization and transport, showing that the infection may occur with fruits still
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on the plant, evidencing that T. ethacetica can be a latent pathogen. The rots begin
in the region of the peduncle; however, the colonization of the tissue advances to the
pulp of the fruit. It has been observed that, associated with fruits of C. nucifera, the
rot caused by T. paradoxa occurs after harvest. Specifically, the symptoms appear in
the peduncle region probably due to injuries at the time of harvest (Pinho et al.,
2013).

This study proves, by applying the morphological species concept,
phylogenetic analysis, and pathogenicity test, that the causative agent of black rot in
pupunha fruits is T. ethacetica. Previous research mentions that the causative agent
of black rot is T. paradoxa (Alves & Flores, 1982; Garcia & Souza, 1998). However, it
is believed that many reports of the association of Thielaviopsis with several palm
species in Brazil do not describe T. paradoxa s. str since only its morphology was
used to identify the pathogen. The taxonomic reassessment of T. paradoxa has
shown that it is a complex composed of six phylogenetically distinct but
morphologically similar species (Mbenoun et al., 2014).

Although black rot is a common disease, especially in the humid tropical
region of the Amazon, the correct identification of the etiologic agent has not yet
been performed. Many associations and reports of T. paradoxa on different plants in
Brazil are believed to be erroneous since all records were made using morphological
descriptors. Therefore, several of these reports may indicate T. ethacetica, a species
of the Thielaviopsis paradoxa complex with a wide geographical distribution. Studies
have shown that T. paradoxa has a low incidence in Asian and African regions,
whereas T. ethacetica is frequently found on various hosts (Mbenoun et al., 2014;
Mbenoun et al., 2015).

Despite the existence of a diversity of associations of T. paradoxa in
cultivated plants, studies performing the correct identification of Thielaviopsis spp.
are neglected in Brazil. Interestingly, the isolate CMM 1739, which was previously
identified as T. paradoxa, here clustered with isolates from this study (Pinho et al.,
2013). Studies conducted by South African researchers revealed the presence of T.
ethacetica causing stem bleeding and fruit rot in several palm species (Mbenoun et
al., 2014). Thielaviopsis ethacetica is also a predominant pathogen in crops, inducing
rot in A. comosus fruits and pineapple sett rot disease on sugarcane (Mbenoun et al.,
2015; Borges et al., 2019).
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During the cultivation and domestication of B. gasipaes, the pathogen's
inoculum may have been dispersed to various geographical regions (humans
transporting and propagating material and fruits). In addition, the dispersal of T.
ethacetica may have occurred through the action of the Rhynchophorum palmarum
beetle. This insect (the main pest in palm species and coconut plantations) is a
vector of the Thielaviopsis inoculum, which may cause injuries and facilitate the
penetration of the pathogen. Studies conducted in Brazil have shown the presence of
T. paradoxa latu s. spores in the digestive system of R. palmarum, which may be a
potential vector for the inoculum of this fungus (Parra et al., 2003; Carvalho et al.,
2011). In different regions of Cameroon, the distribution of T. ethacetica was initially
restricted to a few hosts. Yet, due to anthropogenic actions during crop care and
management, the fungus spread to other regions and hosts (Mbenoun et al., 2015).

Mbenoun et al. (2015) developed microsatellite sequences to investigate
genetic diversity in an extensive collection of T. ethacetica isolates from various
hosts in Cameroon. Four groups were identified. Two groups comprise isolates from
Elaeis guineensis with a high genetic variability, suggesting that an indigenous
population of the pathogen represents these groups. The other two groups (one
consisting of isolates from Theobroma cacao and the other A. comosus) showed a
low genetic diversity and probably represent introduced populations. These results
suggest that T. ethacetica is a taxonomic complex represented by two
phylogenetically distinct lineages based on TEF-1la sequences and flanking regions
of microsatellite loci (Mbenoun et al., 2015).

Based on the evaluation of morphological markers, it was not possible to
confirm the identity of the etiologic agent. However, it was confirmed that the studied
isolates do not belong to T. paradoxa s. str., since there were no synnemata.
Furthermore, it was possible to confirm that the isolates in this study do not belong to
T. cerberus, as this species produces only primary conidia. The production of
different types of conidia by the same isolate makes the identification and taxonomy
of Thielaviopsis spp. difficult (Mbenoun et al.,, 2014). Secondary conidia may
eventually have thick walls when fully developed; it can be confused with
aleuroconidia. However, spores such as aleuroconidia are different from secondary
conidia because they are produced holoblastically and have granulations on the wall
(Mbenoun et al., 2014).
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Although the isolates in this study are from the Amazonian humid tropics, it is
likely that this fungus is present in peach palm plants in other regions of Brazil. In
regions located in the Atlantic Forest, the occurrence of T. paradoxa latu s. in peach
palm fruits causing fruit rot has been observed (author’s observations). It is likely that
these reports point to T. ethacetica since in recent years researchers have performed
identification using the morphological species concept. The correct identification of
the causative agent of black rot in peach palm fruits is essential to assist in managing
the disease and to subsidize studies involving the selection of resistant varieties. In
addition, it helps make quarantine decisions easier in order to prevent the
introduction and spread of the pathogen’s inoculum. This study reports the first
occurrence of T. ethacetica causing post-harvest rot in peach palm (pupunha) fruits
in Brazil. However, further studies are needed to assess the reproductive biology and

the fungicide resistance of this species.
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TABLE 1
. Culture collection - . GenBank accession
Species name number(s)* Host/substrate Origin Isolation Collector (supplier) numbers®
ITS TEF-la

T. ethacetica CMM 4882 Bactris gasipaes Brazil 2018 M.P.Melo 0L623838 0OL631623
T. ethacetica CMM 4883 Bactris gasipaes Brazil 2018 M.P.Melo 0L623839 OM643318
T. ethacetica CMM Bactris gasipaes Brazil 2018 M.P.Melo OM643316  OM643317
T. ethacetica CMM 4909 Bactris gasipaes Brazil 2018 R. Severo 0OL623840 0OL631624
T. ethacetica CMM 4910 Bactris gasipaes Brazil 2019 R. Severo 0L623841 0OL631625
T. ethacetica CMW 37775; IMI 50560 ET Ananas comosus Malaysia (CABI) JX518341 JX518309
T. ethacetica CMW 36671 Elaeis guineensis Cameroon M. Mbenoun & J. Roux JX518351 JX518319
T. ethacetica CMW 36771 Sacharum sp. South Africa N. van Wyk (FABI) JX518330 JX518298
T. ethacetica CMW 37777; IMI 344082 Cocos nucifera Tanzania (CABI) JX518339 JX518307
T. ethacetica CMW 36691 Theobroma cacao Cameroon M. Mbenoun & J. Roux JX518343 JX518311
T. ethacetica CMW 28533; CBS 601.70 Ananas comosus Brazil 1970 M. Barreto Figueiredo (CBS)  JX518331 JX518299
T. cerberus CMW 36668 T Elaeis guineensis Cameroon M. Mbenoun & J. Roux JX518348 JX518316
T. cerberus CMW 35024 Theobroma cacao Cameroon M. Mbenoun & J. Roux JX518356 JX518324
T. euricoi CMW 28537; CBS 893.70 T Cocos nucifera Brazil 1970 E. de Matta (CBS) JX518335 JX518303
T. euricoi CMW 8790 Cocos nucifera Indonesia M.J. Wingfield (FABI) JX518327 JX518295
T. musarum CMW 1546 ET Musa sp. New Zeland 1962 T.W. Canter-Visscher (FABI)  JX518325 JX518293
T. musarum CMM 1525 Musa sapientum Brazil 2015 M. P. Melo KU052801 KU175887
T. paradoxa s. str. CMW 36689; CBS 1307.61 ET  Elaeis guinensis Cameroon 1961 M. Mbenoun & J. Roux JX518342 JX518310
T. paradoxa s. str. CMW 36642; CBS 130760 Elaeis guinensis Cameroon 1960 M. Mbenoun & J. Roux JX518346 JX518314
T. paradoxa s. str. CMW 36654 Elaeis guinensis Cameroon M. Mbenoun & J. Roux JX518350 JX518312
T. paradoxa s. str. CMW 36754 Elaeis guinensis Cameroon M. Mbenoun & J. Roux JX518344 JX518318
“T. paradoxa” CMM 1739; CML 2392 Cocos nucifera Brazil 2012 JQ963886 JQ963883
T. paradoxas. lat. 1 CMW 28535; CBS 1010.54 Rosa sp. Netherlands 1954 J.W. Veenbaas- Rijks (CBS) JX518333 JX518301
T. paradoxa s. lat. 2 CMW 28536; CBS 116770 Palm species Ecuador 1970 M.C. Aime (CBS) JX518334 JX518302
T. radicicola CMW 1032; CBS 11447 T Phoenix dactylifera USA 1947 D.E. Bliss KF612023 KF612024
T. radicicola CMW 26389; CBS 167.67 Lawsonia inermis Mauritania 1967 G.L. Hennebert KF953932 KF917202
C. fimbriata CMW 1547 Ipomoea batatas Papua New Guinea 2005 E.H.C. McKenzie AF264904 EF070395
C. fimbriata CMW 15049 Ipomoea batatas USA 2005 C.F. Andrus; 1937 DQ520629 EF070394

Table 1 — Thielaviopsis spp. isolates and sequences used in phylogenetic analysis.
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Figure 1 — Thielaviopsis ethacetica: a. Rot of the peduncle (arrow indicating injury). b. Sectioned fruit
showing colonization of the seed. c. Symptom of pulp rot (arrow indicating injury). d. Black colonization
of the pulp. e. Asymptomatic fruits (control). f. Inoculated fruit showing grayish-white mycelium. g.

Inoculated fruit showing colonization of the pulp.
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FIGURE 2
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Figure 2 — Bayesian phylogenetic tree of Thielaviopsis spp. isolates from Bractis gassipaes. The tree
was built using concatenated sequences of the genes ITS and TEF-1a. Bayesian posterior probability
values = 0.90 are indicated above the nodes. The sequences generated in this study are highlighted in
bold. Sequences from ex-type (T) and ex-epitype (ET) strains are indicated. The scale bar (0.04)
represents nucleotide substitutions per site. This tree is rooted with Thielaviopsis fimbriata.
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FIGURE 3

17/

Figure 3 - Thielaviopsis ethacetica: a. Da>rl—<-colo}ed rhyceliﬁn. b-c. Primary conidia produced in
chains. d, g: Rectangular-shaped secondary conidia. e. Secondary conidia with an oblong shape. f.
Secondary conidia with an ellipsoidal shape. h. Secondary conidia (arrow) indicating thick walls. i.

Aleuroconidia (arrows) indicating thick walls.
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