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RESUMO GERAL

SILVA, Aline Suelen da. Epitipificacdo e relacionamento filogenético de fungos
cercosporoides associados a plantas do Cerrado. 2018. 75p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia,DF.

Os fungos cercosporoides sdo comumente associados a lesfes foliares em varias espécies de
plantas. Atualmente, existem mais de 2000 espécies, a maioria das quais € conhecida em um
unico hospedeiro. Este grupo de fungos é o mais representativo no Cerrado brasileiro, mas até
agora a maioria das espécies foram descritas exclusivamente por meio de caracteristicas
morfologicas. A inclusdo de dados moleculares na taxonomia de fungos cercosporoides
revelou que o grupo é polifilético e demonstrou a necessidade de comparacdo de sequéncias
para a identificacdo precisa das espécies. Portanto, este trabalho tem como objetivo
epitipificar os espécimes de fungos cercosporoides associados as plantas do Cerrado e
entender sua relacdo filogenética. Para identificacdo precisa, isolados foram obtidos a partir
de lesdes foliares em Piper aduncum (Piperaceae), Solanum sp. (Solanceae), Palicourea
rigida (Rubiaceae), Smilax japecanga (Smilacaceae), Cybistax antisyphilitica, Handroanthus
ochraeus, Handroanthus heptaphyllus, Handroanthus serratifolius, Tabebuia aurea,
(Bignoniaceae), Passiflora setacea (Passifloraceae), Mauritia flexuosa (Arecaceae) e Vellozia
squamata (Velloziaceae). Apds a confirmacdo da identidade por comparac6es morfoldgicas, o
DNA gendmico foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification. As
sequéncias de nucleotideos da regido do DNA ribossomal foram obtidas e comparadas com
sequéncias de especimes tipo e espécies disponiveis no GenBank. No total, 28 isolados foram
obtidos de 12 plantas hospedeiras pertencentes a oito familias botanicas. Os isolados obtidos
pertencem a Mycosphaerellaceae e sdo agrupados em seis clados distintos. Este estudo
confirma o relato de Pseudocercospora piperis associado a Piper aduncume Pseudocercopora
rigidae associada a Palicourea rigida, com alto suporte filogenético. Os epitipos de
Cercospora tabebuiae-impetiginosae, Passalora tabebuiae, Pseudocercospora passiflorae-
setaceae, P. cybistacis, P. tabebuiae-caraibae e P. tabebuiae-ochraeae associadas a
Handroanthus heptaphyllus, Handroanthus serratifolius, Passiflora setacea, Cybistax
antisyphilitica, Tabebuia aurea e Handroanthus ochraceus, respectivamente, foram
designados pela primeira vez e trés provaveis espéciesnovas, sendo duas Pseudocercospora
associadas a Solanum sp. e Mauritia flexuosa, respectivamente e Mycosphaerella associada a
Vellozia squamata, serdo propostas seguindo as normas do Cddigo Internacional de
Nomenclatura para algas, fungos e plantas. Os espécimes examinados neste estudo
representam uma pequena fracdo de fungos cercosporoides relatados no Cerrado e
demonstram a necessidade de recoletar esses organismos para entender sua relacdo
filogenética. Suporte financeiro: FAP-DF, Capes, CNPq e UnB.

Palavras-chave:Filogenia ~ molecular,fungos, Mycosphaerellaceae, DNA  barcoding,
taxonomia.

Orientador- Dr. Danilo Batista Pinho- Universidade de Brasilia
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GENERAL ABSTRACT

SILVA, Aline Suelen da. Epitipification and phylogenetic relationship of
cercosporoid fungi associated with plants of the brazilian Cerrado. 2018. 75p.
Dissertation (Master in Plant Phatology) — Universidade de Brasilia, Brasilia,DF, Brazil.

Cercosporoid fungi are commonly associated with leaf lesions in numerous plant species.
Currently, there are over 2000 species, most of which are known in a single host. Although
this group of fungi is the most representative in the Brazilian Cerrado, the majority of species
have been described exclusively by morphological characteristics. The inclusion of molecular
data in the taxonomy of cercosporoid fungi revealed that the group is polyphyletic and
demonstrated the need for sequence comparison for accurate identification of species.
Therefore, the objective this work was to epitypify specimens of cercosporoid fungi
associated to Cerrado plants and to understand their phylogenetic relationships. For precise
identification, isolates were obtained from leaf lesions on Piper aduncum (Piperaceae),
Solanum sp. (Solanceae), Palicourea rigida (Rubiaceae), Smilax japecanga (Smilacaceae),
Cybistax antisyphilitica, Handroanthus ochraeus, Handroanthus heptaphyllus, Handroanthus
serratifolius, Tabebuia aurea, (Bignoniaceae), Passiflora setacea (Passifloraceae), Mauritia
flexuosa (Arecaceae) and Vellozia squamata (Velloziaceae). After confirmation of identity by
morphological comparisons, genomic DNA was extracted using the Wizard® Genomic DNA
Purification kit. Nucleotide sequences from the ribosomal DNA region were obtained and
compared to sequences of type specimens and species available from GenBank. In total, 28
isolates were obtained from 12 host plants belonging to eight botanical families. The isolates
obtained belong to the Mycosphaerellaceae and are grouped into six distinct clades. This
study confirms the report of Pseudocercospora piperis associated with Piper aduncum and
Pseudocercopora rigidae associated to Palicourea rigida, with high phylogenetic support.
The epitypes of Cercospora tabebuiae-impetiginosae, Passalora tabebuiae,
Pseudocercospora passiflorae-setaceae, P. cybistacis, P. tabebuiae-caraibae, and P.
tabebuiae-ochraceae associated with Handroanthus heptaphyllus, Handroanthus
serratifolius, Passiflora setacea, Cybistax antisyphilitica, Tabebuia aurea and Handroanthus
ochraceus, respectively, were designated for the first time and three probable new species,
two Pseudocercospora associated with Solanum sp. and Mauritia flexuosa, respectively and a
Mycosphaerella associated with Vellozia squamata, will be proposed following the
International Code of Nomenclature for algae, fungi and plants. The specimens examined in
this study represent a small fraction of the fungi reported in the Cerrado and demonstrate the
need to carry out re-inventory of cercosporoid fungi to understand their phylogenetic
relationship.

Keywords:Molecular phylogeny, fungi, Mycosphaerellaceae, DNA barcoding, taxonomy.

Guidance Committee- Dr. Danilo Batista Pinho- Universidade de Brasilia (Advisor).
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INTRODUCAO

Os fungos comumente conhecidos como cercosporoides compdem um dos maiores
grupos de microfungos existentes, compreendendo mais de 2000 espécies (Crous e Braun,
2003). Esses organismos sdo caracterizados por possuir células conidiogénicas blasticas e
conidios septados, longos e finos. Os cercosporoides sdo capazes de infectar a maioria das
espécies de plantas silvestres e cultivadas (Braunet al., 2013). A maioria das infeccGes
resultam em manchas foliares, mas também observam-se lesdes em flores, frutos e sementes
de espeécies florestais, plantas ornamentais, hortalicas, cereais e gramineas. Entre as principais
doengas causadas por esses microrganismos encontram-se a mancha-angular do feijoeiro
(Pseudocercospora griseola Sacc.), a mancha-purpura da soja (Cercospora kikuchii Tak.
Matsumoto & Tomoy), a mancha-de-cercospora em milho (Cercospora zeae-maydis Tehon &
E. Y. Daniels), a mancha de olho pardo em cafeeiro (C. coffeicola Berk. & Cooke), a sigatoka
negra (P. fijiensis Deighton) e a sigatoka amarela (P. musae Deighton) em bananeira (Braun
etal., 2013).

Esses fungos possuem uma ampla distribuicdo geogréafica, podendo ser encontrados
desde as zonas temperadas até os trOpicos, porém a maior riqueza e abundancia sdo
encontradas em areas tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Australia, América Central e do
Sul (Beilharz e Pascoe, 2002; Braun e Freire, 2004; Hernandez-Gutiérrez e Dianese 2008;
2009).

No bioma Cerrado, os fungos cercosporoides representam um dos principais grupos
encontrados (Braun, 1995; 1998), representando 9% das espécies de fungos associadas a
plantas nativas do Cerrado (Hernandez-Gutiérrez, 2000).

Agrupados inicialmente no complexo género Cercospora Fresen., foram

desmembrados em géneros menores, utilizando-se, inclusive, estudos de biologia molecular e,
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desde entdo, a taxonomia deste grupo vem provando ser altamente contraditéria e sofre
alteracdes significativas (Crouse Braun, 2003).

Tradicionalmente, os pesquisadores baseavam-se, sobretudo na morfologia para
identificacdo de fungos associados a plantas (Hyde e Alcorn, 1993), porém, o uso da
morfologia na identificacdo nem sempre permitiu demonstrar 0 processo evolutivo de um
individuo (Bakhshi, 2015).

Outro fator agravante é que na maioria dos estudos iniciais foram utilizadas estirpes de
fungos que, em geral, ndo foram cuidadosamente referenciados (Ariyawansa et al., 2014a).
Muitos estudos obtiveram estirpes de colec¢des de culturas e essas estirpes foram comumente
nomeadas sem nenhum material comprovante anexado, como as exsicatas, sendo impossivel
verificar suas caracteristicas para garantir a correta identificacdo (Ariyawansa et al., 2014b).

DescricOes de espécies novas ou ja conhecidas devem incluir todas as caracteristicas
encontradas in vivo, in vitro e em dados filogenéticos. Ainda é limitado o numero de fungos
cercosporoides que ja foram cultivados e sequenciados, e centenas de taxa sdo conhecidos
apenas a partir de caracteres in vivo. No entanto, todas as caracteristicas tém de ser levadas
em consideracdo para fins taxondmicos e estdo sujeitas as regras do Coédigo Internacional de
Nomenclatura Botéanica (McNeill et al., 2012), incluindo o artigo 11, que lida com a
prioridade de nomes, onde a fase anamdfica e teleomofica dos fungos passam a possui 0
mesmo nome, preferencialmente.

Nas Ultimas décadas, um enorme progresso taxonémico ocorreu através do aumento da
aplicacdo de métodos moleculares na identificacdo e classificacdo de fungos, incluindo
membros da familia Mycosphaerellaceae (Crous et al., 2013; Groenewald et al., 2013;
Bakhshi et al., 2014; Nguanhom et al., 2015; Guatimosim et al., 2016). Analises de culturas e
sequéncias de nucleotideos tém sido utilizadas para fins taxondmicos deste grupo de fungos

sempre que possivel.
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A aplicacdo de técnicas moleculares gerou novas informacdes que estdo auxiliando no
entendimento das relagdes filogenéticas, levando a uma reestruturagdo do sistema de
classificacdo deste grupo de fungos com rearranjos, fusdo de géneros e reconhecimento de
novos géneros. Por outro lado, os sintomas e caracteristicas morfoldgicas ainda s&o
importantes no diagnéstico de fungos cercosporoides, especialmente para fins de
monitoramento e identificacdo de rotina dos fungos de interesse. (Silva et al., 2016).

Designar um epitipo para interpretar um material tipo, que ndo pdde ser atribuido com
confianca ao material moderno, juntamente a disponibilizagdo de dados moleculares, culturas
fangicas e sua descricdo detalhada configuram como meios para corrigir a denominacgao
incerta de diversos fungos e assim estabilizar a interpretacdo das espécies, géneros, familias
ou ordens (Ariyawansa et al., 2014b). Diante disso, Cai et al. (2011) e Liu et al. (2016)
ressaltam a importancia de recoletar muitos desses patdégenos em complexos de espécies
(como C. apii sensu Crous e Braun, 2003) e re-identificd-los com base em protocolos
modernos e conceitos de espécie atualizados.

Com base em critérios de taxonomia cléssica varias espécies de cercosporoides foram
descritos no Brasil nos tltimos 19 anos (Furlanetto e Dianese, 1999; Braun et al., 1999; Braun
e Freire, 2004; Pereira e Barreto, 2005; Silva e Pereira, 2007; Rocha et al., 2008; Soares e
Barreto, 2008; Silva et al., 2012; Firmino et al., 2013; Parreira et al., 2014; Hernandez-
Gutiérrez e Dianese 2008; 2009; Hernandez-Gutiérrez et al., 2014; 2015; Guatimosim et al.,
2016; Braun e Freire, 2003; Silva et al., 2016; Nakashima et al., 2016), porém poucos estudos
incluiram dados de sequenciamento e filogenia.

Devido a maioria das espécies de fungos cercosporoides associados a plantas do
Cerrado serem descritas exclusivamente por meio de caracteristicas morfologicas, o objetivo
principal desse trabalho é compreender o relacionamento filogenético desses micro-

organismos. Adicionalmente, o0s objetivos especificos sdo: (i) recoletar os fungos

17



cercosporoides descritos em associacdo comas plantas do Cerrado; (ii) epitipificar as espécies
conhecidas; (iii) descrever novas espécies; (iv) e registrarnovas associagdes e/ou distribuicdo

geogréfica.
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REVISAO DE LITERATURA
1.1 Bioma Cerrado

Até o momento, segundo o Ministério do Meio Ambiente sdo reconhecidos seis
biomas no Brasil: Amaz6nia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Aradjo,
2017). O Cerrado abrange os estados do MG, MS, RO, GO, TO, MA, PI, BA, MG, SP e o DF
(Silva et al., 2008), constituindo a segunda maior formacéo vegetal brasileira e ocupando uma
area de aproximadamente 24% do territério nacional, extensdo superada apenas pela
Amazonia (Scariot et al., 2005).

A alta variagdo fisiondbmica do bioma Cerrado levou aoreconhecimento de um
complexo de biomas, e sua classificagdo em cerrado sensu lato, subdividido entre os biomas
campo tropical (campo limpo), savana (campo sujo, campo cerrado e cerrado sensu stricto) e
floresta estacional (cerraddo) (Batalha, 2011).

Caracteristicas como a presenca de solos profundos, &cidos, de baixa fertilidade e ricos
em aluminio sdo comuns ao bioma Cerrado sensu lato. Em sua grande parte, apresenta duas
estacOes bem definidas: uma chuvosa, que se inicia entre 0s meses de setembro e outubro e se
estende até os meses de marco e abril, e seca entre abril e setembro (Klink e Machado, 2005).

Esse bioma possui vegetacdo bastante diversa, com mais de 12.000 espécies de
plantas, distribuidas em 170 familias. As familias Fabaceae, Asteraceae, Orchidaceae,
Poaceae, Rubiaceae, Myrtaceae, Malpighiaceae, Lythraceae, Euphorbiaceae e
Melastomataceae estdo entre as principais encontradas no Cerrado e representam cerca de
50% de sua riqueza floristica. Além disso, 1/3 das espécies de seres vivos relatados no Brasil
sdo encontrados no Cerrado, que abriga aproximadamente 320.000 espécies conhecidas
incluindo fungos, virus, bactérias, algas, plantas e animais (Sano et al., 2008).

Considerado um hotspot, ou seja, um ponto quente para a conservacdo da

biodiversidade no mundo, o Cerrado também é um dos biomas mais ameagados devido a
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tendéncia de ocupagdes, que tém causado uma perda anual de 2,2 milhGes de hectares de areas
nativas (Myers et al., 2000; Machado et al.,2004).

Estudos voltados para as plantas do Cerrado ainda sdo necessarios, assim como para a
diversidade micoldgica a elas associada, sobretudo diante de sua diversidade e &rea ocupada.
Estima-se em 48,89% a perda causada pelo desmatamento e somente 8,1% destas areas séo
protegidas em Unidades de Conservacdo (MMA, 2018).

Estimativas feitas por Hawksworth (1991), sugerem que exista um total de 1,5 milh&o
de espécies fungicas, mas tem sido proposto o nimero de até 51 milhdo de espécies
(Blackwell, 2011). Estudos exaustivos, especialmente nos trépicos, sdo de
extrema importancia para melhorar a eficacia dessas estimativas. Em trabalhos mais recentes
sugeriu-se que o numero estimado de fungos seja mantido como pelo menos 1,5 milhdes,
podendo chegar ao dobro, ou seja, 3 milhdes (Hawksworth, 2012), o que equivale a
aproximadamente seis espécies flngicas encontradas em cada planta vascular, dessa forma,
espera-se encontrar entre 70.000 a 100.000 espécies fungicas no Cerrado. Porém, estudos
realizados por Chaves (1998) e Dornelo-Silva (1999) diferem dessa estimativa, onde foi
encontrado um numero maior de fungos associados a plantas nesse bioma.Atualmente sdo
conhecidas menos de 1000 espécies coletadas e descritas no Cerrado (Zambrano, 2016), entre

elas os fungos cercosporoides.
1.2 Fungos cercosporoides

A etimologia do nome cercosporoides ¢ derivada dos termos gregos “kerkos” (cauda) e
“sporos” (esporos), significando fungos com conidios filiformes (Dornelo-Silva, 2014). Esses
fungos produzem, geralmente, esporos longos e finos, chamados de esporos filiformes ou
escolecosporos, sendo normalmente formados sobre um tecido flngico estromatico (Chupp,

1954).
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Pertencentes a classe Dothideomycetes e ordem Capnodiales, os fungos
cercosporoides se encontram, principalmente, na familia Mycosphaerellaceae, que engloba
213 géneros (Mycobank, 2018).

Fungos cercosporoides englobam diversos géneros de formas assexuais, tendo como
correspondente fase sexuada formas ascosporogénicas que eram tradicionalmente
classificadas no género Mycosphaerella e relacionados (Crous e Braun 2003).

Inicialmente, a forma sexuada dos fungos cercosporoides era conhecida como
Mycosphaerella (Crous e Braun, 2003), mas recentemente, com a nova abordagem de “um
fungo, um nome” definida pelo codigo de nomenclatura de fungos isso foi alterado.

Com a abolicdo do Artigo 59 do Cddigo Internacional de Nomenclatura para Algas,
Fungos e Plantas (ICN), um anico nome genérico vem sendo usado para fases sexuadas e
assexuadas de fungos (Hawksworth et al., 2011; Wingfield et al., 2012;Crous et al., 2015).
Mycosphaerella foi reconhecido como um nome que deve ser aplicado apenas a taxons que
possuam o0 género Ramularia na fase assexuada, sendo o nome Mycosphaerella agora
considerado sinénimo facultativo de Ramularia. Para qualquer outro taxon de familia a
género, 0 nome correto é o mais antigo legitimo com o mesmo grau, exceto em casos de
limitacdo de prioridade por conservagdo (Hawksworth et al., 2011).

Esses fungos formam ascomas imersos no tecido do hospedeiro na forma de
pseudotécios (corpo de frutificacdo), no interior dos quais é possivel observar a formacdo de
ascas bitunicadas, ascosporos didimosporos e hialinos, além disso, podem ser observadas
lesdes tanto na face adaxial quanto abaxial (Chupp, 1954).

A dispersdo desses fungos é favorecida pela sua esporulacéo intensa, o que 0s torna
fungos de grande importancia fitopatogénica. Algumas doencas bastante conhecidas na
agricultura mundial sdo causadas por fungos cercosporoides, como a Sigatoka-amarela

(Pseudocercospora musae Zimm.) e negra (P. fijiensis Zimm.) em bananeira, assim como a
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cercosporiose do cafeeiro (Cercospora coffeicola Berk.e Cooke), mancha-angular do
feijoeiro (P. griseola Sacc.), cercosporiose do milho (Cercospora zeae-maydis Tehon e E.Y.
Daniels) e mancha-parpura da soja (C. kikuchii Matsumoto e Tomoy) (Kimatiet al., 2005).

Inicialmente, os géneros classificados dentro do grupo de fungos cercosporoides eram
distinguidos de acordo com as caracteristicas dos conidios e conidiéforos, principalmente.
Entre os vinte e um géneros de fungos cercosporoides fitopatogénicos relatados, destacam-se
0s géneros Cercospora, Pseudocercospora, Passalora, Stenella e Zasmidium. O género
Cercospora possui caracteristicas relevantes na distincdo de géneros, como uma cicatriz
conspicua na célula conidiogénica e no conidio, que se apresenta hialino (Fuckel, 1863). Ja o
género Pseudocercospora ndo possui cicatriz evidente (in conspicua) e, além disso, seus
conidios sdo pigmentados (Spegazzini, 1910). Em Passalora ocorre a presenca de cicatriz
conspicua na célula conidiogénica e no conidio, porém ele se diferencia de Cercospora por
possuir conidios pigmentados (Fries, 1849a).

Inicialmente, todos os cercosporoides que tinham o micélio verruculoso eram
classificados no género Stenella (Crous e Braun, 2003), mas com a inclusdo de dados
moleculares viu-se que na realidade as espécies de Stenella agrupavam em duas familias
diferentes (Mycosphaerellaceae e Teratosphaeriaceae). Desde entdo, membros do género que
agruparam na familia Teratosphaeriaceae permaneceram com no género Stenella, e 0s que
agruparam na familia Mycosphaerelaceae foram classificados em um novo género chamado
Zasmidium (Braun et al., 2010).A partir dai descobriu-se um marcador morfologico para
diferenciar espécies de Stenella e Zasmimidium, onde o primeiro género citado possui a célula
conidiogénica em forma simpodial (zigue-e-zague), e 0 segundo possui a cicatriz da célula

conidiogénica achatada (Braun et al., 2010).
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Atualmente, sdo descritas 125 espécies desse grupo de fungos associados a plantas no
Cerrado, totalizando 25 familias boténicas. Diversos trabalhos descrevem essas espécies,

porém, essas descri¢des basearam-se predominantemente em caracteristicas morfologicas.
1.3 Epitipificacio e taxonomia de fungos cercosporoides

Nos ultimos anos, diversos autores vém mostrando as limitacdes que existem em se
classificar organismos apenas com base em dados morfolégicos. No ano 2000, quando se
iniciaram o0s estudos moleculares desses organismos, Crous e colaboradores observaram que
um grupo de fungos cercosporoides era monofilético, se agrupando em um Unico clado, o que
demonstrava sua ancestralidade, porém, a Unica regido génica utilizada foi a ITS e a
quantidade de taxas representativos presentes no trabalho era pequena (Crous et al., 2000).

Posteriormente, em 2007, os mesmos autores fizeram uma amostragem maior desse
grupo com diferentes regides génicas (LSU, SSU e ITS), onde verificaram que esses
organismos eram polifiléticos, dado o agrupamento dos isolados em clados distintos (Crous et
al., 2007).

Outro problema encontrado na identificacdo desses fungos é a confusdo gerada
durante a distingdo de caracteristicas morfoldgicas, como ocorreu com a cercosporiose em
Lapulu (Humulus lupulus), utilizado na fabricacdo de cerveja, em que o agente causal da
doenga foi erroneamente identificado como Cercospora quando, de acordo com sua
morfologia, se tratava de Pseudocercospora (Radisek et al., 2008).

O arranjo de conididforos era tido como uma das caracteristicas diferenciadoras de
géneros, 0 que levou a classificacdo do agente causal da mancha angular do feijoeiro como
Phaeoisariopsis, diante da sua formagdo de conidioforos agrupados na forma de sinémios.
Porém, a partir de dados moleculares, constatou-se que essa caracteristica ndo separava

géneros. Desde entdo, Phaeoisariopsis passou a ser chamado de Pseudocercospora griseola,
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pois filogenéticamente se agrupava junto a Pseudocercospora vitis, espécie tipo do género
(Crous et al., 2006).

Outras observacOes feitas a partir de dados moleculares foram que espécies de
Pseudocercospora possuiam arranjos de conidiéforos diferentes e até mesmo isolados, além
disso, espécies identificadas morfologicamente como Passalora e Stenella eram agrupadas
em clados distintos de uma mesma éarvore filogenética, indicando que a morfologia nédo
correspondia a histéria evolutiva desses organismos (Crous et al., 2001).

Trabalhos recentes mostram essas incoeréncias, como o realizado por Bakhshi et al.
(2015), onde foi observado que fungos com caracteristicas de Cercospora, como conidios
hialinos e cicatriz proeminente, ap6s serem analisados filogeneticamente formaram um clado
separado das espécies de Cercospora, levando os autores a propor um novo género chamado
Neocercospora. Também foi observado por Crous et al. (2009) que diversos fungos com
morfologia semelhante se agrupavam em diferentes clados, entre eles espécies de
Pseudocercospora.

Devido a importancia das informagfes morfoldgicas associadas a dados moleculares,
vem ocorrrendo uma tendéncia a realizacdo da epitipificacdo de espécies fungicas. De forma
geral, a epitipificacdo é importante na identificagdo completa de um organismo. Para tanto, é
preciso encontrar o fungo de interesse na mesma regido geografica, na mesma hospedeira,
expressando 0s mesmos sintomas e possuindo as mesmas caracteristicas morfologicas para
propor um epitipo (Ariyawansa et al., 2014).

Existem trabalhos confirmando a importdncia que ha em recoletar espécies de
fitopatogenos para uma identificagdo mais robusta desses organismos, ja que muitos estudos
basearam-se apenas na morfologia pra fazer a classificacdo de fungos fitopatogénicos (Cai et

al., 2011).
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Até 2008, o DNA de espécies eucariotos era pouco usado para fazer diagnose de
doencas, mas essa pratica vem sofrendo um aumento exponencial, inclusive para fungos
(Renner, 2016). Um levantamento feito no periodo de 2010 a 2015, mostra que ocorreu um
aumento no uso de sequéncias de DNA para fazer a descricdo de espécies flngicas, e em 2015
cerca de 60% das novas espécies de fungos foram descritas com base em sua sequéncia de

DNA (Hibbett et al., 2016).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Coleta e processamento das amostras

No ano de 2017, plantas apresentando sintomas de manchas foliares ocasionadas por
fungos cercosporoides foram coletados em locais com vegetacdotipica do bioma Cerradono
Distrito Federal. As amostras foram acondicionadas em sacos de papel e levadas para a
Colecao Micologica da Universidade de Brasilia.

Folhas foram examinadas sob microscOpio estereoscOpico para preparo de laminas
semipermanentes pelo método de pescagem direta utilizando o fixadorlactoglicerol a 1amina

microscopica que foi vedada com esmalte incolor, para observacdo e identificacdo prévia do
grupo.
2.2  Estudo taxonémico e herborizacéo

A identidade do patdgeno foi baseada no estudo da morfologia e morfometria de
estruturas somaticas e reprodutivas. Os espécimescontidos em laminas semipermanentes
foram examinadas sob microscopio de luz, para visualizacdo, caracterizagdo e registro de
caracteristicas microscopicas. A identificacdo foi realizada por meio de comparagdes de
caracteristicas morfoldgicas das espécies encontradas com as apresentadas em descri¢des e
chavesde identificacdo (Crous e Braun, 2003; Chupp, 1954; Aptroot, 2006). Apés a
confirmacdo das espécies, as estruturas somaticas e reprodutivas foram descritas e

incorporadas ao herbario da cole¢do micoldgica da Universidade de Brasilia.
2.3 Isolamento e armazenamento dos isolados

O isolamento foi realizado pelo método direto (Alfenas et al., 2007), transferindo-se
com o auxilio de um estilete esterilizadosobum microscopio estereoscopico, conidiéforos e
conidios dos espécimes para placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar

(BDA). As placas foram incubadas a 25°C.
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A pureza genética foi obtida pela repicagem monohifal de cada isolado por meio da
remocao de uma pequena porcéo da extensdo marginal de uma hifa individual e transferéncia
para uma nova placa de Petri contendo meio BDA (Alfenas et al., 2007).

Ap6s 15 dias de incubacdo, as placas repicadas que permaneceram em temperatura
ambiente, formadas por culturas monohifais foram identificadas por meio da observacao de
estruturas somaticas e reprodutivas em microscopio de luz. Os isolados identificados como
géneros de fungos cercosporoides foram depositados na colecdo de culturas da Universidade
de Brasilia e armazenados através de discos contendo micelio, que foram cultivados a partir
de placas matrizes durante um periodo de 15 dias, em seguida recortados em discos de 6 mm
de didmetro sendo transferidos para microtubos contendo 1 mL de &gua destilada e
esterilizada (Método Castellani).

Armazenamento em glicerol: Os isolados foram cultivados em BDA durante 15 dias e
em seguida, cinco discos miceliais de 6 mm de didmetro foram transferidos para microtubos
de 2 mL contendo 1 mL de glicerol a 10% autoclavado. [glicerol foi esterilizado?
Autoclavado? Deixar claro]

Armazenamento em O6leo mineral: Os isolados foram cultivados durante 5 dias em
frascos tubos com tampa de 5 mL contendo meio BDA inclinado. Em seguida as colbnias

forammergulhadas em 1,5 mL de 6leo mineral esterilizado e guardadas a + 18 °C.
2.4  Extracdo do DNA genbmico

Para a caracterizagdomolecular, os isolados foram cultivados em meio BDA coberto
com papel celofane por trés semanas a 25°C. Ap6s o crescimento das coldnias, 0 micélio foi
removido com auxilio de um palito de madeira esterilizado e transferido para microtubos de
1,5 mL contendo 30 pL de tampédo Tris-EDTA (TE). A extracdo de DNA gendmico foi

realizada utilizando o Kit de purificagdo de DNA gendémico da Promega (Wizard Genomic
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DNA Purification Kit) conforme Pinho et al. (2012). As amostras foram armazenadas a -20°C

para posterior utilizacao.
2.5  Amplificacéo e purificagdo do DNA

Para cada reacdo de PCR foram utilizados 6,25 pL de MyTaq, 2,35 pL de agua
ultrapura, 2,0 pL de BSA, 0,3 pL de DMSO, 0,3 pL de cada iniciador (senso e anti-senso) e
1,0 pL de DNA gendmico, totalizando um volume final de 12,5 pL.

A combinacédo dos inciadores V9G (5° TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3’) (Hoog e
Ende, 1998) ¢ LR5 (5 ACCCGCTGAACTTAAGC 3°) (Vilgalys e Hester, 1990) foi utilizada
para amplificar uma regido parcial do rDNA, utilizando uma desnaturacéo inicial a 95 °C por
1,5°, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 20°’, anelamento a 53 °C por 45°’e
extensdo a 72 °C por 45°, além de uma extenséo final de 72 °C por 5. Os produtos de PCR
foram visualizados em gel de agarose a 1%. Os amplicons foram purificados e sequenciados

pela Macrogen® Inc., Coréia do Sul (http: // www.macrogen.com).
2.6 Analises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software DNA Dragon,
sendocorrigidas manualmente e o arranjo dos nucleotideos em posicdes ambiguas foram
reparados utilizando as sequénciasno sentido 5°—3’ ¢ 3°—5’.

Os isolados foram previamente identificados pela comparacdo das sequéncias da
regido do espacador interno transcrito (ITS) obtidas em relacdo com as sequéncias disponiveis
no GenBank. Apo6s a identificagdo inicial, sequéncias adicionais foram selecionadas a partir
de Videira et al. (2016), e posteriormente obtidas no GenBank (Tabela 1) para inferir a arvore
filogenética.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o software MUSCLE (Edgar, 2004),

implementado no programa MEGA® 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura
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et al.,2011). Foi realizada a analise de Inferéncia Bayesiana (IB) empregando o método da
Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). O programa MrMODELTEST® 2.3 (Posada e
Buckley, 2004) foi utilizado para selecionar o modelo de substituicdo de nucleotideos para
anélise de IB.

Os valores de verossimilhanga foram calculados e o modelo foi selecionado de acordo
com o Akaike Information Criterion (AIC). A analise de IB foi concluida com MrBayes® ver.
3.1.2 (Rannalae Yang, 1996; Mauet al.,1999; Ronquiste Huelsenbeck, 2003).

As arvores iniciaram aleatoriamente até 10.000.000 de geracOes e foram amostradas a
cada 1.000 geracBes, resultando em 10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores foram
descartadas da analise. Os valores de probabilidade posterior (Rannala e Yang, 1996) foram
determinados da arvore consenso através das 7.500 arvores remanescentes. A arvore foi
visualizada no software FigTree® (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e exportada para
programas graficos. A espécie Cladosporium cladosporioides foi utilizada como grupo

externo.
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Tabela 1.Codigos de acesso das sequéncias no GenBank e informacdes das espécies utilizadas na analise filogenética.

ESPECIE Isolado Hospedeira Familia ITS
Acrodontium CBS 144.33 - - MF951410
Batcheloromyces sedgefieldii CBS 112119 Protea repens Proteaceae EU707893
Batcheloromyces proteae CBS 110696 Protea cynaroides Proteaceae JF746163
Cercospora apii* CBS 116455 Apium graveolens Apiaceae AY840519
Cercospora armoraciae CBS 538.71 Berteroa incana Brassicaceae JX143547
Cercospora beticola CPC 18813 Beta vulgaris Amaranthaceae JX143556
Cercospora campi-silii CBS 132625 Impatiens noli-tangere Balsaminaceae JX143561
Cercospora capsici CBS 132622 Capsicum annuum Solanaceae X143568
Cercospora cf. chenopodii CBS 126.29 - - MF951299
Cercospora cf. chenopodii CBS 256.67 Atriplex hortensis Amaranthaceae MF951300
Cercospora cf. chenopodii CBS 543.71 Atriplex hortensis Amaranthaceae MF951301
Cercospora cf. chenopodii CBS 123192 Chenopodium album Amaranthaceae MF951298
Cercospora cf. chenopodii CPC 10303 Chenopodium ficifolium Amaranthaceae MF951297
Cercospora cf. chenopodii CPC 12450 Chenopodium ficifolium Amaranthaceae JX143574
Cercospora cf. flagellaris MUCC 831 Phytolacca decandra Phytolaccaceae JX143614.1
Cercospora cf. malloti CPC 24845 Mallotus japonicus Euphorbiaceae KT193692.1
Cercospora cladosporioides CBS 112388 - - HM148003
Cercospora dubia strain CPC 15600 Atriplex hastata Amaranthaceae KX287277.1
Cercospora euphorbiae-sieboldianae CBS 113306 Euphorbia sieboldiana Euphorbiaceae JX143593
Cercospora fagopyri CBS 132623 Fagopyrum esculentum Polygonaceae JX143594
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Tabela 1. Continuacéo.

Cercospora lactucae-sativae
Cercospora sojina

Cercospora sojina

Cercospora sojina

Cercospora sojina

Cercospora sp.

Cladosporium cladosporiodes
Filiella pastinacae
Mycosphaerellaendophytica
Mycosphaerellascytalidii
Mycosphaerellastromatosa
Neopenidiella nectandrae
Nothopericoniella perseamacranthae
Nothopericoniella perseamacranthae
Nothophaeocryptopus gaeumannii
Nothophaeocryptopus gaeumannii
Pallidocercospora acaciigena
Pallidocercospora crystallina
Pallidocercospora crystallina
Pallidocercospora heimii

Pallidocercospora heimii

CPC 10082
CBS 220.31
CBS 132018
CBS 132615
CPC 11422
CBS 544.71
CBS 112388
CBS 114116
CBS 111519
CBS 516.93
CBS 101953
CBS 734.87
CBS 122097
CBS 122282
CBS 244.38
CBS 267.37
CBS 112515
CBS 111045
CPC 14140
CBS 110682
CPC 11716

Ixeris chinensis subsp. strigosa

Glycine soja

Glycine soja

Glycine soja
Solanum dulcamara

Eucalyptus grandis
Eucalyptus urophylla
Protea sp.
Nectandra coriacea

Machilus zihoensis

Pseudotsuga menziesii
Acacia mangium
Eucalyptus grandis
Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.

Asteraceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae

Solanaceae

Myrtaceae
Myrtaceae
Proteaceae
Lauraceae
Lauraceae
Lauraceae
Pinaceae
Fabaceae
Myrtaceae
Myrtaceae

Myrtaceae

JX143622
KX287279
GU214655
JX143659
KX287280
MF951302
NR119839.1
KF251328
DQ267579.1
DQ303014.1
NR137690.1
MF951335
MF951354
MF951355
MF951336
EU700365
KF901805
KF901704
MF951340
KF901671
KF901612
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Tabela 1. Continuacéo.

Pallidocercospora heimioides

Pallidocercospora irregulariramosa

Pallidocercospora konae

Parapallidocercospora colombiensis

Parapallidocercospora thailandica
Parapenidiella pseudotasmaniensis
Parapenidiella tasmaniensis
Passalora brachycarpa

Passalora eucalypti

Passalora leptophlebiae

Passalora loranthi

Passalora sequoiae

Passalora smilacis
Pleuropassalora armatae
Pseudocercospora airliensis
Pseudocercospora atromarginalis
Pseudocercospora atromarginalis
Pseudocercospora catalpigena
Pseudocercospora catappae
Pseudocercospora chengtuensis

Pseudocercospora convoluta

CBS 111190
CBS 111211
CBS 111028
CBS 110968
CBS 120723
CBS 124991
CBS 111687
CBS 115124
CBS 111306
CBS 129524
CBS 122465
CPC 11258
CBS 556.71
CBS 125420
BRIP 58550
CBS 114640
CPC 11372
MUCC 743

MAFF 238312

CPC 10696
CBS 113377

Eucalyptus sp.
Eucalyptus saligna
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus calmadulensis
Eucalyptus globulus
Eucalyptus nitens
Solanum lycocarpum
Eucalyptus saligna
Eucalyptus leptophleba
Musa sp.
Sequoiadendron giganteum
Smilax sp.
Dalbergia armata
Polyalthia nitidissima
Solanum sp.
Solanum nigrum
Catalpa ovata
Terminalia catappa
Lycium chinense

Chromolaena odorata

Myrtaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Solanaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Musaceae
Cupressaceae
Smilacaceae
Fabaceae
Annonaceae
Solanaceae
Solanaceae
Bignoniaceae
Combretaceae
Solanaceae

Asteraceae

KF901659
KX287297
KF901798
AY752148
MF951353
KF901522
KF901521
GU214664.1
GU269845
MF951310
EU514279.1
GU214667.1
KJ633269.1
GU214640
NR147281.1
GU269658
GU269657
GU269690
MF951366
GU269673
DQ676519
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Tabela 1. Continuacéo.

Pseudocercospora dingleyae

Pseudocercospora eucalyptorum

Pseudocercospora flavomarginata

Pseudocercospora fori
Pseudocercospora fuligena
Pseudocercospora fuligena
Pseudocercospora macadamiae
Pseudocercospora metrosideri
Pseudocercospora nodosa
Pseudocercospora norchiensis
Pseudocercospora paederiae
Pseudocercospora pallida
Pseudocercospora paranaensis
Pseudocercospora piperis
Pseudocercospora pistacina
Pseudocercospora prunicula
Pseudocercospora punctata
Pseudocercospora rhapisicola
Pseudocercospora rigidae
Pseudocercospora robusta

Pseudocercospora sambucigena

CBS 114645
CBS 114866
CBS 124990
CBS 113286
MUCC 533
CPC 12296
CBS 133432
CBS 114294
CBS 554.71
CBS 120738
CPC 10007
CPC 10776
CPC 24680
VIC 31889
CPC 23118
CPC 14511
CBS 132116
CBS 282.66
CPC 25175
CBS 111175
CBS 126000

Haloragis erecta
Eucalyptus nitens
Eucalyptus camaldulensis
Eucalyptus sp.
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon sp.
Macadamia integrifolia
Metrosideros excelsa
Psoralea bituminosa
Eucalyptus sp.
Paederia foetida
Campsis grandiflora
Cyathea atrovirens
Piper aduncum
Pistacia vera
Prunus x yedoensis
Syzygium sp.
Palicourea sp.
Eucalyptus robusta

Sambucus nigra

Haloragaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Solanaceae
Solanaceae
Proteaceae
Myrtaceae

Fabaceae
Myrtaceae
Rubiaceae

Bignoniaceae

Cyatheaceae

Piperaceae

Anacardiaceae

Rosaceae
Myrtaceae
Rubiaceae
Myrtaceae

Adoxaceae

KX287299
KF901720
GU269799
KF901721
GU269712
GU269711
KX287300
KX287301
MF951367
GU269753
GU269757
GU269758
NR147289.1
JX875062.1
KF442647
GU269676
GU269765
GU269770
KT313489.1
DQ303081
GU269805
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Tabela 1. Continuacéo.

Pseudocercospora sordida
Pseudocercospora sp. A
Pseudocercospora sp. B
Pseudocercospora sp. D
Pseudocercospora sp. E
Pseudocercospora vitis*
Readeriella nontingens
Scolecostigmina mangiferae
Septoria protearum
Septoria sp. A

Septoria sp. C
Sonderhenia eucalypticola
Sonderhenia eucalyptorum

Stenella araguata

Teratosphaeria stellenboschiana

Trochophora fasciculata
Zasmidium elaeocarpi
Zasmidium elaeocarpi
Zasmidium gupoyu
Zasmidium iteae

Zasmidium queenslandicum

MUCC 913
CBS 277.39
CBS 500.92
CBS 113386
CPC 19537
CBS 132012
CPC 14444
CBS 125467
CBS 135477
CBS 135472
CBS 135479
CBS 112502
CBS 120220
CBS 105.75
CBS 125215
CBS 124744
CBS 142187
CPC 16640
CBS 122099
CBS 113094
CBS 122475

Campsis radicans
Robinia pseudoacacia
Bauhinia cumanensis
Chromolaena odorata

Eichhornia azurea

Vitis vinifera
Eucalyptus oblonga
Mangifera indica
Zantedeschia aethiopica
Vigna unguiculata
Syzygium cordatum
Eucalyptus sp.
Eucalyptus coccifera
Eucalyptus punctata
Daphniphyllum macropodum
Elaeocarpus kirtonii
Elaeocarpus kirtonii
Alocasia odora
Itea parvifolia

Musa banksii

Bignoniaceae
Fabaceae
Fabaceae

Asteraceae
Pontederiaceae
Vitaceae
Myrtaceae
Anacardiaceae
Araceae
Fabaceae
Myrtaceae
Myrtaceae
Myrtaceae

Myrtaceae

Daphniphyllaceae

Elaeocarpaceae
Elaeocarpaceae
Araceae
Iteaceae

Musaceae

GU269777
MF951369
MF951371
DQ676532
KX287304
GU269829
GQ852786
GU269870
KF251524
KF251558
KF251561
KF901677
DQ923536
EU019250
KF901733
GU269872
MF951398
MF951399
MF951401
MF951405
EU514295
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Tabela 1. Continuagao.

Zasmidium schini CBS 142188 Schinus terebinthifolius Anacardiaceae MF951408
Zasmidium strelitziae CBS 121711 Strelitzia sp. Strelitziaceae EU041803

* Espécime - tipo
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Local de coleta e informacdes dos espécimes coletados

Tecidos de plantas com sintomas tipicos de doencas causadas por fungos
cercosporoides foram coletados em areas do Distrito Federal com vegetacéo tipica do Cerrado

(Figura 1).

15
15

DISTRITO FEDERAL

& Legenda N re
Composi¢cdo RGB do Distrito Federal, Brasil @ Pontos de coleta
0 35 7 14 21 28 WGS 1984, UTM, 23S - A
-—— m Limite da federagéo
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-48 -48 -47 -47 -47

Figura 1.Localizac8o geografica das &reas amostradas no Distrito Federal.

Um total de 28 espécimes de fungos cercosporoides foram coletados a partir de tecidos
foliares de doze plantas hospedeiras pertencentes a oito familias botanicas: Piper aduncum
(Piperaceae), Solanum sp. (Solanceae), Palicourea rigida (Rubiaceae), Smilax japecanga
(Smilacaceae), Cybistax antisyphilitica, Handroanthus ochraceus, H. heptaphyllus,
Handroanthus serratifolius, Tabebuia aurea, (Bignoniaceae), Passiflora setacea

(Passifloraceae), Mauritia flexuosa (Arecaceae) e Vellozia squamata (Velloziaceae). As
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espécies fungicas associadas com essas hospedeiras foram identificadas como

Pseudocercospora (n=7), Passalora (n=3), Cercospora (n=1) e Mycosphaerella (n=1).
3.2 Analise filogenética

Sequéncias da regido do espacador interno transcrito (ITS) (Tabela 1) foram utilizadas
nas analises filogenéticas por Inferéncia Bayesiana. O alinhamento compreende 134 taxa, dos
quais 28 foram obtidos nesse estudo e 106 foram baixados do GenBank. O alinhamento
incluindo insercdes e/ou delecdes consistiuem 1200 pb, contendo 356 sitios conservados, 509
sitios variaveis e 244 sitios informativos para parciménia. O modelo de substituicdo de
nucleotideos selecionadopara a anélise de Inferéncia Bayesiana foi 0 GTR+I+G.

A érvore filogenética obtida por comparagdes de sequéncias da regido ITS confirmou
os resultados da caracterizacdo morfolégica, onde todos os espécimes obtidos nesse estudo
foram identificados como membros da familia Mycosphaerellaceae (Figura 2). As espécies de
Pseudocercospora, Cercospora, Passalora e Mycosphaerella foram distribuidas em seis
clados distintos. Para facilitar a compreensao dos resultados, os grupos filogenéticos foram
informalmente designados de clados A, B, C, D, Ee F.

A maioria das espécies morfologicamente identificadas como Pseudocercospora
agruparam no Clado A com outras espécies do género. Adicionalmente, alguns espécimes
com caracteristicas de Passalora agruparam com as espécies de Pseudocercospora contidas
no Clado B. No entanto, alguns espécimes com caracteristicas de Pseudocercospora
agruparam com espécies de Passalora no Clado C. Os clados D, E e F compreendem espécies

de Cercospora, Passalora e Mycosphaerella, respectivamente.
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r Pseudocercospora piperis CCUB 428 (Piper aduncum)
- Pseudocercospora sp. CCUB 430 (Solanum sp.)

- Pseudocercospora piperis CCUB 429 (Piper aduncum)
- Pseudocercospora sp. CCUB 516 (Mauritia flexuosa)

- Pseudocercospora sp. CCUB 443 (Mauritia flexuosa)
0’54—- Pseudocercospora sp. CCUB 444 (Mauritia flexuosa)

- Pseudocercospora sp. CCUB 445 (Mauritia flexuosa)

- Pseudocercospora catappae MAFF 238312

- Pseudocercospora sp. ECPC 19537

- Pseudocercospora cybistacis CCUB 453 (Cybistax antisyphilitica)
— Pseudocercospora sp. CCUB 431 (Solanum sp.)

- Pseudocercospora atromarginalis CBS 114640
- Pseudocercospora atromarginalis CPC 11372
- Pseudocercospora chengtuensis CPC 10696
0,79| 1 Pseudocercospora fuligena CPC 12296

— Pseudocercospora fuligena MUCC 533

Clado A

— Pseudocercospora dingleyae CBS 114645
— Pseudocercospora paederiae CPC 10007

Pseudocercospora airliensis BRIP 58550

Pseudocercospora rigidae CCUB 434 (Palicourea rigida)
-[ Pseudocercospora rigidae CCUB 435 (Palicourea rigida)
Pseudocercospora rigidae CPC 25175
0,81 - Pseudocercospora passiflorae-setaceae CCUB 441 (Passiflora setacea)
[ | Pseudocercospora passiflorae-setaceae CCUB 442 (Passiflora setacea)
- Pseudocercospora sp. D CBS 113386
— Pseudocercospora prunicola CBS 132107
- Pseudocercospora catalpigena MUCC 743
- Pseudocercospora pallida CPC 10776
- Pseudocercospora piperis VIC 31889

— Pseudocercospora rhapisicola CBS 282.66

- Pseudocercospora flavomarginata CBS 124990
Filiella pastinacae CBS 114116
Pseudocercospora metrosideri CBS 114294
Pseudocercospora eucalyptorum CBS 114866

Pseudocercospora macadamiae CBS 133432

Pseudocercospora robusta CBS 111175
Pseudocercospora fori CBS 113286
Passalora tabebuiae-ochraceae CCUB 462 (Handro:
Passalora tabebuiae-ochraceae CCUB 463 (Handroant
Pseudocercospora sordida MUCC 913
Pseudocercospora convoluta CBS 113377
4 - Pseudocercospora norchiensis CBS 120738

38



0,7

0,75

Pseudocercospora norchiensis CBS 120738

I:O 57Cercospora sp. CBS 544.71
- Pseudocercospora punctata CBS 132116

Pseudocercospora vitis CBS 132012
0 64

’ Pseudocercospora pistacina CPC 23118
092 Pseudocercospora sp. ACBS 277.39
: Pseudocercospora sambucigena CBS 126000

—— Pseudocercospora paranaensis CPC 24680

Pseudocercospora sp. B CBS 500.92

Q'EL_ Passalora eucalypti CBS 111306
Passalora leptophlebae CBS 129524

Clado C

[ Pseudocercospora tabebuiae-caraibae CCUB 460 (Tabebuia aurea)

0,84{[ ’
Gon

0,91 — Cercospora

— Septoria sp.
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0,5x

0,5x

0,66

0,64

Pallidocercospora heimii CBS 110682
{Pa/lidocercospora heimii CPC 11716
Pallidocercospora konae CBS 111028
_[ Parapallidocercospora colombiensis CBS 110968

Parapallidocercospora thailandica CBS 120723

0.71[— Pallidocercospora acaciigena CBS 112515

I Pallidocercospora crystallina CBS 111045
I Pallidocercospora crystallina CPC 14140

— Pallidocercospora irreqularimosa CBS 111211

— Pallidocercospora heimioides CBS 111190
Nothophaeocryptopus gaeumannii CBS 244.38
Trochophora simplex CBS 124744
Scolecostigmina mangiferae CBS 125467
— Sonderhenia eucalypticola CBS 112502

L Sonderhenia eucalyptorum CBS 120220

Passalora tabebuiae CCUB 457 (Handroanthus serratifolius)
Passalora tabebuiae CCUB 458 (Handroanthus serratifolius)
Passalora tabebuiae CCUB 459 (Handroanthus serratifolius)
Passalora smilacis CCUB 436 (Smilax japicanga)

Passalora loranthi CBS 122465

Passalora sequoiae CPC 11258

0,72

=
o
=
=
Q

0,52 Passalora smilacis CCUB 470 (Smilax japicanga)
Q_Qz[[ Passalora smilacis CCUB 471 (Smilax japicanga)

0,79

Passalora smilacis CCUB 469 (Smilax japicanga)

— Passalora brachycarpa CBS 115124

Mycosphaerella scytalidii CBS 16
_msphaerella stromatosa CBS 101!
0,89 — Mycosphaerella endophytica CBS 111519

Mycosphaerella sp. CCUB 455 (Vellozia squamata) §
Zasmidium elaeocarpi CBS 142187

0,71 Zasmidium elaeocarpi CPC 16640

Zasmidium gupoyu CBS 122099

Zasmidium queenslandicum CBS 122475
—— Zasmidium iteae CBS 113094

0,63 _”F[ Nothopericoniella perseae-macranthae CBS 122097
091 N. perseae-macranthae CBS 122282
0,79 N. nectandrae CBS 734.87
Zasmidium schini CBS 142188
14 Zasmidium strelitziae CBS 121711
X

Passalora smilacis CBS 556.71
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[ Batcheloromyces proteae CBS 110696
Batcheloromyces sedgefieldii CBS 112119
1x — Pleuropassalora armatae CBS 125420

L Teratosphaeria stellenboschiana CBS 125215

[ Parapenidiella pseudo-tasmaniensis CBS 124991

0,62

g,83 L parapenidiella tasmaniensis CBS 111687

+x Readeriella nontingens CPC 14444
1 Acrodontium crateriforme CBS 144.33

L Nothophaeocryptopus gaeumannii CBS 267.37
Stenella araguata CBS 105.75
Cladosporium cladosporioides CBS 112388

0.1

Figura 2. Arvore filogenética obtida por comparacio de sequéncias da regido ITS por Inferéncia Bayesiana.
Valores de probabilidade posterior sdo indicados acima dos nés. A arvore foi enraizada com

Cladosporium cladosporioides. Os espécimes obtidos nesse estudo estdo destacados em azul.

3.3 Taxonomia
3.4 Espécie associada a Arecaceae
Pseudocercospora sp. (provavel espécie nova n° 1). Figura 3 (A-C).

Lesbes foliares anfigenas, inicialmente individuais, surgindo como pequenas
pontuacdes de coloragdo palha a acinzentada, com bordas marrom-escuras, tornando-se
confluentes e espalhando-se por amplas areas da superficie foliar. Estroma marrom-escuro,
subcuticular.  Conidiéforos  numerosos, em fasciculos densos, esporodoquiais,
macronematosos, emergindo do estroma, marrom-claros a marrom-escuros, lisos, retos, néo
ramificados, 13,520 x 2-3,5 um. Células conidiogénicas terminais, com locos
conidiogénicos inconspicuos. Conidio cilindrico a obclavado, marrom-claro, ligeiramente
afilado, com base truncada e suave, 19-36 x 2—-3 pum.

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Asa Norte, Trevo do Bragueto,
em folhas de Mauritia flexuosa (Arecaceae), 03/03/2017, Aline Suelen da Silva (hol6tipo

designado aqui UBCC 443).
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O espécime estudado possui as caracteristicas morfolégicas do género
Pseudocercospora como conidiéforos e conidios pigmentados, células conidiogénicas
terminais que formam conidios através de proliferacdes simpodiais e locos conidiogénicos
inconspicuos (Crous et al., 2009).

Até o momento, cinco espécies de Pseudocercospora foram descritas na familia
Arecaceae (Tabela 2). Entre essas, somente P. rhapisicola (Tominaga) Goh & W. H. Hsieh
(CBS 282.66) agrupou no mesmo clado filogenético (Figura 2, Clado A). O novo taxon
proposto distingue-se de P. rhapisicola e P. coperniciae (Braun e Freire, 2003), uma espécie
previamente relatada no Brasil, por possuir conidios menores (Tabela 2). Devido as diferencas
encontradas nas dimensfes dos conidios, 0 taxdn serd proposto como uma nova espécie de
acordo com as normas do Cadigo Internacional de Nomenclatura de Algas, Fungos e Plantas.

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas de espécies de Pseudocercospora associadas a Arecaceae.

ESPECIE Conidi6foroum Conidioum Hospedeira Local
P. arecacearum* 5-100 x 2,5-6 20-130 x 3,5-7 Rhopalostylis sapida Nova Zelandia
P. carpentariae? Até 170 x 5-8 40-90 x 5-9 Carpentaria acuminata Austalia
P. coperniciae® 5-15x 2-5 10-60 x 2-3,5 Copernicia prunifera Brasil
P. rhapisicola* 10-30 x 24 30-160 x 24 Rhapis excelsa Japéo
P. roystoneae® 5-60 x 3-6 40-100 x 4-7 Roystonea regia EUA
Psfgﬂjoégéojggra 13520 x 2-35  19-36 x 2-3 Mauritia flexuosa Brasil

1(Braun et al., 2006); 2(Leung et al., 1997); 3(Braun e Freire, 2003); 4(Hsieh e Goh, 1990); 5(Braun et al., 2003).
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Figura 3.Pseudocercospora sp. em folhas de Mauritia flexuosa. A. Lesdo na face adaxial da folha. B.

Conidio6foros. C. Conidios.
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3.5 [Espécies associadas a Bignoniaceae
Cercospora tabebuiae-impetiginosae Inacio & Dianese, Mycol. Res., 102:697 (1998).

LesBes anfigenas, marrom-acinzentadas & cinza-claras com bordas arroxeadas,
coalescentes, necrdticas, 5-28 mm de didmetro. Conidiéforos de coloracdo marrom,
anfigenos, 1-2 septos, geniculados, raramente ramificados, retos ou levemente curvados, 14—
149 x 2-4 pm. Célula conidiogénica simpodial e terminal, integrada, com cicatriz do locos
conidiogénico evidente. Conidios hialinos, cilindricos, com base truncada, 1-2 septos, 42-107
X 2-3 pm.

Tipo: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Universidade de Brasilia, Faculdade de
Educacdo, em folhas de Tabebuia impetiginosae (Bignoniaceae), 17/07/1994, C. A. In&cio, n°
181 (holdtipo UB - Col. Micol. 6283).

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Viveiro Il - Companhia
Urbanizadora da Nova Capital - Novacap, em folhas de Handroanthus heptaphyllus (sin. T.
impetiginosae) (Bignoniaceae), 27/01/2017, Aline Suelen da Silva (epitipo designado aqui
UBCC 439).

A espécie Tabebuia impetiginosae, popularmente conhecida como ipé roxo, foi
sinonimizada, sendo atualmente chamada de Handroanthus heptaphyllus (Mattos, 1970).
Entre as espécies do género Cercospora apenas C.tabebuiae-impetiginosae foi relatada em
associacdo a essa planta (Inacio e Dianese, 1998; Crous e Braun, 2003), e tendo em vista a
similaridade morfolégica, morfométrica e a hospedeira em comum (Tabela 3), conclui-se que
0 material examinado trata-se da espécie Cercospora tabebuiae-impetiginosae, relatada em
Tabebuia impetiginosa (sin. H. heptaphyllus) (Incio e Dianese, 1998).

A analise filogenética realizada a partir das regides 1TS1, 5.8 S e ITS2 mostrou que 0s
trés isolados obtidos em H. heptaphyllus se agruparam em um Unico clado (Figura 2, clado

D), proximos a outros 26 espécimes de Cercospora, entre elas Cercospora apii, espécie tipo
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do género, que também foi relatada em hospedeiras da familia Bignoniaceae, incluindo ipés
(Urtiaga, 1986).
As informacdes filogenéticas obtidas para neste trabalho séo as primeiras para o taxon

em estudo.

Tabela 3. Caracteristicas morfométricas de Cercospora tabebuiae-impetiginosae em

Handroanthusheptaphyllus descrito em literatura.

ESPECIE Lesbes Conidi6foroum Conidioum Hospedeira
_C. tal_Je_bmae—l 330 24 58 x 254 95 135 x 94 Handroanthus
impetiginosae heptaphyllus
C. tabebuiae- Handroanthus
impetiginosae 3-28 14-149 x 24 42-107 x 2-3 hentaohvilus

UBCC 439 ptaphy

}(Inécio e Dianese, 1998).

Passalora tabebuiae (Muchovej & Ferreira) Crous & Braun, CBS Biodiversity Studies, 1:

230 (2003).

=Phaeoramularia tabebuiae Muchovej & Ferreira, Mycologia, 73:346, 1981.

LesBes epifitas, castanhas com halo marrom-escuro, circular, irregular, coalescentes.
Estroma marrom-escuro, subcuticular, subepidérmico. Conidiéforos numerosos, em
fasciculos densos, esporodoquiais, macronematosos, emergindo do estroma, castanhos, lisos,
retos ou ligeiramente sinuosos,marrom a olivaceos,7-40 x 2-3 um. Células conidiogénicas
integradas, com locos conidiogénicos espessados e pigmentados. Conidio cilindrico,
obclavado, liso, castanho-claro, ligeiramente afilado, suave, 23-57 x 2,5-3 um.

Tipo: Brasil, Minas Gerais, Vigosa, em folhas de Tabebuia serratifolia

(Bignoniaceae), 03/06/1980, F. A. Ferreira (hol6tipo BPI; is6tipo IMI 237714).
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Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Universidade de Brasilia,
Centro de Informética (CPD), em folhas de Handroanthus serratifolius (sin. T. serratifolia)
(Bignoniaceae), 16/03/2017, Aline Suelen da Silva (epitipo designado aqui UBCC 457).

Os espéecimes examinados sobre folhas de Handroanthus serratifolius, apresentam
caracteristicas tipicas do género Passalora Fr., como células conidiogénicas com locos
conidiogénicos espessados e pigmentados, conidios clavados, com poucos septos e
pigmentados (Fries, 1849b).

Duas espécies de Passalora sdo relatadas em plantas do género Handroanthus: P.
tabebuiae, em Handroanthus serratifolius (Crous e Braun, 2003) e P. tabebuiae-ochraceae
em Handroatnhus ochraceus (Inacio e Dianese, 2006).

Passalora tabebuiae-ochraceae difere do espécime examinado (Tabela 4), formando
conidios maiores, 31-75 x 5-8 um (Inacio e Dianese, 2006). Em comparagdo a espécie P.
tabebuiae (Muchovej e Ferreira, 1981), o espécime foi similar quanto as dimensfes de
conidios e conidi¢foros.

A analise filogenética demonstrou que o espécime analisado é préximo a outras sete
espécies de Passalora (Figura 2, clado E), sendo quatro obtidas nesse estudo, mas em
hospedeiras de familias distintas. Adicionalmente, esse € o primeiro estudo a fornecer

informacdes filogenéticas sobre esse taxon.
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Tabela 4. Caracteristicas morfométricas de espécies de Passalora associadas a plantas do género

Handroanthus.
ESPECIE Conidioforoum Conidiopm Hospedeira
. Handroanthus
. 1 _ o _ -
P. tabebuiae-ochraceae 19-49 x 3-6 31-75x5-8 ochraceus
P. tabebuiae? Até 50 x 2,5-3,0 6-41 x 2,5-3,0 Handroanthus
serratifolius
P. tabebuiae UBCC 457 7-40 x 2-3 2357 x 2,5-3 Handroanthus
serratifolius
P. tabebuiae-ochraceae Handroanthus
UBCC 462 22-30,5x 2-4 27-64x 2,54 ochraceus

Y(In4cio e Dianese, 2006); 2(Muchovej e Ferreira, 1981).

Passalora tabebuiae-ochraceae C. A. Indcio & J. C. Dianese, Mycol. Progress, 5: 121

(20086).

LesOes epifitas, castanhas com borda castanho-avermelhada, circulares, irregulares,
coalescentes, com até 50 mm de didmetro. Micélio imerso no mesdfilo, hialino, denso.
Estroma marrom, subcuticular, subepidérmico, textura angular, 24-130 X 52-126 um.
Conidiéforos numerosos, em fasciculos densos, quase esporodoquiais, provenientes de
estroma, macronematosos, castanhos, lisos, de proliferacdo percorrente, retos, ligeiramente
sinuosos, tendo varias células conidiogénicas, 22-30,5 x 2-4 um. Células conidiogénicas
integradas ou conididforos reduzidos a celulas conidiogénicas, 8-12 um, simpodiais, com
cicatrizes visiveis, um pouco espessadas e escurecidas, com 2—4 pum de diametro. Conidio
sem constri¢bes septais, sub-cilindrico, obclavado, liso, hialino, castanho claro, com apices
subagudos e bases truncadas cicatrizadas, 2764 x 2,5-4 pm.

Tipo: Brasil, Goias, Brasilinha, Fazenda Alto Alegre, em folhas de Tabebuia ochracea
(Bignoniaceae), 11/10/1997, A. L. Lima (hol6tipo UB — Col. Micol. 16036).

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Parque Olhos D’agua, em
folhas de Handroatnhus ochraceus (sin. T. ochracea) (Bignoniaceae), 23/05/2017, Aline

Suelen da Silva, (epitipo designado aqui UBCC 462).
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O espécime examinado possui caracteristicas representativas do género Passalora
(Crous e Braun, 2003), apresentando conidios sub-cilindricos catenulados a obclavados,
castanho-claros, formados em células conidiogénicas simpodiais cicatrizadas.

Duas espécies de Passalora sdo relatadas em associacdo com manchas foliares em
espécies de plantas do género Tabebuia: P. tabebuiae, em Tabebuia serratifolia (Vahl) G.
Nichols. (Crous e Braun, 2003) e P. tabebuiae-ochraceae (Cham.) Standl. em Tabebuia
ochracea (Cham.) Standl. (Inacio e Dianese, 2006). Essas hospedeiras foram sononimizadas,
sendo atualmente reconhecidas como Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose e
Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos, respectivamente (Lohmann, 2018).

Passalora tabebuiae difere do espécime examinado (Tabela 4), formando conidios
menores, 6-41 x 2,5-3,0 um (Muchovej e Ferreira, 1981). Em comparagdo a espécie P.
tabebuiae-ochraceae (Inacio e Dianese, 2006), o espécime apresentou morfometria de
conidios e conidioforos semelhantes.

Embora possuam caracteristicas morfoldgicas comuns ao género Passalora,
filogeneticamente ficaram proximos a Pseudocercospora (Figura 2, clado B), mas como
observado por Braun et al. (2013), a estrutura filogenética de Passalora € considerada
complexa e analises de dados de sequéncia ndo suportam uma clara separacdo de Passalora e

muitos outros géneros de fungos cercosporoides.

Pseudocercospora cybistacis (Henn.) X. J. Liu & Y. L. Guo, Mycosystem 2:233 (1989).

= Cercospora cybistacis Henn., Hedwigia 48:17 (1909).

LesOes locais, necroticas, marrom acinzentadas, medindo de 3—7 mm de didmetro, as
vezes com um leve relevo nas bordas. Estroma bem desenvolvido de coloragdo marrom, com
25-75 um de diametro, com fasciculos adensados. Conidiéforos de coloracdo palha a

marrom, mais palido e mais estreito em dire¢do a ponta, nao ramificado, raramente septado,
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10-35 x 2,5-4 pum. Conidios de coloragdo castanha, cilindrico obclavados, ligeiramente
curvados, pluriseptados, com base truncada, ponta arredondada a conica, 39-63 x 2—-3 um.

Tipo: Brasil, Sdo Paulo, Horto Botéanico, em folhas de Cybistax antisyphilitica
(Bignoniaceae), A. Puttemans, 20/05/1902 (neétipo n° 506).

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Chacara Suvaco da Cobra, em
folhas de C. antisyphilitica (Bignoniaceae), 16/03/2017, Aline Suelen da Silva (epitipo
designado aqui UBCC 453).

Até o momento, P. cybistacis € a Unica espécie de fungo cercosporoide relatada no
género Cybistax (Bignoniaceae) (Chupp, 1954; Crous e Braun, 2003).

Essa espécie foi primeiramente encontrada em folhas de Catalpa sp. (Bignoniaceae),
na China (Guo e Liu, 1989). Posteriormente, um espécime fangico com as mesmas
caracteristicas morfoldgicas foi encontrado em Cybistax antisyphilitica no Brasil. Devido a
auséncia do holétipo para comparacéo, os autores identificaram o material como P. cybistacis,
mas a identificacdo precisa do espécime encontrado no Brasil ainda permanece incerta.

O espécime examinado possui caracteristicas morfoldgicas de P. cybistacis e agrupou
no clado A (Figura 2), préximo a 30 espécimes de Pseudocercospora, dos quais 12 isolados
foram obtidos nesse estudo em associacdo com plantas do Cerrado. Entre esses materiais
somente Pseudocercospora pallida e P. catalpigena estdo associados a plantas da familia
Bignoniaceae.

Apesar de o espécime possuir morfologia semelhante a P. cybistacis e caracteristicas
distintas dos demais espécimes descritos em hospedeiras da familia Bignoniaceae, com 0s
quais se agrupou na analise filogenética (Tabela 6), é necessario obter mais isolados de
Catalpa sp. para esclarecer a identificacdo precisa do espécime associado a C.antisyphilitica.

Adicionalmente, essa € a primeira informacéao filogenética associada a esse taxon.
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Tabela 5. Caracteristicas morfométricas de espécies de Pseudocercospora proximas filogeneticamente

de P. cybistacis (Figura 2), associadas a hospedeiras da familia Bignoniaceae.

ESPECIE Conidiopm Conidioforoum Hospedeira

P. pallidal 20-105 x 24 12-26 x 2,54 Campsis grandiflora
P. catalpigena? 2444 x 24 10-25 x 2-4,5 Catalpa ovata

P. cybistacisUBCC453 39-63%x2-3 10-35x2,5-4 Cybistax antisyphilitica

! (Shin et al., 2000); ? (Nakashima et al., 2011).

Pseudocercospora tabebuiae-caraibae C. A. Inacio & J. C. Dianese, Mycol. Progress, 5:

122 (2006).

LesBes anfigenas, dispersas nas folhas, castanho-amareladas a marrom claras com
bordas castanho-escuras, circulares a elipticas, coalescentes, com até 30 mm de diametro.
Colénias anfigenas, castanho-escuras, de crescimento lento. Micélio interno, marrom-palido,
atingindo o mesofilo. Estroma de coloracdo marrom, subepidérmico, 18-50 x 23-55 um.
Conidioforos 25-35 x 2-3 pum, numerosos, macronematosos, castanhos, lisos, decorrentes de
estroma, 0-1 septos, as vezes com proliferacdo percorrente, raramente ramificados, retos ou
ligeiramente curvados. Células conidiogénicas integradas, geralmente terminais, simpodais,
geniculadas, raramente percorrentes, com locos conidiogénicos discretos. Conidios solitarios,
14-16 x 2-2,5 um, 3-8 septos, sinuosos a curvados, sub-cilindricos & obclavados, lisos,
marrom-palido a olivaceo, mais claros no apice, com base truncada e sem presenca de
cicatriz.

Tipo: Brasil, Goias, Parque Nacional das Emas, estrada do Rio Jacuba, em folhas de
Tabebuia caraiba (Bignoniaceae), 01/04/1997, J. C. Dianese (hol6tipo UB - Col. Micol.

13814); Brasilia, Distrito Federal, Viveiro Il - Companhia Urbanizadora da Nova Capital -
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Novacap, Asa Norte, Plano Piloto, em folhas de T. caraiba, 09/03/1999, C. A. Inacio
(paréatipo UB - Col. Micol. 17435).

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Viveiro Il - Companhia
Urbanizadora da Nova Capital - Novacap, em folhas de Tabebuia aurea (sin. T. caraiba)
(Bignoniaceae), 23/05/2017, Aline Suelen da Silva (epitipo designado aqui UBCC 460).

Trés espécies de Pseudocercospora sao relatadas em associacdo com manchas foliares
em Tabebuia: P. jahnii (Chupp, 1954; Crous e Braun, 2003), P. tabebuiae-caraibae e P.
tabebuiae-roseoalbae (Farr e Rossman, 2018; Chupp, 1954; Crous e Braun, 2003). Apenas P.
tabebuiae-caraibae é relatada em Tabebuia aurea.

O espécime examinado apresenta caracteristicas morfométricas semelhantes as de P.
tabebuiae-roseoalbae, no que diz respeito ao tamanho dos conidios e conidiéforos (Tabela 7),
porém P.tabebuiae-roseoalbae apresenta um estroma mais profundo (23-77 um de
profundidade) do que P. tabebuiae-caraibae e também difere em tamanho das leses, com até
13 mm de diametro (Iné&cio e Dianese, 1998). Em relacdo a P. jahnii difere principalmente no
tamanho dos conidios, que sdo menores do que 0s descritos para a espécie em comparacao.

Apesar de possuirem evidentes caracteristicas de Pseudocercospora, na analise
filogenética os espécimes se agruaparam no clado C (Figura 2), junto a Passalora eucalypti e
P.leptophlebae. A estrutura filogenética de Passalora é considerada complicada. Analises
correspondentes de dados de sequéncia ndo suportam uma clara separacdo de Passalora e
muitos outros géneros de fungos cercosporoides (Braun et al., 2013).

Entre as espécies de Pseudocercospora relatadas em Tabebuia spp., apenas P. jahnii
possui sequéncia disponivel no Genbank, que em comparacdo com a sequéncia de P.

tabebuiae-caraibae obtida nesse estudo possui 91% de identidade.
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Tabela 6. Caracteristicas morfométricas de espécies de Pseudocercospora associadas a plantas do
género Tabebuia.

ESPECIE Conidi6foropm Conidiopm Hospedeira
P. jahniit 10-40 x 3-5 20-110 x 3-5 T. rosea
P. tabebuiae-caraibae? 20-52 x 46 35-98 x 3-5 T. aurea
P. tabebuiae-roseoalbae® 18-58 x 2-5 12-57 x 2-5 T. roseo-albae
P. tabebuiae-caraibae
UBCC 460 25-35 x 2-3 14-16 x 2-2,5 T. aurea

Y(Chupp, 1954); %(In4cio e Dianese, 2006); (Incio e Dianese, 1998).

3.6 Espécie associada a Passifloraceae

Pseudocercospora passiflorae-setaceae A.C. Dianese, A. M. Costa & J.C. Dianese,

Mycotaxon, 105:2 (2008).

Lesbes adaxiais, solitarias, irregularmente dispersas nas folhas, amareladas, depois
coalescendo em areas necréticas marrons claras com pontos negros centrais e manchas
irregulares acinzentadas na superficie abaxial. Micélio imerso, marrom claro, formando
estroma epifilo e micélio superficial hipofilo, fortemente ramificado, castanho acinzentado a
marrom. Estroma 49-195 pum de diametro, epifilo, subgloboso a globoso, marrom a marrom-
escuro, subepidérmico. Conidioforos epifilos 39,5-54 x 2-3,5 um, numerosos, densamente
fasciculados, formados em estroma na forma de esporodéquio, castanho-claro, septados e
lisos. Célula conidiogénica integrada, terminal, 20-50 um de comprimento e simpodial.
Locos conidiogénico achatado, discreto. Conidios solitarios, cilindricos, raramente obclavado-
cilindricos, 35-77 x 2-4 um, septados, sub-hialinos & marrom-claro, de paredes finas, lisas,
apice subagudo e base truncada

Tipo: Brasil, Distrito Federal, Planaltina, Centro de Pesquisa Agropecuéria do Cerrado
(CPAC), Km 18, Br-020, em folhas de Passiflora setaceae (Passifloraceae), 12/02/2008,

Alexei de Campos Dianese, (holotipo UB - Col. Micol. 20872).
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Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Planaltina, Centro de Pesquisa
Agropecuéria do Cerrado (CPAC), Km 18, Br-020, em folhas de Passiflora setaceae
(Passifloraceae), 08/02/2017, Aline Suelen da Silva (epitipo designado aqui UBCC 441).

Quatro espécies de Pseudocercospora sdo relatadas em Passiflora: Pseudocercospora
calospilea, P. passiflorae, P.passiflorae-setaceae e P. stahlii (Crous e Braun, 2003; Dianese
et al., 2008). A espécie P. passiflorae-setaceae é relatada na mesma hospedeira em que foi
encontrado o espécime examinado (Dianese et al., 2008). Além disso, ambas apresentam
caracteristicas similares como formato e dimensdes dos conidios e conidiéforos (Tabela 8) e
presenca de micélio externo hipéfilo com conidiéforos solitarios, ausente nas outras trés
espécies de Pseudocercospora relatadas em Passiflorae.

Filogeneticamente, o espécime encontrado ficou proximo a outras 29 espécies de
Pseudocercospora, entre elas 11 espécies obtidas nesse estudo (Figura 2, clado A).

No Genbank, a comparacao da sequéncia da regido ITS do espécime estudado mostrou
99% de similaridade com P. stahlii (CBS 117), apesar das diferencas morfoldgicas e
morfométricas encontradas (Tabela 8).

Tabela 7. Caracteristicas morfométricas de espécies de Pseudocercospora associadas a plantas do

género Passiflora.

ESPECIE Conidi6foropm Conidiopm Hospedeira
P. calospilea® 5-25x 2-4 20-60 x 24 Passiflora liguaris
P. passiflorae? 10-60 x 2-4,5 30-120 x 2-4 Passiflora sexflora
P. passiflorae-setaceae® 7-31x25-5 43 -129 x 3-5,5 Passiflora setacea
P. stahlii* 78-153 x 5-7 20,5-43 x 47 Passiflora foetida
P. ‘Ejaésci;'loflji'zeﬁczeae 12-20 x 2,5-3,5 40-80 x 25-40 Passiflora setacea

(Chupp, 1954); ?(Crous e Braun, 2003); *(Dianese et al., 2008); *(Yen e Lim, 1980).
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3.7 Espécie associada a Piperaceae
Pseudocercospora piperis (Pat.) Deighton, Mycological Papers, 140: 150 (1976)

= Cercospora piperis Pat., Bull. Soc. Mycol. France 11:233, 1895.

= Cercospora piperis Ellis & Ev., Mo. Bot. Gard. Ann. Rept. 9:119, 1898.
= Cercospora portoricensis Earle, Muhlenbergia, 1:15, 1901.

= Cercospora pipericola Sacc. & Sydow, Syll. Fung. 16:1073, 1902.

Leses foliares anfigenas, inicialmente pequenas manchas cinza pélidas de menos de
2,5 mm, tornando-se angulares ou circulares por delimitacdo das nervuras, atingindo 7 mm de
didmetro, marrom escuras na face abaxial e acizentadas com bordas escuras na face adaxial.
Colbnias com crescimento lento, circulares, planas, aveludadas, acinzentadas a escuras.
Conidioforo raramente ramificado, 0—4 septos, marrom péalido, 48-71x 3-4,5 um. Conidios
isolados, sub-cilindricos, ligeiramente curvados, 50,5-110 x 3-4,5 pum, 1-7 septos, marrom
amarelados.

Tipo: Equador, Pululahua, em folhas de Piper sp. (Piperaceae), De Lagerheim, 1895
(paratipo VIC 31889, COAD 1111).

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Fazenda Agua Limpa; em
folhas de P. aduncum (Piperaceae), 18/01/2017, Aline Suelen da Silva (UBCC 428 e UBCC
429).

Atualmente, sete espécies de Pseudocercospora sdo relatadas em associacdo com
plantas do género Piper (Farr e Rossman, 2018), das quais apenas Pseudocercospora piperis
é associada a Piper aduncum.

Pseudocercospora piperis foi encontrada pela primeira vez no Equador associada com
folhas de Piper sp. (Patouillard, 1895). Em Piper aduncum foi relatada pela primeira vez em
Porto Rico (Chupp, 1954; Crous e Braun, 2003), e no Brasil seu primeiro relato, na mesma

hospedeira, ocorreu no Amazonas (Rocha et al., 2013).
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No Brasil, a espécie P. piperis também esta associada a outras plantas do género Piper
sp., como P. crassinervium e P. mollicomum (Rocha et al., 2008).

O espécime aqui examinado foi comparado ao espécime de P. piperis relatado em P.
aduncum no Brasil (Rocha et al., 2013), e verificou-se que ambos possuem similaridades
quanto a morfometria de seus conidios e conidiéforos (Tabela 9).

Na analise filogenética o isolado agrupou-se no clado A (Figura 2), préximo a 29
espécimes de Pseudocercospora, dos quais 11 isolados foram obtidos nesse estudo em
associacdo com plantas do Cerrado. A sequéncia da regido ITS no GenBank para P. piperis
em Piper aduncum, disponibilizada por Rocha et al., (2013), em comparagdo com a sequéncia

do isolado obtido nesse estudo apresentou 99% de identidade.

Tabela 8. Caracteristicas morfométricas de Pseudocercospora piperis em Piper aduncum no Brasil.

ESPECIE Conidiopm Conidioforoum Hospedeira
P. piperis? 17-65 x 3-5 20-80x4,5-5 Piper aduncum
P. piperis UBCC 428 ¢ .

UBCC 429 50,5-111%x3-4,5 48-71x3,5-4,5 Piper aduncum

! (Rocha et al., 2013).

3.8 Espécie associada a Rubiaceae
Pseudocercospora rigidae M. Silva & O. L. Pereira, Mycotaxon, 102: 261 (2007).

LesBes foliares anfigenas, irregulares ou delimitadas pela nervura, marrons palidas,
acinzentadas com margens marron-escuras, confluentes, medindo de 3-30 mm de didmetro.
Estroma bem desenvolvido, subepidérmico, erumpente, marrom escuro, 19-53 um de
diametro. Conidioforos anfigenos, fasciculados, sobre estroma subepidérmico, 2342 x 3-3,5
pum, marrom-claros, 0—4 septos. Locos conidiogénico inconspicuos, ndo escurecidos, planos.
Conidios solitarios, obclavados a cilindricos, retos a levemente curvos, 55-78 x 2,5-3,5 um,

apice obtuso, 4-7 septos, marrom-claros, hilos sem cicatrizes, ndo escurecidos.
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Tipo: Brasil, Minas Gerais, Carrancas, em folhas de Palicourea rigida (Rubiaceae),
03/2007, O. L. Pereira (holétipo VIC 30472).

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Universidade de Brasilia,
Vegetacdo do Centro de Informética (CPD), em folhas de Palicourea rigida (Rubiaceae),
25/01/2017, Aline Suelen da Silva (UBCC 434, UBCC 435).

Atualmente existem trés espécies de Pseudocercospora relatadas em plantas do género
Palicourea (Rubiaceae), sendo elas Pseudocercospora palicoureae O.L. Pereira & R.W.
Barreto relatada em Palicourea marcgravii no Brasil; P. palicoureina (Petr. & Cif.) U. Braun
relatada em Palicourea domingensis na Republica Dominicana e P. rigidae M. Silva & O.L.
Pereira, relatada em Palicourea rigidae no Brasil (Tabela 10).

O espécime encontrado em Palicourea rigida foi identificado como P. rigidae (Silva e
Pereira, 2007) por compartilhar a mesma hospedeira, e possuir caracteristicas morfométricas
semelhantes, como as dimensdes das lesdes, conidioforos e conidios (Tabela 10).

Os dois isolados obtidos nesse estudo possuem 99% de identidade (490/491) com o
espécime tipo de P. rigidae isolado COAD 1472 (Silva et al., 2016). Na anélise filogenética
os isolados agruparam no clado A (Figura 2), proximos a 29 espécimes de Pseudocercospora,
nos quais apenas Pseudocercospora paederiae (CPC 10007) é relatada em associacdo com
plantas da familia Rubiaceae. Embora a espécie tipo de P. rigidae j& tenha sido epitificada,
dois espécimes de outra regido geografica foram adicionados para a melhor compreensao

dessa espécie e estudos posteriores.
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Tabela 9. Caracteristicas morfométricas de espécies de Pseudocercospora em Palicourea

(Rubiaceae).

ESPECIE Lesdes mm Conidiéforoum Conidiopm Hospedeira
P. palicoureae! 2-12 15-70 x 3-4,5 13-115x 2,5-3,5 P. marcgravii
P. palicoureina? 5-20 10-150 x 3-5 10-75x 2,5-4 P. domingensis
P. rigidae® 3-12,5 11-25 x 3-4,5 22-102,5%x 34 P. rigida

P. rigidae

UBCC 434, 3-12 23-42 x 3-3,5 55-78 x 2,5-3,5 P. rigida
UBCC 435

!(Pereira e Barreto, 2006); (Braun, 2001) 3(Silva e Pereira, 2007).

3.9 Espécie associada a Smilacaceae
Passalora smilacis (Thum.) U. Braun, Arnoldia, 14:30 (1997).

= Cercospora smilacis Thum., Contrib. FI. Mycol. Lusit., 2:14, 1879.
= Cercospora smilacina Sacc., Michelia, 2:364, 1881.
= Cercospora smilacis var. asperae Gonz. Frag., Trab. Mus. Nac. Ci. Nat., Madrid, Ser.
Bot., 9:66, 1916.
Lesbes anfigenas, necroticas, circulares, as vezes confluentes, castanho-escuras, 1-7
mm de didmetros. Col6nias anfigenas, cespitosas, castanho-escuras. Estromas 30-77x 30-70
pm subglobosos, marrons a marrom-avemelhados, pouco ou medianamente desenvolvidos de
textura globosa, subestométicos. Conidiéforos 55-83 x 2,5-5 um, macronematicos,
mononematicos, cespitoso, emergindo de dentro do estdmato, filiformes, retos ou flexuosos,
marrons, lisos. Células conidiogénicas 15-45 x 3-5 um, filiformes, poliblasticas, simpodiais,
integradas, terminais, cicatrizadas, com cicatrizes proeminentes, escuras e espessadas.
Conidios 52-97 x 3-5,5 um, solitarios, acropleurogenos, obclavados, marrom a marrom-
claros, lisos, 1-7 septos, hilo conspicuo.
Tipo: Portugal, Coimbra, Mycoth. Univ., em folhas de Smilax mauritanica

(Smilacaceae), 05/1879, F. Moller (BPI 441368) (lectotipo MBT178170).
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Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Universidade de Brasilia,
Centro de Informética (CPD), em folhas de Smilax japicanga (Smilacaceae), 25/01/2017,
Aline Suelen da Silva (UBCC 436, UBCC 469, UBCC 470 e UBCC 471).

Os especimes examinados sobre folhas de Smilax japicanga, apresentam
caracteristicas tipicas do género Passalora Fr., como células conidiogénicas com locos
conidiogénicos espessados e pigmentados, conidios clavados, com poucos septos e
pigmentados (Fries, 1849b).

Seis espécies de Cercospora foram listadas por Chupp (1954) em plantas do género
Smilax, entre elas Cercospora smilacis Thiim, que devido a pigmentacdo do conidio e o l6cus
da célula conidiogénica conspicuo foi recombinada para Passalora smilacis (Thim) U. Braun
(Braun et al., 2014).

Passalora smilacis € relatada em Smilax aspera, S. glauca, S. havanensis, S. herbacea,
S. hispida, S. laurifolia, S. macrophylla, S. mauritanica, S. nigra, S. pseudochin, S.
rotundifolia, S. tamnoides (Crous e Braun, 2003), S. chinensis, S. guianensis (Braun et al.,
2014) e S. japicanga (Armando, 2014), sendo esta Ultima a Unica planta no Brasil em que se
tem relato de P. smilacis.

O isolado obtido nesse estudo apresentou dimensdes de conidios e conidiéforos um
pouco maiores do que o obtido por Armando (2014), apesar de ambos serem provenientes da
mesma hospedeira. As dimensbes de conidios e conidi6foros apresentaram similaridade as
dos isolados de Smilax aspera e S. mauritanica (Tabela 11).

A analise filogenética mostrou que os espécimes obtidos nesse estudo se agruparam no
clado E (Figura 2), proximo a outras seis espécies de Passalora, entre elas, trés isolados

obtidos em plantas do Cerrado coletadas no presente trabalho.
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Tabela 10. Caracteristicas morfométricas de Passalora smilacis em plantas do género Smilax

(Smilacaceae).

ESPECIE Conidi6foropm Conidiopm Hospedeira
P. smilacis* 15-65 x 2,5-4,5 35-100 x 3-5 S. mauritanica
P. smilacis? 10-130 x 2,5-7 20-120 x 2-6 S. aspera
P. smilacis® 15-45 x 2-4 21-48 x 24 S. japicanga
P. smilacis

UBCC 436, UBCC 469, 55-83 x 2,5-5 52-97 x 3-5,5 S. japicanga
UBCC 470 eUBCC 471

}(Chupp, 1954); %(Braun et al., 2014); *(Armando, 2014).

3.6 Espécie associada a Solanaceae
Pseudocercospora sp. (provavel espécie nova n° 2). Figura 4 (A-D).

LesBes anfigenas, castanho-claras na face adaxial e palhas na face abaxial, irregulares.
Conidioforos solitarios surgindo de hifas hialinas superficiais, envoltas nos tricomas da folha,
20-60 x 2-4 um. Células conidiogénicas semelhantes ao prolongamento do conidiéforo,
marrom-claras, com locos conidiogénicos inconspicuos, 5-36 x 2-3 um. Conidios sub-
cilindricos, olivaceos, retos a levemente curvados, com apice arredondado, 20-63 x 34 pm.

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Fazenda Agua Limpa, em
folhas de Solanum sp. (Solanaceae), 18/01/2017, Aline Suelen da Silva (holétipo designado
aqui UBCC 430).

Para a familia Solanaceae foram relatadas a ocorréncia de 24 espécies do género, das
quais 14 ocorrem em Solanum spp. (Tabela 12). A espécie P. fuligena se assemelha ao
espéecime estudado na morfologia e dimensdes dos conidios, porem se diferencia por produzir
conidioforos em agregados de hifas (Phengsintham et al., 2012), além da coloracdo mais
escura. P. venezuelae também apresenta conidios com dimensdes muito proximas as do
especime estudado, porém seu formato difere no apice, que é subagudo, e também produz

conidioforos em agregados de hifas (Braun, 2017).
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O espécime examinado agrupou-se no clado A, proximo a 29 espécimes de

Pseudocercospora (Figura 2), entre elas P. atromarginalis (CBS 114640; CPC 11372), P.

chengtuensis (CPC 10696) e P. fuligena (CPC 12296; MUCC 533). Essas espécies sdo

relatadas em Solanaceae, porém diferem morfol6gicamente do espécime examinado (Tabela

11), e baseando-se na andlise filogenética do alinhamento da regido ITS ndo é possivel

distingui-las, fato também observado por Silva et al. (2016), sendo necesséria a realizacao de

analise filogenética baseada no alinhamento de outras regides.

Tabela 11. Caracteristicas morfométricas de espécies de Pseudocercospora associadas a Solanum.

ESPECIE Conidi6éforoum  Conidio pm Hospedeira Local

P. atromarginalis? - 10-70 x 4-5 S. nigrum EUA

P. carolinensis? - 30-130 x 3-4 S. carolinensis EUA

P. egenula3 - 30-70 x 3-4 S. panduriformi Africa do Sul
P. fasciculata’ - 80-110 x 2 S. pseudocapsici -

P. fuligena® 8-31x4-5 21-76 x 2,54 S. lycopersicum Filipinas
P. marcelliana® 5-25 x 24 15-70 x 2-3,5 S. micranthum Venezuela
P. modesta’ 15-50 x 3-5 35-78 x 3-5 Solanum sp. -

P. rugosi® 20-150 x 3-5 20-85 x 2-4,5 S. rugosum Rep. Dominicana
P. solanacea® 5-40 x 2-5,5 30-75%x 2,5-5,5 S. nigrum india

P. solani-asperi® 10-60 x 3-5 30-80 x 3-4 S. asperum -

P. solani-pseudocapsicicolal® 10-35 x 3-5 42-128 x 2-3,5 S. pseudocapsicum Brasil

P. solani-torvicola® - 23-115 % 3,5-6 S. torvum China

P. trichophila®? 40-68 x 5 20-110 x 4-6,5 S. torvum Porto Rico
P. venezuelae® 10-70 x 24 15-65 x 3-5 Solanum sp. Venezuela
Pseudocercospora sp. 20-60 x 2-4 20-63 x 34 Solanum sp. Brasil

UBCC 430 e 431

1(Chapel Hill, 1891); ?(Tharp, 1917); 3(Sydow, 1935); 4(Spegazzini, 1882);>(Phengsintham et al., 2012);5(Chupp,
1954); "(Sydow,1927); 8(Braun, 2017); °(Baker e Dale, 1951); 1°(Silva et al., 2016); *}(Gonzalez e Ciferri, 1927);
2(Stevens, 1927).
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Figura 4. Pseudocercospora sp. em folhas de Solanum sp. A. Lesdes na face adaxial da folha. B. Conidi¢foros.
C-D. Conidios.
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3.7 Espécie associada a Velloziaceae
Mycosphaerella sp. (provavel espécie nova n° 3). Figura 5 (A-C).

Lesbes anfigenas, com centro de coloracdo palha e bordas marrom-escuras,
irregulares, com ascomas visiveis na forma de pequenas pontuacfes escuras no centro da
lesdo. Ascomas formados no interior dos tecidos foliares, escuros, subepidérmicos, globosos,
73,5-166 um de didmetro; com presenca de ostiolo apical. Ascas bitunicadas, cilindricas,
retas, com extremidades arredondadas, 28-33 x 5-5,5 um. Ascosporos sobrepostos, hialinos,
finos, retos, fusiformes a elipsoidais, com extremidades obtusas, mais largo acima do septo,
bicelular, 14-18 x 3—4 um. Fase assexual ndo encontrada.

Espécime examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, Jardim Botanico de Brasilia,
em folhas de Vellozia squamata (Velloziaceae), 16/03/2017, Aline Suelen da Silva (hol6tipo
designado aqui UBCC 455).

O género Mycosphaerella foi descrito inicialmente como Sphaerella (Saccardo, 1882)
por possuir ascomas subepidérmicos com presenca de ostiolo apical, auséncia de hamatécio
no interior do ascoma, ascas bitunicadas, ascosporos hialinos e bicelulares (Verkley et al.,
2004). Como o nome Sphaerella era amplamente utilizado para algas verdes, todas as
espécies fungicas com caracteristicas de Sphaerella foram transferidas para o género
Mycosphaerella (Aptroot, 2006).

Devido ao grande numero de formas assexuais encontradas em conexao com a fase
sexual e a inclusdo de dados moleculares na taxonomia, o nome Mycosphaerella foi
segregado em novos géneros e somente as espécies que agrupam com a espécie tipo, M.
punctiformis, e/ou possuem a fase assexual de Ramularia sdo reconhecidas como
Mycosphaerella (Crous, 2009).

Tradicionalmente a identificacdo das espécies desse grupo foi baseada em

caracteristicas morfolégicas e especificidade hospedeira. O espécime obtido nesse estudo
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encontra-se associado com uma planta hospedeira da familia Velozziaceae e devido a
auséncia de espécies descritas nessa familia botanica, o material foi comparado com os taxa
descritos em Pandanaceae, uma familia botanica filogeneticamente relacionada a
Velozziaceae.

O espécime obtido nesse estudo difere morfologicamente das duas espécies descritas
em Pandanaceae. A nova espécie proposta possui ascosporos maiores que M. freycinetia e
menores que M. pandani (Tabela 13). Molecularmente, o taxon é filogeneticamente proximo
a M. endophytica, M.scytalidii e M. stromatosa (Figura 2, clado F), entretanto, essas espéecies
sdo relatadas em hospedeiras das familias Myrtaceae e Proteaceae, que sdo filogeneticamente
distantes de Velloziaceae. Devido as diferencas nas dimensbGes dos ascdsporos e da
especificidade hospedeira, 0 tdxon serd proposto como uma nova espécie de acordo com as

regras do Codigo Internacional de Nomenclatura de Algas, Fungos e Plantas.

Tabela 12.Caracteristicas morfométricas de espécies de Mycosphaerella associadas a familia

Pandanaceae.

ESPECIE Ascas um Ascosporos pm Hospedeira

M. freycinetia® - 24-38 x 4-6 Freycinetia sp.
M. pandanit - 6-8x15-2 Pandanus sp.
Mycosphaerella sp.UBCC 455 28-33 x5-5,5 14-18 x 34 Vellozia squamata

(Aptroot, 2006).
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Figura 5. Mycosphaerella sp. em folhas deVellozia squamata. A. LesGes com bordas escuras, centro mais claro
e pontacBes negras. B. Detalhe da lesdo mostrando ascomas subepidérmicos. C. Ascoma com ascas e
ascosporos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Um total de 28 espécimes de fungos cercosporoides foram coletados a partir de tecidos
foliares de doze plantas hospedeiras pertencentes aoito familias botanicas. As espécies
fangicas associadas com essas hospedeiras foram identificadas como Pseudocercospora
(n=7), Passalora (n=3), Cercospora (n=1) e Mycosphaerella (n=1).

Os taxa coletados em Solanum sp., Mauritia flexuosa, e Vellozia squamata serdo
propostos como novas espécies de acordo com as regras do Codigo Internacional de
Nomenclatura de Algas, Fungos e Plantas. Adicionalmente, 0s espécimes de
Pseudocercospora piperise P. rigidae encontrados no Distrito Federal representam novos
registros de distribui¢do geogréfica.

Além disso, os epitipos das espécies Cercospora tabebuiae-impetiginosae, Passalora
tabebuiae, Pseudocercospora passiflorae-setaceae, P. cybistacis, P. tabebuiae-caraibae e P.
tabebuiae-ochraeae foram designados pela primeira vez nesse estudo.

A arvore filogenética obtida por comparagdes de sequéncias da regido ITS confirmou
os resultados da caracterizacdo morfoldgica, onde todos os espécimes obtidos nesse estudo
foram identificados como membros da familia Mycosphaerellaceae.

Esse trabalho é a primeira contribuicdo para o entendimento do relacionamento
filogenético dos fungos cercosporoides associados a plantas encontradas no Cerrado. Estudos
complementares sdo necessarios para (i) re-coletar os fungos cercosporoides no Cerrado, (ii)
re-examinar os espécimes por caracteres morfoldgicos e moleculares, (iii) epitipificar as
espécies conhecidas, (iv) descrever os espécimesconsiderados como novos para a ciéncia, e
(v) relatar as novas ocorréncias para o hospedeiro/substrato ou 0 novo registro de distribuicéo

geografica.
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