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RESUMO GERAL

O maracujazeiro amarelo Passiflora edulis f. flavicarpa é originario do Brasil. Seu fruto possui
grande aceitagdo no mercado interno e externo, podendo ser consumido in natura ou processado
na forma de sucos e geleias. Além disso, possui muitas propriedades funcionais e medicinais.
Um dos métodos mais utilizados para propagar cultivares de maracujazeiro é por meio de
sementes. Porém, essas mesmas sementes podem atuar como disseminadoras de importantes
fitopatdgenos para a cultura. Dentre os patdgenos difundidos pelas sementes destacam-se 0
Fusarium spp. O presente estudo visou investigar a presenga de Fusarium spp. associados a
sementes de maracuj4, isolar Fusarium spp., realizar a identificacdo molecular dos isolados de
Fusarium obtidos e avaliar a patogenicidade destes isolados em plantulas de maracuja. Para
investigar a presenca de fungos fitopatogénicos associados a sementes de maracujé foi realizado
Blotter teste em diferentes lotes de sementes de P. edulis f. flavicarpa; avaliou-se a incidéncia
de géneros fungicos nas sementes e quando ocorreu 0 género Fusarium procedeu-se 0
isolamento. A identificacdo a nivel de género foi realizada atraves de comparagdes
morfologicas dos fungos observados. Para o género Fusarium a identificagdo molecular dos
isolados foi realizada por meio de Blast e filogenia com emprego das regides RPB2 e TEFL1.
Teste de patogenicidade para os isolados de Fusarium foi realizado, neste ensaio foram testadas
duas metodologias de inoculacéo, dipping e palito, em duas cultivares, Sol e Redondo Amarelo.
Foram encontrados os géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Colletotrichum,
Paecelomyces, Cladosporium e Fusarium. Obteve-se 24 isolados de Fusarium e com o uso de
ferramentas moleculares e a utilizacdo das regides génicas RPB2 e TEF1, foi possivel
discriminar os mesmos como pertencentes aos complexos de espécies F. oxysporum e F.
incarnatum-equiseti. Para o complexo F. oxysporum realizou-se a construcdo da arvore
filogenética utilizando a interferéncia bayesiana, os isolados FSO5, F6, FSDr7, F19 se
agruparam no mesmo clado com as espécies F. fabacearum, F. callistephi, os isolados FS02 e
FS03 se agruparam no mesmo clado com as espécies F. veterinarum, F. contaminatum, F.
pharetrum. Para a variavel Incidéncia ndo foi constada diferenca significativa (P > 0.05) entre
os isolados quando inoculados via palito de dente, o isolado FSO1 quando inoculado por dipping
diferiu dos demais isolados também inoculados por este método. A cultivar Redondo Amarelo
apresentou a maior incidéncia da doenca. E a inoculacgéo via palito colonizado proporcionou o

maior tamanho de lesdo nas plantulas.

Palavras-chaves: FOSC; Passiflora edulis; FIESC.



GENERAL ABSTRACT

The yellow passion fruit Passiflora edulis f. flavicarpa is originally from Brazil. Its fruit is
widely accepted in the domestic and foreign markets, and can be consumed fresh or processed
in the form of juices and jellies. In addition, it has many functional and medicinal properties.
One of the most used methods to propagate passion fruit cultivars is through seeds. However,
these same seeds can act as disseminators of important phytopathogens for the crop. Among
the pathogens spread by the seeds, Fusarium spp. The present study aimed to investigate the
presence of Fusarium spp. associated with passion fruit seeds, isolate Fusarium spp., perform
the molecular identification of Fusarium isolates obtained and evaluate the pathogenicity of
these isolates in passion fruit seedlings. To investigate the presence of phytopathogenic fungi
associated with passion fruit seeds, a Blotter test was performed on different seed lots of P.
edulis f. flavicarpa; the incidence of fungal genera in the seeds was evaluated and when the
Fusarium genus occurred, isolation was carried out. The identification at the gender level was
performed through morphological comparisons of the observed fungi. For the Fusarium genus,
the molecular identification of the isolates was performed using Blast and phylogeny using the
RPB2 and TEFL1 regions. Pathogenicity test for Fusarium isolates was carried out, in this assay
two inoculation methodologies, dipping and toothpick, were tested in two cultivars, Sol and
Redondo Amarelo. The genera Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Colletotrichum,
Paecelomyces, Cladosporium and Fusarium were found 24 Fusarium isolates were obtained
and with the use of molecular tools and the use of the RPB2 and TEF1 gene regions, it was
possible to discriminate them as belonging to the complexes of F. oxysporum and F.
incarnatum-equiseti species. For the F. oxysporum complex, the phylogenetic tree was built
using Bayesian interference, isolates FS05, F6, FSDr7, F19 were grouped in the same clade
with the species F. fabacearum, F. callistephi, isolates FS02 and FSO3 if grouped in the same
clade with the species F. veterinarum, F. contaminatum, F. pharetrum. For the variable
Incidence there was no significant difference (P > 0.05) between the isolates when inoculated
via toothpick, the isolate FSO1 when inoculated by dipping differed from the other isolates also
inoculated by this method. The cultivar Redondo Amarelo had the highest incidence of the
disease. And inoculation via colonized toothpick provided the largest lesion size in the

seedlings.

Keywords: FOSC; Passiflora edulis; FIESC.
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ESPECIES DE Fusarium ASSOCIADAS A SEMENTES DE MARACUJA
INTRODUCAO GERAL

1. A Cultura do Maracujazeiro

No Brasil, 0 nome maracujazeiro é atribuido a diversas espécies pertencentes ao género
Passiflora L. O género pertence a classe Magnoliopsida, a ordem Malpighiales e a familia
Passifloraceae (JUDD et al., 2009). Esta familia é constituida por aproximadamente 20 géneros
e 600 espécies, possuindo distribuicdo ampla em regides de clima tropical a temperado
(MONDIN et al., 2011). As caracteristicas botanicas mais evidentes desta sdo o habito
geralmente trepador com gavinhas, sépalas frequentemente semelhantes as pétalas, com
androceu e gineceu dispostos em pedunculo formando um androginéforo (JUDD et al. 2009).

O género Passiflora possui cerca de 520 espécies com ampla distribuicdo geografica
(MACDOUGAL; FEUILLET, 2004), aproximadamente 140 dessas ocorrem no Brasil
(CERVI, 2006) e em torno de 130 espécies sao nativas do Brasil, sendo que em torno de 50
delas apresentam valor comercial.

As plantas do género geralmente sdo trepadoras herbaceas ou lenhosas de ramos
quadrangulares ou cilindricos, suberificadas, com ou sem pelos. Podendo atingir de 5 a 10
metros de altura (TEIXEIRA, 1994). As plantas de crescimento escandente geralmente
necessitam de suporte para a sustentacdo e desenvolvimento da planta. Para os pomares
comerciais 0s sistemas mais utilizados sdo espaldeira e latada (RUGGIERO et al., 1996).

As diferentes espécies de Passiflora possuem formatos foliares diversificados (ovada,
eliptica, fendida, cordada, lanceolada e partida) (JESUS et al., 2015). Quanto a disposi¢do das
folhas, a maioria das espécies é simples e alterna, orbiculares ou elipticas, lobadas ou inteiras,
na maioria das espécies a margem € inteira, base cordada, truncada, arredondada ou cuneada, o
peciolo com ou sem glandulas, glandulas peciolares sésseis, estipitadas ou pedunculadas.
Algumas espécies possuem folhas compostas (ULMER; MACDOUGAL, 2004). As gavinhas
sdo geralmente solitarias e inexistentes em espécies lenhosas (CUNHA et al., 2002). As flores
sdo hermafroditas, pomposas, grandes, com coloracdo variada, protegidas na base por bracteas
(JESUS et al., 2015). A corona é uma das caracteristicas do género, o androginoforo colunar
estd presente no centro da flor. A estrutura feminina possui trés estiletes livres ou conectados
na base, estigmas capitados. A estrutura masculina é constituida por cinco estames, com filetes
livres ou conectados nas anteras dorsofixas e versateis. A abertura floral pode se proceder pela

manha, tarde ou a noite, dependendo da espécie (FALEIRO et al., 2017).
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Os frutos geralmente sdo bagas ou céapsulas deiscentes ou indeiscentes, apresentando
formatos variaveis (oblongo, arredondado, ovalado, periforme, fusiforme, elipsoide), com cores
diversificadas. Geralmente as sementes sdo compridas, pontuada, reticuladas, ou alveoladas
transversalmente e envoltas em arilo muscilaginoso (FALEIRO et al., 2017; JESUS et al., 2015;
ULMER; MACDOUGAL, 2004; VANDERPLANK, 2000).

No Brasil, a principal espécie cultivada é Passiflora edulis f. flavicarpa, (maracuja
azedo, maracuja amarelo), encontrada em mais de 90% dos cultivos de maracuja. As outras
espécies cultivadas incluem P. alata Curtis (maracuja-doce), P. setacea DC. (maracuja do
sono), P. cincinnata Mast. (maracuja do mato), P. edulis Sims f. edulis (maracuja roxo nativo),
P. nitida Kunth (maracuja suspiro), P. quadrangularis L. (maracuja gigante) e P. maliformis L.
(‘cholupa’), todas cultivadas em pomares domésticos (FALEIRO et al., 2015).

Esta trepadeira ocorre em todo o Brasil, no Paraguai, Argentina, ilhas das indias
Ocidentais, na América Central, Venezuela e Equador (BERNACCI, 2003). O Brasil € o maior
produtor mundial de maracuja, principalmente para a fabricacdo de suco concentrado e para o
consumo in natura (SILVA et al., 2005).

O maracujazeiro possui multiplos usos desde a producdo de frutos para consumo (in
natura), producédo de sucos e geleias, producdo de flores ornamentais e producao de matéria-
prima com propriedades funcionais e medicinais para industrias de alimentos, condimentos,
cosméticos e farmacéutica (FALEIRO et al., 2015).

Intensificou-se no pais na década de 70, colocando-se entre as principais frutiferas
cultivadas. Atualmente, o Brasil possui uma area colhida de aproximadamente 42.731 hectares
e em 2018 obteve em torno de 602.651 toneladas de producéo. As principais regides que se
destacam como produtoras dessa cultura sdo Nordeste, enfatizando os estados da Bahia e Ceara;
Sul, em Santa Catarina; e 0 Sudeste, com os estados de S&o Paulo e Minas Gerais sendo
importantes produtores desse fruto (IBGE, 2019).

1.1 Passiflora edulis e Passiflora alata

A planta de Passiflora edulis Sims é escandente, glabra ou laxamente pilosa. Caule
cilindrico ou subanguloso, estriado. Folhas trilobadas, membranaceas ou subcoridceas. Flores
axilares de tamanho variado possuindo de 5 a 7,5 cm de diametro. Fruto globoso ou ovéide, a
casca possui cor muito variavel, amarelo, amarelo-esverdeado ou purpura escuro. Sementes
numerosas e com formato ovais, muito duras cercadas de uma polpa amarela gelatinosa de
sabor 4cido e aroma intenso (CERVI, 1997; LOPEZVARGAS et al., 2013).
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O maracujazeiro amarelo é estimado tanto pela qualidade de seus frutos, que sao ricos
em sais minerais e vitaminas A e C, quanto pelo sabor e aroma do seu suco que o torna bastante
apreciado, além das diversificadas propriedades farmacoldgicas (LIMA, 2002) sendo uma
frutifera que apresenta expressdao econdémica em ascensdo no nordeste brasileiro, que é
responsavel por 60% a producdo brasileira (IBGE, 2019).

A Passiflora alata é uma planta de habito trepador, lenhosa em sua base e de grande
vigor. Seu caule apresenta seccao quadrangular, apresentando deslignificacdo a medida em que
avanga para o seu apice. Suas folhas sdo inteiras, amplamente ovadas ou ovado oblongadas, as
flores apresentam aroma forte e agradavel, possuindo coloracéo variada, hermafroditas e auto
incompativeis, seus frutos sdo de formato variado entre ovoides, obovais ou piriformes, ja a
coloracdo é variada entre tons de amarelo podendo chegar ao alaranjado brilhante com a
maturidade do fruto. A polpa apesar de ser adocicada e aromatica, apresenta uma leve acidez
(CUNHA et al. 2002; FUMIS; KAVATI; PIZA JUNIOR, 2002; SAMPAIQ, 2007).

O maracuja doce tem se tornado cada vez mais relevante em virtude do seu uso como
matéria prima para a industria de fitoterapicos e cosméticos. Os frutos s@o altamente atrativos
por suas caracteristicas visuais como: a coloracdo externa e o didmetro, apresentando ainda boa
qualidade gustativa e nutritiva, o que auxilia na aceitacdo, e o torna um produto de grande
potencial para o mercado interno e externo (CEREDA, 1976; MANOEL, 2007,
VASCONCELOS, 1991).

1.2 Propagacao

Por se tratar de uma planta auto incompativel, existe a necessidade da polinizacdo
cruzada entre flores de diferentes plantas para que ocorra a producgéo de frutos (AKAMINE;
GIROLAMI, 1957). Os estudos de Gilmartin (1958), a respeito da polinizacdo manual das
flores do maracujazeiro amarelo, comprovaram que as flores autopolinizadas ndo geram frutos.

As mamangavas do género Xylocopa (Hymenoptera: Anthophoridae) estdo entre os
principais agentes polinizadores de flores de maracujé, como P. edulis Sims e P. alata. Diversos
estudos relacionados a polinizagdo do maracujazeiro constataram a importancia das espécies de
mamangavas como agentes polinizadores devido ao tamanho do inseto e habitos
comportamentais durante a coleta de néctar (CAMILLO, 1978; CARVALHO; TEOFILO
SOBRINHO, 1973; CORBET; WILLMER, 1980; NISHIDA, 1958).

O maracuja pode ser propagado por meio de sementes ou assexuadamente por meio de

enxertia, estacas ou tecido cultura in vitro, sendo a propagacdo por sementes a mais utilizada
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(PANTANO, 2007).

A semente pode ser definida como um 6vulo maduro e fecundado, gerado sexualmente
e podendo conter em seu interior substancias de reserva protegidas por um ou dois envoltorios
(casca), a semente possui a capacidade de gerar uma nova planta (BAKER; SMITH,1966).

Segundo Nunes e Queiroz (2001), as sementes do maracujazeiro podem ser do tipo
ortodoxas ou ortodoxas intermediarias. As sementes ortodoxas Sao as que apresentam maior
tolerancia a secagem, aos baixos niveis de umidade e temperatura no armazenamento. Estas
podem ser armazenadas em embalagens herméticas e submetidas a baixas temperaturas,
conservando assim a sua viabilidade por mais tempo. Ja o conceito de sementes ortodoxas
intermediarias foi proposto por Ellis et al. (1990), neste padrdo as sementes toleram a perdade
agua nos teores entre 7,0 e 10,0%, mas ndo sdo tolerantes ao armazenamento por longos
periodos.

A propagacdo via sementes € o método mais empregado para a propagacao da maioria
das espécies de Passiflora cultivadas comercialmente com finalidade alimenticia. A qualidade
fisioldgica, genética e sanitaria € um fator indispensavel para o sucesso da propagacao, pois
permite a formacdo de mudas uniformes e vigorosas. Em algumas espécies do género, as
sementes podem apresentar baixa porcentagem de germinagédo devido a dorméncia natural ou
adquirida por mas condi¢des no armazenamento gerando a necessidade de tratamentos para a
quebra de dorméncia (FALEIRO et al., 2019).

E importante ressaltar que outros fatores exercem influéncia direta na qualidade das
mudas, como a umidade, temperatura, recipiente e substrato, destacando sobre tudo a qualidade
das sementes (BRAGA; JUNQUEIRA, 2003; LOPES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 1993;

WAGNER JUNIOR et al., 2006). O método de propagacéo das variedades comerciais
via sementes possui muitas vantagens, dentre elas estdo o processo simples de producéo de
mudas, menor tempo de formacdo, menor demanda de trabalho e a logistica mais simples para
transporte e comercializacdo de sementes. Outra vantagem € a aquisicdo de plantas
geneticamente distintas nos plantios, evitando problemas como baixa producdo de flores e
frutas e de polpa, este problema pode ser explicado devido as dificuldades de polinizacgdo e
fecundacdo cruzada, oriundas da autoincompatibilidade genética que ocorre na maioria das
espécies de maracuja adulto. Também é fundamental mencionar a relevancia da propagagéo
sexual no melhoramento genético, considerando a possibilidade de combinar em uma Gnica
semente diferentes caracteristicas de interesse através de um processo de hibridizacdo intra e
interespecifico seguido de ciclos de recombinacéo e selecdo. Outra aplicagdo importante da

propagacdo sexual é o fato de ser mais facil manter recursos genéticos através de sementes
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ortodoxas, ou seja, sementes que mantém sua capacidade de germinacdo mesmo quando
armazenadas em baixas temperaturas e umidade (FALEIRO et al., 2019).

A propagacéo assexual j& foi estudada em muitas espécies de Passiflora. Embora a via
sementes seja a mais empregada, a assexual pode ser usada na maioria dessas espécies. Este
método possui como vantagem principal a possibilidade de clonar plantas-mae com as
caracteristicas agronémicas desejaveis. Quando se considera também as espécies selvagens,
outra vantagem é a possibilidade de se selecionar as plantas com maior produtividade, com
maior tamanho dos frutos e maior resisténcia a doengas. Segundo Junqueira et al. (2006), a
producdo de mudas via propagacdo assexual, pode acarretar em ganhos significativos em
termos de produtividade e uniformidade nos pomares. Porém para se estabelecer um pomar via
propagacdo assexuada, os materiais usados devem ser de plantas diferentes para permitir a
fecundacdo cruzada, uma vez que a maioria das espécies apresentam autoincompatibilidade
(ALEXANDRE et al., 2009).

A propagacdo via estaquia ja apresentou SucCessO em maracujazeiros comerciais e
selvagens, existem diversos estudos sobre o enraizamento de espécies de Passiflora (BRAGA
et al., 2006; RONCATTO et al., 2008; VAZ et al., 2009) que demonstraram a viabilidade da
producdo de novas plantas através de estaquia, embora as respostas variem dependendo da
espécie. Muitos fatores influenciam a taxa de enraizamento das estacas e 0 sucesso da producéo
de mudas como os fatores genéticos das diferentes espécies, o tipo de substrato, o tipo de corte,
as condicdes de temperatura e umidade, além do uso de fitohormonios (BRAGA et al.,2006;
MELETTI; NAGAI, 1992; OLIVEIRA et al., 1993; RONCATTO et al., 2008; SANTOS et al.,
2012; VAZ et al., 2009;).

A propagacdo de plantas de maracuja através de enxertos tem sido defendida, pois
combina as caracteristicas da planta de interesse e do porta enxerto, sendo possivel através desta
combinacgdo o aumento da resisténcia a doengas causadas por patégenos que vivem no solo, o
aumento da tolerancia a seca e ao estresse salino e 0 aumento na vida 0til dos pomares
(MACHADO et al., 2015; RUGGIERO, 1991).

Outra alternativa de propagacdo assexual € a in vitro, principalmente para 0s
maracujazeiros de uso ornamental e medicinal, pois caracteristicas como cor, aroma e nimero
de flores produzidas ou producdo de fito constituintes medicinais é de grande importancia
(BRAGLIA et al., 2010; OZAROWSKI; THIEM, 2013; PIPINO et al., 2008; SANTOS et al.,
2010). Para as espécies destinadas a alimentacdo, a micropropagacéo clonal possui potencial,
porém como na propagacao por estaquia deve-se atentar a implantacdo devido aos problemas

que possam surgir em decorréncia da autoincompatibilidade (FALEIRO et al., 2019).
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Na propagacdo via cultura de tecidos pode ser empregada a germinacao de sementes in
vitro e resgate de embribes. Outra aplicacdo € a possibilidade de limpeza clonal dos acessos
mantidos em bancos de germoplasma (ALEXANDRE et al., 2009; GONZALEZ - BENITO et
al., 2009; GUZZO et al., 2011). A técnica in vitro mais utilizada para esse fim é a cultura do
meristema ou apice do tronco (PARMESSUR et al., 2002; PRAMMANEE et al., 2011).

2. Doencas do Maracujazeiro

De acordo com Joy e Sherin (2012), diversos fatores sao responsaveis pela diminuicao
da produtividade e longevidade do maracujazeiro, dentre estes destacam-se os fitopatdgenos
como virus, bactérias e principalmente fungos. Sendo que, as principais doencas sao:

Antracnose - A epidemia causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporiodes é
favorecida por altas temperaturas e umidade relativa, geralmente as temperaturas proximas a
27°C favorecem a producdo de esporos. Inicialmente aparecem lesdes circulares nas folhas
possuindo coloracdo clara e borda amarelada, posteriormente ocorre a necrose dos meristemas
apicais e lesdes nos caules e peciolos, que causam intensa desfolha e podem resultar na morte
da planta. Quando atacam as flores causam lesdes circulares nas pétalas que acabam resultando
na perda das mesmas, ja os frutos sintométicos apresentam lesdes circulares profundas que
afetam a qualidade dos mesmos, em condigdes ambientais favoraveis hé a produgéo de conidios
de cor rosa-alaranjado no centro das lesdes e em casos mais severos ocorre a queda dos frutos
(CAMPO-ARANA et al., 2015; RODRIGUEZ; NINO, 2009; SIPSA, 2014; SOUSA et al.,
2014).

Virus do endurecimento dos Frutos - O Cowpea Aphid Born Mosaic Virus (CABMV) é
pertencente a Familia Potyviridae e ao género Potyvirus, é transmitido para 0 maracujazeiro
por meio de afideos, no entanto, o controle quimico € ineficiente uma vez que os afideos ndo
permanecem nas plantas e a transmissao ocorre de maneira ndo persistente (FREITAS et al.,
2015). Os sintomas da infeccdo viral sdo caracterizados pela presenca de mosaico nas folhas,
frutos com endurecimento do pericarpo e com polpa reduzida, a doenca pode causar a reducao
dréstica da vida atil dos pomares (SPADOTTI et al., 2019; VIANA et al.,2014).

Verrugose - A verrugose, sarna ou cladosporiose € causada pelo fungo Cladosporium
spp., a doenca recebe esse nome devido ao seu sintoma mais corriqueiro: as lesdes superficiais
nos frutos. A infeccdo geralmente ocorre nos tecidos mais jovens, sob condi¢cdes de alta
umidade e brandas temperaturas, os sintomas podem ocorrer em folhas, gavinhas, ramos, flores

e frutos. Os frutos sob ataque dos fungos apresentam em sua superficie manchas circulares,
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translucidas que se tornam asperas e proeminentes e adquirem coloracédo parda, ndo afetandoa
qualidade da polpa, mas afetando a aceitacdo no mercado devido a alteracdo na aparéncia.
Quando ocorre nos tecidos fotossintetizantes a verrugose pode causar a desfolha abundante, o
que prejudica a planta e pode leva-la a morte (SIMMONDS,1932; SUSSEL, 2015).

Bacteriose do maracujazeiro — Causada por Xanthomonas campestris pv. passiflorae,
pode apresentar infeccdo sisttémica que acontece inicialmente junto as nervuras foliares, a
bactéria penetra nos ferimentos causando crestamento que posteriormente evolui para o peciolo,
apos, atinge os vasos dos caules mais delgados o que resulta numa desfolha intensa, seca de
ponteiros, culminando em morte prematura das plantas, ja a forma localizada se restringe as
folhas, essencialmente as mais internas, os sintomas se iniciam no limbo foliar, as manchas
translucidas angulares evoluem para manchas secas de coloracdo parda rodeadas por halo
amarelo. Nos frutos as manchas séo grandes, a principio oleosas e esverdeadas, depois pardas,
geralmente circulares e delimitadas, nas condi¢des favoraveis o patdgeno penetra na polpa,
fermentando-a, podendo alcancar as sementes e inviabilizando a comercializacdo, a doenca
pode causar desfolha, que pode reduzir ou impedir a formacdo de frutos (DIAS; TAKATSU,
1987; LIMA, 2004; VIANA et al., 2003).

Podrid&o de Lasiodiplodia - A doenca € causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae,
apresenta sintomas nos ramos e frutos, percebe-se nos ramos um escurecimento que
posteriormente se torna secamento, as lesdes possuem cor parda e aspecto seco. Os sintomas
podem iniciar em quaisquer partes dos ramos, provocando murcha e morte de toda a parte
superior da planta, ja nos frutos ha a formacdo de manchas arredondadas e de cor marrom-
claras, que se tornam pretas a medida que a doenca evolui, na parte externa dos frutos observa-
se a presenca dos picnidios e na parte interna a polpa é tomada pelo micélio escuro do fungo e
em seguida ocorre a mumificacdo dos frutos (PONTE,1993; VIANA et al., 2000).

Podridao do colo do maracujazeiro - Em maracujazeiro a podridao do colo possui agente
etioldgico Fusarium solani (NIRENBERG; BRIELMAIER-LIEBETANZ, 1996), porém
Bueno et al. 2014, descreveu este como uma nova formae speciales, 0s autores basearam-se em
patogenicidade e na analise filogenética das regides ITS-5.8S rDNA e TEF-1a de oito isolados,
sendo o agente etiol6gico renomeado para F. solani f. sp. passiflorae. A especializacdo de
Fusarium a um hospedeiro permite sua classificacdo em formae specialis (f.sp.). Entretanto
analises filogenéticas moleculares elucidaram que a maioria das formae speciales é
representada por grupos nao-monofiléticos. Outro, porém, é que o agrupamento em formae
speciales pode encobrir a variabilidade genética das populacdes, as reais relagdes filogenéticas,
distribuicdo geografica e variedade de hospedeiro desses patdégenos (BAAYEN et al., 2000;
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O’DONNELL et al., 1998).

A doenca conhecida como podriddo do colo e raizes, € tida como uma das principais
doencas que afetam o sistema radicular do maracujazeiro (SILVA et al., 2014). A
sintomatologia se principia com lesdes no colo da planta, que evoluem até causarem podriddes
em todo o sistema radicular, refletindo na parte aérea na forma de murcha de ramos e
amarelecimento, podendo causar a morte da planta (FISCHER et al., 2010). Geralmente
observa-se 0s sintomas em plantas adultas, entretanto em condi¢des favoraveis, como alta
temperatura e umidade e solos que j& possuem historico desta doencga, as plantas mais jovens
podem ser acometidas pelo patégeno (PONTE et al., 1998). No colo, observa-se rachaduras e
intumescimento da casca, exibindo coloracdo arroxeada nas bordas das lesGes e sob alta
umidade pode-se observar a formacédo de peritécios (FISCHER et al., 2005). O fungo pode
sobreviver no solo por muitos anos através de seus clamiddsporos e a disseminagdo ocorre
através de qualquer pratica que resulte em movimentacao do solo infestado, mudas infectadas
também sdo responsaveis pela disseminacao, estudos comprovaram que ferimentos possuem
grande efeito no desenvolvimento da doenca, outro fato importante sobre a doenca é a interagdo
da mesma com demais microrganismos e insetos que auxilia na disseminagdo, assim como o0
contato das raizes de plantas infectadas com raizes das plantas sadias (CEDENO et al., 1990;
FISCHER et al.,2005; LIN; CHANG,1985).

Murcha ou fusariose em maracujazeiro - Em maracujazeiros a murcha ou fusariose, tem
como agente causal Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae - FOP, os sintomas iniciais podem
ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta e sdo caracterizados pela murcha dos
ramos ponteiros, as fases de florescimento e frutificacdo sdo as que apresentam o maior nimero
de plantas com sintoma de murcha, a murcha proporciona a folha a perda da cor verde,
assumindo assim o aspecto de cartucho. Se a planta ja estiver produzindo frutos, estes também
poderdo apresentar sintomas de murcha. Subsequentemente, ocorre uma evolucdo para uma
murcha generalizada das folhas que permanecem aderidas aos ramos. Em condi¢Ges mais secas
as cascas permanecem fixadas aos ramos, ja em condicdes de alta umidade estas se destacam
facilmente. Observa-se internamente nas plantas infectadas estrias de colorag@o ferrugem nos
tecidos do lenho. A murcha é resultante do bloqueio dos vasos do xilema, que faz com que néo
haja absorcdo de 4gua e nutrientes pelas raizes da planta (LARANJEIRA et al., 2018; SANTOS
FILHO et al., 2004; SANTOS FILHO; SANTOS, 2003).

Em condi¢6es nao favoraveis o FOP produz clamiddsporos que garante a sobrevivéncia
do mesmo, mesmo na auséncia de hospedeiro (NELSON, 1981). Quando ha presenca de

hospedeiro, sucede-se a liberacdo de compostos orgénicos radiculares, que podem estimular a
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germinacdo de esporos que se encontravam em estado de dorméncia (SCHROTH,;
HILDEBRAND, 1964). O patdgeno pode sobreviver de forma saprofitica sobre restos culturais
e matéria organica (AGRIOS, 2005; DARIVA et al., 2015).

A penetragdo nas raizes se da por aberturas naturais e ferimentos causados por
implementos agricolas e por espécies de nematoides (FISCHER et al., 2010; LIBERATO;
COSTA, 2001). Apo6s a penetracdo, a colonizagdo prossegue, em graus variados, no cortex
radicular (GORDON, 2017). A disseminagdo pode ocorrer dentro de uma mesma area de
cultivo pela acao das chuvas e/ou irrigacédo e pelo contato de raizes infectadas com raizes sadias
(AGRIOS, 2005; BEDENDO; AMORIM, 2011). A longas distancias a disseminag¢do ocorre
por mudas infectadas (GUIMARAES, 2015).

3. Semente como Veiculo de Transmissao de Fitopatégenos

As sementes podem hospedar e transportar diversos microrganismos patogénicos, estes
microrganismos podem ser divididos em dois grupos distintos. O grupo de armazenamento e o
grupo de organismos de campo, sendo neste a predominancia de espécies fitopatogénicas. Os
fungos compreendem o maior numero de espécies associadas a sementes, seguidos por
bactérias, virus e nematoides. Grande parte dos fungos fitopatogénicos podemser transmitidos
pelas sementes das plantas que os hospedam (CARVALHO et al., 2011; LAZAROTTO et al.,
2010).

Sementes infectadas com fungos fitopatogénicos constituem uma grande ameaca a
economia e aos campos de cultivo, sendo a prevencao da infeccdo de plantas por patdgenos
transmitidos via sementes crucial. Os eventos a respeito da transmissao de sementes para as
plantas ja foram elucidados (BAKER; SMITH,1966). Carneiro (1987), observou que os danos
causados por patdgenos que sdo transmitidos por sementes afluem principalmente durante a
germinacéo e/ou na formacédo de mudas.

Para os patdgenos, a transmissdo via sementes representa uma grande vantagem, pois
este mecanismo além de garantir a sobrevivéncia a longo prazo, representa uma maior chance
de infectar a progénie de seu hospedeiro e também de maximizar a disseminacdo a longas
distancias (VAN den BOSCH et al., 2010).

Epidemiologicamente, a transmissdo de patdgenos via sementes representa um possivel
modo de infec¢do primaria no qual os fitopatdgenos podem iniciar as epidemias, uma vez que,
a presenca de uma quantidade pequena de propagulos infectados em muitos casos pode ser
suficiente para a ocorréncia de ataques severos (CAPPELLI, 2007; POCHON et al., 2012).
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O maracujazeiro € propagado, predominante por sementes e estas sdo suscetiveis a
muitos patogenos (MACHAD, 1988; MCGEE, 1981; MENTEN, 1991; LIMA et al., 2011,
OLIVEIRA; PRATES JUNIOR, 2011).

H& muitas investigacdes sobre a associacao e disseminacgdo de agentes fitopatogénicos
pelas sementes em diferentes espécies vegetais, (CARDOSO et al., 2006; LUCCA FILHO,
1985; SANTOS et al., 2000;). Cerqueira et al. (2019), ao investigar os fungos associados as
sementes de maracujazeiro encontraram importantes géneros fitopatogénicos a cultura como
Fusarium, Lasiodiploidia, Cladosporium e também fungos de armazenamento como

Penicillium e Aspergillus.

4. ldentificagdo de Espécies de Fusarium

Fusarium solani (Mart.) se destaca por ser patégeno de inimeras culturas e possui mais
de 20 formae speciales conhecidas. Andlises de filogenia molecular denotam que F. solani
engloba varias espécies filogenéticas distintas, dessa forma refere-se a esse grupo de fungos
como complexo de espécies Fusarium solani — FSSC (O’DONNELL, 2000; O’'DONNELL et
al., 2010). FSSC é composto por diversas espécies importantes como patdgenos de varias
plantas cultivadas, além de patdgenos de humanos e de animais existem ainda algumas espécies
produtoras de toxinas, endofitas e saprofitas (GERLACH; NIRENBERG, 1982; ZHANG et al.,
2006). As populagdes de FSSC sdo responsaveis por doencas em plantas economicamente
importantes. Analises filogenéticas de sequéncias de DNA confirmaram que F. solani é um
complexo de espécies maioritariamente cripticas, composto por pelo menos 47 espécies
filogeneticamente distintas, anteriormente desconhecidas devido a semelhanca morfoldgica
entre elas (O’ DONNELL, 2000; O’DONNELL et al., 2010; SCHROERS et al., 2016).

Neste complexo ha algumas espécies que apresentam comportamento reprodutivo com
populacbes homo e heterotalicas, ressalta-se assim que quando as popula¢Bes apresentam
reproducdo sexuada, seja ela observada em campo ou induzidas em laborat6rio por via de
cruzamentos, a distin¢do utilizando o conceito bioldgico de espécies é possivel (COVERT et
al., 2007; MATUO; SNYDER, 1973). A variabilidade patogénica reflete em uma maior
variabilidade genética de F. solani, que pode ser dividido em clados, o Clado 1 composto por
isolados da Nova Zelandia, o Clado 2 abrange pelo menos oito especies filogenéticas estdo
associadas a podridao vermelha na raiz da soja e a podridao radicular do feijoeiro, presentes no
continente Americano, e o Clado 3 sendo este o mais diversificado de todos composto por
isolados associadas ao solo, plantas e doencas humanas (O'DONNELL, 2000; O'DONNELL
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et al., 2008).

FSSC é o mais importante na ocorréncia de podriddo de raizes, possuindo hifas septadas
que formam um micélio branco-acinzentado, flocoso, variando de esparso a denso. Os
microconidios produzidos sdo ovalados, uni ou bicelulares e formados em grande quantidade
nas extremidades de microconidi6foros. Os macroconidios sdo fusiformes, multiseptados
formados a partir de conidioforos emergentes de esporodoquios e sao em média quatro vezes
maiores que os microconidios. As hifas produzem abundantemente clamiddsporos ovais a
globosos, com paredes lisas ou rugosas. Sdo formados no &pice dos ramos laterais curtos ou
intercalares a hifa e podem sobreviver no solo por varios anos (FISCHER et al., 2005; LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Clamidosporo é uma estrutura que tem como funcdo garantir a
sobrevivéncia do fungo no solo sob as condi¢Ges mais diversas. Esta estrutura € formada através
da modificagdo de uma ou mais células hifa, a parede da hifa sofre um processo de
espessamento resultante do desenvolvimento de uma parede interna secundaria (MASSOLA
JUNIOR; KRUGNER, 2011).

A fase sexuada possui peritécios onde se formam os ascos cilindricos e formam oito
ascosporos elipsoidais hialinos, que posteriormente adquirem coloracdo marrom-claro
(BEDENDO, 2011). Ressalta-se que os ascosporos e os conidios do fungo sdo patogénicos.

Caracteriza-se por apresentar micélio extensivo e cotonoso, frequentemente produzindo
coloracdo rosea, purpura ou amarela no meio de cultura. Apresentam microconidios
abundantes, geralmente unicelulares, ovoides, formados em conidi6foros simples ou
ramificados; e macroconidios também abundantes falcados e multiseptados; produzem
clamidésporos. (BOOTH, 1971; NELSON et al., 1983).

Ressalta-se que F. oxysporum também se trata de um complexo de espécies (FOSC),
que é constituido por mais de 144 formae speciales. FOSC é o0 mais importante
economicamente no género Fusarium, neste complexo de espécies estdo inclusos isolados
patogénicos (plantas, homens e animais) e ndo-patogénicos, além de estar em quinto lugar na
lista dos fungos mais importantes cientifica e economicamente (DEAN et al., 2012; GEISER
etal., 2013; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Historicamente, FOSC tem sido definido como um fungo assexual, embora véarios
estudos tenham indicado a possivel presenca de um ciclo sexual enigmético, a existéncia de
uma fase sexuada ¢é suportada também por estudos filogenéticos que incluiram FOSC dentro do
clado de Gibberella (ARIE et al., 2000; AOKI et al., 2014; BAAYEN et al., 2000; GORDON,
2017, O’DONNELL et al., 2009; YUN et al., 2000). Esses estudos também mostraram que

FOSC exibe uma subestrutura filogenética complicada, indicativa de mdltiplas espécies
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cripticas dentro deste complexo (GORDON; MARTYN,1997; LAURENCE et al., 2014). Fato
gue € comum aos outros complexos de espécies de Fusarium.

Segundo Both (1971), a morfologia dos esporos € uma caracteristica relevante para a
identificacdo de Fusarium. Sdo taxonomicamente usados para se identificar as espécies: o
comprimento dos macroconidios, o formato da célula basal, presenca dos microconidios, tipo
de célula conidiogénica (fidlide) e a presenca ou auséncia de clamidosporos (NELSON et al.,
1983).

A identificacdo do género envolve trés conceitos de espécie: morfoldgica, baseada na
similaridade dos caracteres morfoldgicos observaveis, denominados de marcadores
morfoldgicos; bioldgica, baseado na compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie;
e a filogenetica baseado na analise de sequéncias génicas (O'DONNELL et al., 2000;
SUMMERELL et al., 2003).

A combinacdo dos conceitos de espécie filogenética e morfologia é o mais usual para a
distingdo das espécies do género Fusarium. Segundo Leslie e Summerell (2006), para a
filogenia se utiliza a amplificacao de sequéncias de DNA de genes selecionados, através destes
sdo construidos filogramas que fornecem informacGes sobre a variabilidade e relacfes
evolutivas.

Baseados em diferencas sutis na morfologia e no alinhamento de sequéncias das regides
génicas calmodulina (CmdA), segunda subunidade maior da RNA polimerase Il dependente de
DNA (RPB2), fator de elongagéo 1 - apha (TEF1) e B-tubulina (Tub2), Lombard et al. (2019),
propuseram a epitificacdo de F.oxysporum e descreveram 15 novas espécies. Segundo
O’Donnel et al. (2015), as regides TEF1 e RPB2 possuem maior confiabilidade e consisténcia
para a delimitacdo de espécies, devido ao alto nivel de polimorfismo da sequéncia e nédo
possuirem copias ndo-ortélogas, outro ponto importante é que estas regides sao facilmente
amplificadas para todas as espécies do género.

Sabendo-se que as doencas causadas por Fusarium spp. Sdo as mais agressivas e causam
as maiores perdas na cultura, além de possuirem dificil manejo por se tratarem de fungos de
solo que possuem estruturas de resisténcia, o presente estudo este busca i) investigar a presenca
de Fusarium spp. associados as sementes de maracuja; ii) isolar Fusarium spp. associados a
sementes de maracuja; iii) fazer a identificacdo molecular dos isolados de Fusarium associados

a sementes de maracuja e iv) avaliar a patogenicidade destes isolados em plantulas de maracuja.
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RESUMO

O maracujazeiro amarelo Passiflora edulis f. flavicarpa é originario do Brasil. Seu fruto possui
grande aceitagdo no mercado interno e externo, podendo ser consumido in natura ou processado
na forma de sucos e geleias. Além disso, possui muitas propriedades funcionais e medicinais.
Um dos métodos mais utilizados para propagar cultivares de maracujazeiro é por meio de
sementes. Porém, essas mesmas sementes podem atuar como disseminadoras de importantes
fitopatdgenos para a cultura. Dentre os patdgenos difundidos pelas sementes destacam-se 0
Fusarium spp. O presente estudo visou investigar a presenga de Fusarium spp. associados a
sementes de maracuj4, isolar Fusarium spp., realizar a identificacdo molecular dos isolados de
Fusarium obtidos e avaliar a patogenicidade destes isolados em plantulas de maracuja. Para
investigar a presenca de fungos fitopatogénicos associados a sementes de maracujé foi realizado
Blotter teste em diferentes lotes de sementes de P. edulis f. flavicarpa; avaliou-se a incidéncia
de géneros fungicos nas sementes e quando ocorreu o género Fusarium procedeu-se 0
isolamento. A identificacdo a nivel de género foi realizada atraves de comparagdes
morfoldgicas dos fungos observados. Para o género Fusarium a identificacdo molecular dos
isolados foi realizada por meio de Blast e filogenia com emprego das regides RPB2 e TEF1.
Teste de patogenicidade para os isolados de Fusarium foi realizado, neste ensaio foram testadas
duas metodologias de inoculacéo, dipping e palito, em duas cultivares, Sol e Redondo Amarelo.
Foram encontrados os géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Colletotrichum,
Paecelomyces, Cladosporium e Fusarium. Obteve-se 24 isolados de Fusarium e com o uso de
ferramentas moleculares e a utilizacdo das regides génicas RPB2 e TEF1, foi possivel
discriminar os mesmos como pertencentes aos complexos de espécies F. oxysporum e F.
incarnatum-equiseti. Para o complexo F. oxysporum realizou-se a constru¢do da arvore
filogenética utilizando a interferéncia bayesiana, os isolados FSO5, F6, FSDr7, F19 se
agruparam no mesmo clado com as espécies F. fabacearum, F. callistephi, os isolados FS02 e
FSO03 se agruparam no mesmo clado com as espécies F. veterinarum, F. contaminatum, F.
pharetrum. Para a variavel Incidéncia ndo foi constada diferenga significativa (P > 0.05) entre
os isolados quando inoculados via palito de dente, o isolado FSO1 quando inoculado por dipping
diferiu dos demais isolados também inoculados por este método. A cultivar Redondo Amarelo
apresentou a maior incidéncia da doenca. E a inoculagéo via palito colonizado proporcionou o

maior tamanho de les@o nas plantulas.

Palavras-chaves: FOSC; Passiflora edulis; FIESC
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1 INTRODUCAO

O maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) é originario do Brasil e se trata da
principal espécie cultivada de Passiflora no pais. O fruto possui grande aceitacdo no mercado
interno e no mercado internacional devido aos seus multiplos usos, desde o consumo in natura,
sucos e geleias até matéria-prima com propriedades funcionais e medicinais nas industrias de
alimentos, condimentos, cosméticas e farmacéuticas (FALEIRO et al., 2015; YOCKTENG et
al., 2011).

As variedades comerciais sdo propagadas principalmente via sementes, este tipo de
propagacdo tem como vantagens o processo simples de formacdo de mudas e uma logistica
mais facilitada para transporte e comercializagdo. Plantas oriundas de sementes sdo
geneticamente distintas 0 que contribui para diminui¢do de problemas como a dificuldade de
polinizagdo e a fecundacdo cruzada, além da relevancia deste tipo de propagacdo no
melhoramento e na manutencéo de recursos genéticos (FALEIRO et al., 2019).

Entretanto as sementes sdo eficientes modos de introducéo e disseminacao de patdgenos
em novas areas. Danos decorrentes da associacdo fitopatdgeno com sementes ndo se limitam
as perdas diretas da populagdo em campo, mas envolvem outras implicagdes, que podem
ocasionar sérios danos em todo o sistema de producdo (AGUIAR et al., 2001;
MACHADO,1994; MARCOS FILHO, 2001).

Os patdgenos podem causar inimeros danos as sementes, dentre eles a morte em pré-
emergéncia, podriddo, tombamentos de mudas, manchas necrdéticas em folhas, caules e frutos,
deformac6es, interferindo no vigor das plantulas e no stand inicial (NEEGAARD,1977).

Sementes infectadas com fitopatdgenos sdo uma a grande ameaca a economia e aos
campos de cultivo. Existem varios estudos sobre a patogenicidade de isolados fungicos
associados a sementes de diversas plantas de interesse agronémico e florestal (PARISI;
OLIVEIRA, 2006; BENETTI et al., 2009; BOTELHO et al., 2008; LAZAROTTO etal., 2010;
LISBOA-PADULLA et al., 2010; REGO et al., 2012). Alguns géneros ja foram detectados em
sementes de maracuja como Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Colletotrichum (FISCHER,;
REZENDE, 2008).

Entre os fitopatdgenos que podem estar vinculados as sementes de maracuja destacam-
se as espécies pertencentes aos complexos Fusarium oxysporum e Fusarium solani, Fusarium
nirenbergiae (sinonimia - Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae) € responsavel pela murcha do
maracujazeiro, doenca que pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta. O

fungo penetra na planta através de ferimentos ou aberturas naturais nas raizes, coloniza os vasos
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do xilema promovendo sintomas de murcha, podendo provocar a morte da planta
(AGRIOS,2005; VIANA et al.,2013). Fusarium solani - ocasiona a doenca conhecida como
podriddo do colo e raizes, € uma das principais doengas que afetam o sistema radicular do
maracujazeiro (SILVA et al., 2014). Esta doenca esta presente em varias regides produtoras do
Brasil, causando grande mortandade de plantas (FISCHER et al., 2005). O manejo das doencas,
causadas por espécies de Fusarium em maracujazeiro, € dificultoso, principalmente por essas
espécies produzirem estruturas de resisténcia (clamidésporos) que ficam viaveis por longos
periodos mesmo na auséncia do hospedeiro.

Sabendo que Fusarium spp. causam doengas que sdo limitantes a passicultura e que a
propagacao via sementes € um método comum no cultivo de maracuja, objetivou-se com este
estudo i) investigar a presenca de Fusarium spp. associados as sementes de maracuja; ii) isolar
Fusarium spp. associados a sementes de maracujg; iii) fazer a identificacdo molecular dos
isolados de Fusarium associados a sementes de maracujd; iv) avaliar a patogenicidade destes

isolados em plantulas de maracuja.

2 MATERIAL E METODOS

Frutos de P. edulis f. flavicarpa maduros foram coletados em centrais de abastecimento
CEASA-PE e encaminhados ao Laboratorio de Patologia P6s-Colheita da Universidade Federal

Rural de Pernambuco.

2.1 Teste de Sanidade das Sementes

Os frutos foram lavados com detergente em dagua corrente e desinfestados com
hipoclorito de s6dio a 1% por cinco minutos e novamente lavados em agua corrente, entdo estes
foram seccionados transversalmente e a polpa contendo sementes, mucilagem e restos
placentarios retirada com auxilio de uma colher, 0o material obtido foi homogeneizado e dividido
em trés partes iguais. Duas dessas partes tiveram o arilo (capa de constituicdo gelatinosa, rica
em pectina, que envolve completamente as sementes) removido de forma manual com
friccdo sobre peneira e 4gua corrente até a limpeza total (OSIPI, 2011). Em uma dessas partes
de arilo removido foi realizada uma desinfestacdo com imersdo a hipoclorito de sédio 1% por
trés minutos (BRASIL, 2009).

Para investigar os fungos associados as sementes, foi realizado o teste em substrato de

papel (Blotter teste). Este foi constituido por trés tratamentos: sementes com arilo e sem
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desinfestacdo; sementes sem arilo e desinfestadas, e sementes sem arilo e sem desinfestacéo.
Para a anélise, utilizou-se de 400 sementes em cada lote investigado, divididas em 16 caixas do
tipo Gerbox, nas quais as sementes foram dispostas individualmente sobre a camada de papel
filtro umedecido (2 folhas de papel mata borrdo), mantendo-se distanciadas 1-2 cm uma das
outras.

As caixas contendo as sementes permaneceram sob lampadas de luz fluorescente
branca, em fotoperiodo de 12 horas (temperatura de 25 + 2°C). Observou-se diariamente cada
semente com o auxilio de um estereomicroscopio, para monitorar a ocorréncia de frutificacdes
tipicas do crescimento de fungos nas sementes, sendo 0s mesmos caracteristicas importantes
para auxiliar na identificacdo fungica. Quando observada a presenca de estruturas fingicas nas
sementes, realizou-se preparacdes microscopicas para essas estruturas. Os fungos foram
identificados a nivel de género, com auxilio de chaves dicotdbmicas. Para isolados que
apresentaram caracteristicas morfoldgicas inerentes ao género Fusarium como a presenca de
macroconidios, microconidios, presenca ou auséncia de clamiddsporos, célulasconidiogénicas
fialidicas, procedeu-se o isolamento direto em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Os isolados
foram preservados em método de Castellani (FIGUEIREDO, 1967) e acondicionados em
geladeiraa 4° C.

O Blotter teste foi realizado por seis vezes com lotes distintos de sementes de P. edulis
f. flavicarpa, os géneros fangicos foram quantificados e os resultados obtidos foram expressos
em percentual (BRASIL, 2009).

2.2 ldentificacdo dos Isolados

A identificacdo a nivel de espécie dos isolados pertencentes ao género Fusarium foi
através do uso de sequéncias de DNA, informativas para estudos comparativos de evolucao de
espécies do género.

Os isolados foram cultivados em meio BDA por sete dias, a biomassa foi raspada com
lamina de vidro esterilizada, depositada em cadinho congelada e macerada com pistilo, entéo
posteriormente transferida para tubo Eppendorf de 1,5 mL. Para a realizacdo da extracdo
seguiu-se o protocolo descrito por Doyle & Doyle (1990) com adaptacdes.

As amostras de DNA ap0s a extracdo foram submetidas a Reacdo da Polimerase em
cadeia (P.C.R.), para amplificacdo das regides: RPB2- segunda maior subunidade da RNA
polimerase Il e fator de alongamento da traducdo 1-alfa (TEF1), os primers utilizados foram
para RPB2-5f (GGGGWGAYCAGAAGAAGGC) e RPB2-7rb
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(CCCATRGCTTGYTTRCCCAT), EFIT (ATGGGTAAGGARGACAAGAC e EF2T
(GGARGTACCAGTSATCATG) para TEF1, (O’'DONNELL et al., 2008). Executou-se as
reacbes da PCR em termociclador modelo AUT. CAP. 96X0, 2ML2720 da Applied
Biosystems®, sob as mesmas condi¢Ges para ambos os primers: 95°C por 3 minutos, seguido
de 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos e a
incubacdo final pelo periodo de 10 minutos na temperatura de 72°C. Os fragmentos
amplificados foram separados por gel de agarose a 1,5% em tampéo (1-Tris- &cido acético
EDTA (TAE) corado com Sybr gold e fotografados sob luz ultravioleta. Para a purificagéo dos
produtos da PCR utilizou-se a precipitacdo com acetato de aménio e etanol, apds a purificagéo,
as amostras foram novamente separadas em gel de agarose a 1,5% em tampao (1-Tris — acido
acético EDTA (TAE) corado com Sybr gold e visualizadas sob luz ultravioleta com o objetivo
de confirmar a purificacdo. O sequenciamento foi realizado na Plataforma de Sequenciamento
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco.

As sequéncias de nucleotideos foram editadas manualmente no software BioEdith
(HALL, 2014) e foram submetidas a analise na Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
do banco de dados Fusarium ID. Sequéncias que apresentaram alta similaridade para cada loco
foram retiradas juntamente com representantes de cada espécie para o complexo em estudo. As
sequéncias obtidas neste trabalho e as extraidas do GenBank - NCBI (National Center for
Biotechnology Information) foram alinhadas usando a ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004)
e corrigidas manualmente utilizando o programa MEGA X (KUMAR et al.,2018).

Para os isolados pertencentes ao complexo de espécies Fusarium oxysporum foram
realizadas interferéncia bayesiana com uso de dados concatenados das regides RPB2 e TEF1.
As andlises filogenéticas foram realizadas no web portal CIPRES (MILLER et al., 2010)
utilizando o MrBayes v 3.2 (RONQUIST et al.,2012), baseado na cadeia de Markov Monte
Carlo (MCMC) com 10.000.000 gerac¢des, usando o modelo de substituicdo de nucleotideo
informado por Akaike Information Criterion (AIC) no software MrModeltest v .2.3 (POSADA
& CRANDALL,1998). As arvores foram amostradas a cada 1000 gerac@es, descartando 25%
de todas as arvores obtidas. A probabilidade posterior (RANNALLA & YANG, 1996) foram

determinadas a partir da arvore de maior consenso entre as arvores remanescentes.

2.3 Teste de Patogenicidade

Para o teste de patogenicidade foram utilizadas sementes de duas cultivares de P. edulis

f. flavicarpa, a cultivar A (maracujé sol da marca comercial Feltrin®) e a cultivar B (maracuja
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redondo amarelo da marca comercial Isla®), sementes de ambas as cultivares foram
escarificadas e depositadas em bandejas de 200 ceélulas contendo substrato previamente
autoclavado, em cada célula depositou-se uma semente e as mesmas foram irrigadas
diariamente para que o substrato se mantivesse Umido. As plantas foram consideradas aptas
para a inoculacéo apo6s 30 dias de semeadura.

Isolados representativos foram selecionados para o teste de patogenicidade, onde
utilizou-se de dois métodos de inoculacdo dipping e palito de dente colonizado, em duas

cultivares diferentes, Sol e Redondo Amarelo.

2.3.1 Inoculacdo em Raizes por Dipping

Para a inoculagdo através de dipping, os isolados foram cultivados em erlenmeyers
contendo meio Batata Dextrose (B.D) por sete dias. Para a preparacdo da solucdo de conidios
filtrou-se o contetdo dos erlenmeyers em quatro camadas de gaze esterilizada e utilizou-se a
camara de Neubauer para contagem de conidios, ajustou-se a concentracdo de esporos para
3x10° conidios mIt. Em seguida, as plantulas tiveram suas raizes lavadas e com auxilio de uma
tesoura esterilizada cada raiz foi cortada com o intuito de padroniza-las ao tamanho de 5 cm.
Com uma esponja abrasiva realizou-se ferimentos nessas raizes e em seguida as mesmas foram
imersas na suspensdo de conidios pelo periodo de 15 minutos e logo apds transplantadas em
vasos de 0,5 L contendo substrato comercial autoclavado. O tratamento controle foi constituido
de raizes com ferimentos e corte mergulhadas apenas em &gua destilada, metodologia adaptada
de McKnight (1951).

A observacdo dos sintomas foi realizada a cada 96 horas, as plantas que apresentava
murcham e amarelecimento foram mensuradas, as mortas foram isoladas e as colénias fungicas

obtidas comparadas com as originais.

2.3.2 Inoculacdo com Palito

Para a inoculagdo com palito, os isolados foram cultivados por sete dias em placas Petri
com meio BDA. Sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Os palitos foram
depositados em placas contendo Corn Meal Agar (C.M.A), em seguida, dez discos de 5 mm
retirados dos isolados cultivados em BDA foram depositados em cada uma das placas sobre as
extremidades dos palitos que assim permaneceram incubadas a temperatura ambiente até que

as extremidades do palito fossem colonizadas.
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Apbs a colonizacdo, alguns ferimentos foram realizados nas plantas com a ponta do
palito, o qual, em seguida, foi afincado ao colo das plantas e estas transplantadas em vasos de
0,5 L contendo substrato comercial autoclavado, procedimento adaptado de Klingelfuss et al.
(2002). O tratamento controle constituiu-se de palitos sem a colonizagdo fungica.

As avaliacdes foram realizadas a cada 96 horas para que a incidéncia da doenca pudesse
ser mensurada, as plantas amarelas e murchas foram quantificadas e as plantas mortas foram
isoladas e as col6nias obtidas comparadas a colénia original.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2x2x6, sendo 2 cultivares, 2 métodos
de inoculagdo e 6 isolados, sob delineamento inteiramente casualizado. O(s) tratamento(s)
controle consistiu de plantas com ferimentos e mergulhadas em agua destilada para o teste de
dipping. E para o teste com o palito utilizou-se palitos ndo colonizados, sendo considerado(s)
tratamento(s) adicional para fins de anélises dos dados. Cada tratamento apresentou quatro
repeticdes, sendo cada parcela constituida por 10 plantas.

Os dados de incidéncia obtidos foram informados em porcentagem e os dados de
tamanho de lesdo foram informados em centimetros, utilizou-se da transformacgédo (raiz
quadrada de Y + 0,5 — raiz quadrada (Y+0,5)), entdo submetidos a analise de variancia,
comparando as medias pelo teste de Tukey (p = 0,05) no software Sisvar (FERREIRA, 2019).

As variaveis incidéncia e tamanho de lesdo foram submetidas a ANAVA (analise de
variancia), os dados foram expressos em porcentagem para a incidéncia e em centimetro para
o tamanho de lesdo, as médias foram transformadas pela formula (raiz quadrada de Y + 0,5 —
raiz quadrada (Y + 0,5)). Os fatores que apresentaram significancia em ambas variaveis foram

submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade.

3 RESULTADOS

Com a realizacdo do Blotter teste para seis lotes distintos de sementes, detectou-se no
tratamento Sementes com Arilo (SCA) sete géneros distintos, trés géneros sdo considerados
como fungos de armazenamento: Rhizopus, Aspergillus e Penicillium, trés géneros que
possuem espécies patogénicas a cultura: Fusarium, Cladosporium e Colletotrichum e um
género tido como saprofitico: Paecelomyces. No tratamento Sementes sem Arilo e
Desinfestadas (SAD) foram encontrados os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e no
tratamento Sementes Sem Arilo e Sem Desinfestar (SSD), encontrou-se Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus e Cladosporium. Nos lotes identificados por SCA foram observadas a

presenca de Fusarium spp. em 25% das amostras, j& no tratamento SAD, observou-se a
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ocorréncia de 5% de Fusarium spp. ao total foram obtidos 24 isolados deste género. Os
percentuais de ocorréncia dos fungos assim como em quais tratamentos eles foram encontrados

estdo presentes na Tabela 1.

3.1 Identificacédo dos Isolados Fusarium-like

Fragmentos de DNA de aproximadamente 619 pb e 820 pb foram obtidos para as
regidoes TEF1 e RPB2, respectivamente. Os resultados do BLAST para RPB2 e TEF1 utilizando
0 banco Fusarium ID estdo expostos na Tabela 2.

Dos isolados obtidos neste trabalho, FSDr7, FS03, FS05, FS02, F6, FRCO1 e F19,
agruparam-se como pertencentes ao complexo de espécies de Fusarium oxysporum. J& 0s
216 isolados FS10, FS08, FS06, FS14, FS04, FS09, F20, F22, FS15, FS04, F14, FS12 e F16
se agruparam como pertencentes ao complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti.

Os modelos de substituicdo gerados para as andlises filogenéticas foram HKY+G para
TELF1 e GTR+G para RPB2. Na arvore filogenética gerada a partir de inferéncia Bayesiana,
os isolados FSDr7, FSO5, F6 e F19 se agruparam no mesmo clado com isolados pertencentes
as espécies F. callistephi e F. fabacearum com probabilidade posterior de 0,99. Ja os isolados
FS02 e FS03 se agruparam com F. contaminatum, F. pharetrum e F. veterinarum, com a
probabilidade posterior de 0,98 (Figura 1). Os dados utilizados para a construcdo da arvore

filogenética estdo organizados na Tabela 3.

3.2 Teste de Patogenicidade

Quando analisamos os resultados de Incidéncia nota-se que o isolado FSO1 (pertencente
ao complexo de espécies Gibberella fujikuroi), quando inoculado nas plantulas pela
metodologia dipping diferiu dos demais isolados. As médias dos isolados F22, FRC01, FS09e
FSDr7 sdo estatisticamente iguais, ja o isolado FS15 (pertencente ao complexo de espécies de
F. incarnatum-equiseti) ndo foi patogénico as plantulas.

Quando se comparou as médias dos isolados que foram inoculados via palito colonizado
observou-se que os isolados ndo diferem estatisticamente entre si. Os resultados das analises
para a variavel Incidéncia se encontram na Tabela 4.

A cultivar Redondo Amarelo apresentou maior incidéncia da doenca que a cultivar Sol,
as plantulas de ambas as cultivares apresentaram maiores lesées quando inoculadas com palito

colonizado. Os resultados estéo presentes na Tabela 5 e Tabela 6.
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Para a varidvel Tamanho de leséo os isolados F22, FRCO01, FS01, FS09 e FS15 sdo
estatisticamente, o isolado FSDr7 (F. callistephi/F. fabacearum) causouas maiores lesdes as

plantulas e diferiu estatisticamente dos demais. Os dados obtidos estédo na Tabela 7.

4 DISCUSSAO

As sementes sdo componentes essenciais na producdo de alimento em todo o planeta, e
grande parte dos cultivos agricolas depende dessa forma de propagacéo.

Muitos patégenos podem estar associados as sementes, esta associacdo pode ser uma
colonizacdo interna e transmitida como uma infec¢éo, caso ocorra uma colonizagdo externa
essa associacdo é nomeada como infestacdo (AGARWAL & SINCLAIR,1997). A associacdo
com as sementes pode fornecer ao patdgeno um modo de sobreviver a longo prazo, esporosde
muitas espécies fungicas podem permanecer protegidos no tegumento da semente ortodoxa,
propagulos fungicos podem também sobreviver em condi¢Ges de baixa umidade e baixas
temperaturas como as utilizadas no armazenamento das sementes (INGLIS 1980;
MACLAUGHLIN & MARTYN, 1982).

A elucidacdo da associacao de organismos patogénicos com as sementes é crucial, pois
0s microrganismos podem estas veiculados internamente a semente, em micélio dormente ou
em esporos aderidos externamente.

A sanidade das sementes é crucial, pois os riscos na producdo e produtividade podem
ser minimizados, assim como o transporte de sementes com a presenca de fitopatogenos para
novas areas.

Parisi et al. (2018), encontram os géneros Alternaria, Botrytis, Fusarium (duas espécies
diferentes), Cladosporium e Lasiodiplodia em lotes de sementes de Passiflora alata. Fischer e
Rezende (2008) detectaram diversos géneros em sementes de Passiflora spp., dentre eles
Fusarium e Cladosporium. Cerqueira et al. (2019), ao investigar os fungos associados as
sementes de P. edulis f. flavicarpa encontraram importantes géneros fitopatogénicos a cultura
como Fusarium, Lasiodiploidia, Cladosporium e também fungos de armazenamento como
Penicillium e Aspergillus. Os resultados obtidos por Blotter teste neste trabalho sdo semelhantes
aos encontrados por outros pesquisadores, dentre os géneros destaca-se Fusarium que possuli
pelo menos dois complexos de espécies que sdo grandes limitantes a passicultura, ressalta-se
também que o género possui muita diversidade genética e de patogenicidade.

Em maracujazeiro a fusariose ataca os sistemas radicular e vascular, podendo resultar
em morte precoce das plantas, ocasionando assim a reducdo no nimero de plantas no campo e
consequentemente a produtividade (DARIVA et al.,2015).
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Segundo Leslie e Summerell (2006), independente do local de cultivo da cultura, a
fusariose € devastadora, pois se trata de uma doenca com elevado potencial destrutivo. Apos a
entrada de Fusarium spp., as areas de cultivo permanecerdo infestadas por longos periodos,
uma vez que ainda ndo ha uma forma eficaz de erradicacao do patégeno (LARANJEIRA et al.,
2018).

O complexo de especies de Fusarium oxysporum (FOSC), é extremamente importante
economicamente, trata-se de espécies que vivem no solo e possuem isolados patogénicos para
plantas, animais e humanos e também isolados ndo-patogénicos e esta presente na lista dos
patdgenos mais importantes econdmica e cientificamente, o complexo é composto por mais de
144 formae speciales distintas somente filogeneticamente. Existem algumas evidéncias da
existéncia de um possivel ciclo sexual (DEAN et al., 2012; GEISER et al.,2013; GORDON,
2017; LESLIE & SUMMERELL, 2006). Em estudos recentes sobre este complexo, Lombardi
et al. (2019) propuseram 15 novas espécies, a descri¢do foi baseada em diferencas morfoldgicas
e no alinhamento das sequéncias das regides génicas calmodulina (CmdA), RPB2, fator de
elongacdo (TEF1) e B-tubulina (Tub2). No presente estudo, apesar dos isolados FSO5, F6,
FSDr7 e F19 se agruparem no mesmo clado com F. fabacearum, F. callistephi. e os isolados
FS02, FS03 agruparem no mesmo clado com F. veterinarum, F. contaminatum, F. pharetrum,
ndo podemos inferir que os isolados pertencem a essas espécies, pois 0 emprego das regides
TEF1 e RPB2 nédo foram suficientes para resolver as relagcdes dentro deste complexo.

O complexo de espécies de Fusarium incarnatum-equiseti - FIESC, historicamente foi
considerado como patogeno fraco ou secundario de plantas, porém recentemente foram
relatados como agentes causais com potencial para causar prejuizos em algumas culturas
importantes, alguns isolados sdo produtores de micotoxinas e sao responsaveis por doengas em
humanos e animais, além de possuir isolados associados a insetos, com potencial para controle
bioldgico (AYOUBI & SOLEIMANI, 2016; BARROS et al., 2012; IGNJATOV et al., 2015;
LESLIE & SUMMERELL, 2011; O’DONNELL et al., 2016; RAMDIAL et al., 2016;
SUMMERELL et al., 2003; TORBATI et al., 2019; VILLANI et al., 2016).

Testes de patogenicidade sdo cruciais pois o fato de apenas isolar e identificar fungos
ndo comprova de fato a patogenicidade e nem a agressividade dos mesmos, sendo assim
necessarios testes que comprovem a ocorréncia da doenca (ELLIOTT, 2018). De acordo com
Bertin et al (2003), a atracdo quimica entre as raizes e 0s microrganismos ocorre através de
mecanismos que envolvem sinais entre ambos, 0s exsudatos liberados pelas plantas atraem o0s
microrganismos habitantes do solo. Diversos fitopatdgenos permanecem no solo em estado de

dorméncia e podem ser despertos apés o contato deste propagulo com as moléculas
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provenientes dos exsudados liberados pelas sementes e raizes (NELSON, 1990).

A colonizacéo de algumas espécies de Fusarium, posteriormente a atracao e penetracao
nas raizes do hospedeiro obstruem o xilema e esta obstrugcdo tem como resultante a producéao
de metabolitos nos tecidos vasculares que ao se acumularem provocam o escurecimento da
regido, que sdo indicios da infeccdo pelo patdgeno e caracteristica da doenga (PEGG, 1981).

Apesar de o floema ser rico em agucares, 0s patdgenos radiculares maioritariamente
colonizam os vasos do xilema, que s&o pobres em nutrientes. Isso ocorre devido a acessibilidade
distinta de ambos os vasos. O floema possui células vivas e alta pressao osmotica, dificultando
a penetracdo. Enquanto o xilema é composto por traqueideos mortos, apresentando baixa
pressdo osmatica, facilitando assim a penetracdo (YADETA; THOMMA, 2013). No presente
trabalho temos indicios que o processo infeccioso envolveu a produgdo de metabdlitos e
oxidagdo de fendis pois ocorreu a presenca de escurecimento dos tecidos vasculares.

Os resultados obtidos neste experimento mostram que a incidéncia de Fusarium, quando
procedida a inoculacdo por palito ndo obteve nenhuma diferenca entre os isolados, j& com a
inoculacdo por dipping o isolado FSO1 apresentou os melhores resultados. A inoculacéo via
palito colonizado € muito utilizada para teste de patogenicidade (PAULINO et al., 2020;
SCANDIANI et al., 2011). Na literatura sdo encontrados alguns estudos sobre o emprego do
dipping para a inoculacdo de Fusarium em Passiflora (MELO et al.,2019; SILVA et al.,2013;
ORTIZ; CARVAJAL, 2016).

Existem quinze cultivares de P. edulis f. flavicarpa registradas no Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2020), porém nenhuma delas apresenta
resisténcia a Fusarium spp. Em nosso estudo foram utilizadas cultivares comerciais, a cultivar
Redondo Amarelo apresentou maior incidéncia da doenca do que a cultivar Sol, sabe-se que a
emissdo do tubo germinativo de Fusarium spp. é influenciada pela producdo e liberacdo de
exsudatos via raizes do hospedeiro, sendo esta emissdo crucial para que se estabeleca a
infeccdo. Este processo pode ter sido menos eficiente para a cultivar Sol, o que pode explicar o
menor indice de plantas com a doenca, uma vez que as condi¢cdes ambientais, idade de planta e

demais fatores foram iguais para ambas cultivares.
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TABELA 1: Géneros flngicos associados a sementes de maracuja.
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Tratamentos Utilizados

Géneros Encontrados SAD" SSD™ SCA™
Aspergillus 14 25 59
Penicillium 5 5 2
Cladosporium - 5 5
Colletotrichum - 4
Rhizopus 15 4
Paecilomyces - 1
Fusarium 5 - 25

*Sementes sem Arilo e Desinfestadas; “*Sementes Sem arilo e Sem Desinfestar;

TABELA 2: Blast das regides RPB2 e TEFL1.

Hkk

Sementes Com Avrilo.

Isoladoc RPB2 TEF1 BLAST RPB2 Similaridade BLAST TEF1 Similaridade
F. incarnatum- 99,53%
FS10 - OK - equiseti species (NRRL34070)
complex
F. incarnatum- 100% F. incarnatum- 99,82%
FS08 OK OK  equiseti species  (NRRL20423)  equiseti species (NRRL20423)
complex complex
Gibberella 98,61%
FSO1 - OK - fujikuroi species  (NRRL31631)
complex
FS03 - OK - F. oxysporum 100%
species complex  (NRRL28367)
FS05 - OK - F. oxysporum 100%
species complex  (NRRL25420)
FSDr7 OK OK F. oxysporum 99,37% F. oxysporum 100%
species complex (NRRL38302)  species complex (NRRL25420)
F. incarnatum- 100%
FS06 OK - equiseti species  (NRRL20423) -
complex
F. incarnatum- 100%
FS14 OK - equiseti species  (NRRL20423) -
complex
F. incarnatum- 100%
FS04 OK - equiseti species  (NRRL20423) -
complex
FS02 - OK - F. oxysporum 100 %
species complex  (32512NRRL)
F6 OK OK - F. oxysporum 100%
species complex ~ (NRRL38514)
F. incarnatum- 99,52% F. incarnatum- 98,85%
FS09 OK OK  equiseti species  (NRRL26417)  equiseti species (NRRL36575)
complex complex
F. incarnatum- 99,27% F. incarnatum- 99,47%
F20 OK OK  equiseti species (NRRL26417)  equiseti species (NRRL36575)

complex

complex




TABELA 2: (Continua)
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Isolado  RPB2 TEF1 BLAST RPB2  Similaridade BLAST TEF1 Similaridade
F. incarnatum- 99,81%
F22 - OK - equiseti species (NRRL34059)
complex
F19 - OK - F. oxysporum 100%
species complex ~ (NRRL25420)
F. incarnatum- 100% F. incarnatum- 99,81 %
FS15 OK OK  equiseti species  (NRRL20423)  equiseti species (NRRL20423)
complex complex
F. incarnatum- 99,83%
FS04 - OK - equiseti species (NRRL20423)
complex
F. incarnatum- 99,83
FS12 - OK - equiseti species (NRRL34070)
complex
F. oxysporum 99,1%
FRCO1 OK - species complex  (NRRL38302) -
F. incarnatum- 99,7 % F. incarnatum- 99,64%
F16 OK OK  equiseti species  (NRRL26417)  equiseti species (NRRL36575)

complex

complex

Tabela 3: Isolados utilizados na analise filogenética de F. oxysporum.

Acesso ao GenBank

Espécie Acesso a cultura RPB2 TEF1
Fusarium callistephi ~ CBS 187.53T MH484875 MH484966
CBS 144739 = CPC 25792 MH484934 MH485025
F. carminascens CBS 144740 = CPC 25793 MH484935 MH485026
CBS 144741 = CPC 25795 MH484936 MH485027
CBS 144738 = CPC 25800T MH484937 MH485028
CBS 111552 MH484900 MH484991
F. contaminatum CBS 114899T MH484901 MH484992
CBS 117461 MH484911 MH485002
CBS 620.72 = DSM 11271 = NRRL 36520 MH484879 MH484970
F. cugenangense CBS 130304 = BBA 69050 = NRRL 25433 MH484921 MH485012
CBS 130308 = ATCC 26225 = NRRL 25387  MH484920 MH485011
CBS 131393 MH484928 MH485019
CBS 247.61 = BBA 8398 MH484876 MH484967
= DSM 2308 = NRRL 22545
F. curvatum CBS 238.94 = NRRL 26422 = PD 94/184T MH484893 MH484984
CBS 141.95 = NRRL 36251 = PD 94/1518 MH484894 MH484985
F. duoseptatum CBS 102026 = NRRL 36115 MH484896 MH484987
CBS 217.49 = NRRL 36358 MH484870 MH484961
F. elaeidis CBS 218.49 = NRRL 36359 MH484871 MH484962
CBS 255.52 = NRRL 36386 MH484874 MH484965
CBS 144742 = CPC 25801 MH484938 MH485029
F. fabacearum CBS 144743 = CPC 25802T MH484939 MH485030
CBS 144744 = CPC 25803 MH484940 MH485031
F. foetens CBS 120665 MH484918 MH485009




TABELA 3: (Continua)
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Acesso ao GenBank

Espécie Acesso a cultura RPB2 TEF1
CBS 176.33 = NRRL 36286 MH484868 MH484959
CBS 214.49 = NRRL 36356 MH484869 MH484960
F. glycines CBS 200.89 MH484888 MH484979
CBS 144745 = CPC 25804 MH484941 MH485032
CBS 144746 = CPC 25808T MH484942 MH485033
CBS 116611 MH484907 MH484998
F. gossypinum CBS 116612 MH484908 MH484999
CBS 116613T MH484909 MH485000
CBS 132474T MH484929 MH485020
F. hoodiae CBS 132476 MH484930 MH485021
CBS 132477 MH484931 MH485022
CBS 645.78 = NRRL 36531T MH484880 MH484971
CBS 646.78 = NRRL 36532 MH484881 MH484972
CBS 413.90 = ATCC 66046 = NRRL 36465 MH484890 MH484981
F. languescens CBS 300.91 = NRRL 36416 MH484891 MH484982
CBS 302.91 = NRRL 36419 MH484892 MH484983
CBS 872.95 = NRRL 36570 MH484895 MH484986
CBS 119796 = MRC 8437 MH484917 MH485008
CBS 144748 = CPC 25782 MH484932 MH485023
F. libertatis CBS 144747 = CPC 25788 MH484933 MH485024
CBS 144749 = CPC 28465T MH484944 MH485035
CBS 129.24 MH484864 MH484955
CBS 149.25 = NRRL 36261 MH484865 MH484956
CBS 181.32 = NRRL 36303 MH484867 MH484958
CBS 758.68 = NRRL 36546 MH484877 MH484968
CBS 744.79 = BBA 62355 = NRRL 22549 MH484882 MH484973
CBS 127.81 = BBA 63924 = NRRL 36229 MH484883 MH484974
CBS 129.81 = BBA 63926 = NRRL 22539 MH484885 MH484976
CBS 196.87 = NRRL 26219 MH484886 MH484977
F. nirenbergiae CBS 840.88T MH484887 MH484978
CBS 115416 = CPC 5307 MH484902 MH484993
CBS 115417 = CPC 5306 MH484903 MH484994
CBS 115419 = CPC 5308 MH484904 MH484995
CBS 115424 = CPC 5312 MH484906 MH484997
CBS 123062 = GJS 91-17 MH484919 MH485010
CBS 130300 = NRRL 26368 MH484925 MH485016
CBS 130301 = NRRL 26374 MH484926 MH485017
CBS 130303 MH484923 MH485014
CPC 30807 MH484950 MH485041
CBS 794.70 = BBA 11103 = NRRL 22550 MH484878 MH484969
F. odoratissimum CBS 102030 MH484898 MH484989
CBS 130310 = NRRL 25603 MH484922 MH485013




TABELA 3: (Continua)

Acesso ao GenBank

Espécie Acesso a cultura RPB2 TEF1
CBS 221.49 = IHEM 4508 = NRRL 22546  MH484872 MH484963
F. oxysporum CBS 144134ET MH484953 MH485044
CBS 144135 MH484954 MH485045
F. pharetrum CBS 144750 = CPC 30822 MH484951 MH485042
CBS 144751 = CPC 30824T MH484952 MH485043
F. trachichlamydosporum CBS 102028 = NRRL 36117 MH484897 MH484988
CBS 258.50 = NRRL 36389T MH484873 MH484964
F. triseptatum CBS 116619 MH484910 MH485001
CBS 119665 MH484916 MH485007
CBS 130302 = NRRL 26360 = FRC 755 MH484924 MH485015
CBS 109898 = NRRL 36153T MH484899 MH484990
F. veterinarium CBS 117787 MH484912 MH485003
CBS 117790 MH484913 MHA485004
CBS 128.81 = BBA 63925 = NRRL 36233  MH484884 MH484975
Fusarium sp CBS 680.89 = NRRL 26221 MH484889 MH484980
CBS 130323 MH484927 MHA485018
FS05 - - -
FSDr7 - - -
F6 - - -
F19 - - -
FS02 - - -
FS03 - - -
TABELA 4: Incidéncia da doenca nos modos de inoculag&o.
Incidéncia
Isolados Dipping Palito
F22 1,25* 1,66 ABa** 17,5* 3,76 Ab**
FRCO1 1,25* 1,03 ABa** 12,5* 3,21Ab**
FS01 12,5* 3,00 Ba** 3,75* 2,13Aa**
FS09 1,25* 1,03 ABa** 11,25* 2,93Ab**
FS15 0* 0,70 Aa** 10* 2,99Ab**
FSDr7 3,75* 1,97 ABa** 17,5* 3,88Ab**
CV (%) 61,48

As letras maiusculas foram utilizadas para a comparagdo entre as médias dos isolados, as médias
seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre sim pelo teste de Tukey a 0,05, as letras
minusculas foram utilizadas para a comparagdo das médias dos modos de inoculagéo e sdo comparadas
entre as linhas pelo teste de Tukey a 0,05. * Dados originais e ** dados transformados pela formula

(raiz quadrada de Y+0,5- SQRT (Y+0,5)).
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TABELA 5: Incidéncia de doenca nas cultivares utilizadas.

Incidéncia
Cultivar Sol 2,05 A
Cultivar Redondo Amarelo 2,66 B
CV (%) 61,48

Médias seguidas da mesma letra ha mesma coluna ndo diferem significativamente de acordo com o teste
t-Student (P = 0,05).

TABELA 6: Tamanho de lesdo nos métodos de inoculacéo.
Tamanho De Leséo

Dipping 0,79 A
Palito 0,89B
CV (%) 14,27

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente de acordo com o teste
t-Student (P = 0,05).

TABELA 7: Tamanho médio de lesdo causado pelos isolados

Tamanho De Leséo

Isolados Medida
F22 0,83 AB
FRCO1 0,80 AB
FSo01 0,86 AB
FS09 0,79 A
FS15 0,81 AB
FSDr7 0,92B
CV (%) 14,27

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente de acordo com o teste Tukey
(P =0,05).
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Figura 1: Espécies do complexo Fusarium oxysporum. Arvore gerada por interferéncia Bayesiana, 0s
isolados obtidos neste estudo estdo em negrito, os valores de probabilidade posterior se encontram nos
no6s. Fusarium foetens foi usado como outgroup.
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CAPITULO I

1
L
Conclusotes Gerais
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CONCLUSOES GERAIS

Foi detectada a presenca dos géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Paecelomyces,
Colletotrichum, Cladosporium e Fusarium;

Através de analises moleculares, identificou-se a presenca de isolados pertencentes aos
complexos F. oxysporum e F. incarnatum-equiseti;

O isolado FSO01 (complexo de espécies de Gibberella fujikuroi) quando inoculado por
dipping, apresentou a maior incidéncia nas plantas e o isolado FSDr7 (espécie do
complexo F. oxysporum) causou o maior tamanho de lesdo nas plantas quando
inoculado via palito colonizado;

A cultivar Redondo Amarelo apresentou o maior numero de plantas com incidéncia da

doenga, e a inoculacéo via palito apresentou maior tamanho de leséo.
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