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PATOGENICIDADE, AGRESSIVIDADE E~CARACTERIZA(;AO MOLECULAR DE
Fusarium spp. ASSOCIADAS A PODRIDAO EM Ananas comosus var comosus

Autor: César Marques Borges Querino
Orientador: Carlos Augusto Doérea Braganca

Resumo: A fusariose € a maior ameaca fitossanitaria ao cultivo do abacaxi no
Brasil. O uso de cultivares resistentes é a melhor estratégia de controle de doencas
em plantas. Todavia, 0 aumento de areas plantadas com cultivares resistentes
exerce uma pressao de selecdo que leva ao aumento da frequéncia de isolados
capazes de suplantar a resisténcia. A agressividade diferencial dos isolados, bem
como outras caracteristicas das popula¢cdes do patégeno podem resultar em uma
menor durabilidade da resisténcia. Este trabalho objetivou estabelecer uma colecéo
de isolados de Fusarium spp. de diversas regides de cultivo no Brasil e caracterizar
a agressividade como subsidio a um programa de melhoramento do abacaxizeiro.
Foi estabelecida uma colecéo de 192 isolados monospdéricos de areas de producao
de 10 estados produtores do Brasil e todos eles foram inoculados em mudas de
abacaxi ‘Pérola’ para avaliagdo da patogenicidade e agressividade. Dos isolados
obtidos, 172 foram patogénicos. Considerando variaveis como a area abaixo da
curva de progresso da doenca, o indice de doenca externo e interno os isolados
foram distribuidos em trés grupos de similaridade pelo método UPGMA. Os
isolados de maior agressividade estéo distribuidos em sete estados: Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Para, Paraiba, Sdo Paulo e Tocantins. Sequéncias parciais
dos genes RPB2, TEF-1a e B-Tubulina de quatro isolados alinharam com as
sequéncias de F. oxysporum,( TEF-1a 99,11%) F. proliferatum (99,14% TEF-1q;
99,66% [B-Tubulina), F. incarnatum (100% TEF-1a; 99,34% B-Tubulina; 98,43%
RPB2) e F. guttiforme (98,5% TEF-1a) depositadas no GenBank. Por meio da
analise filogenética de 128 sequéncias parciais de TEF-1a foram identificadas as
espécies F. irregulare (complexo F. incarnatum-equisetum), F. inflexum (complexo
F. oxysporum), F. circinatum, F. proliferatum (complexo F. fujkuroi) e Fusarium sp.
Este € o primeiro trabalho que relata a ocorréncia de F. proliferatum, Fusarium
irregulare, F. inflexum e F. circinatum como agentes causais de fusariose em

abacaxizeiro no Brasil.

Palavras chave: fusariose, F. incarnatum-equisetum, F. oxysporum, F. fujkuroi



PATHOGENICITY, AGGRESSIVENESS AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Fusarium spp. ASSOCIATED WITH ROT IN Ananas
COmosus var comosus

Author: César Marques Borges Querino
Advisor: Carlos Augusto Dérea Braganca

Abstract: Fusarium disease is the most serious phytosanitary threat of pineapple
cultivation in Brazil. The use of resistant cultivars is the best disease control strategy
in plants. However, the increase in areas planted with resistant cultivars exerts a
selection pressure that leads to an increase in the frequency of isolates capable of
overcoming resistance. The differential aggressiveness of the isolates, as well as
other characteristics of the pathogen populations, may result in lower resistance
durability. This work aimed at stablishing a collection of Fusarium spp. isolates from
several pineapple growing regions in Brazil and to characterize the aggressiveness
as a subsidy for a pineapple breeding program. A collection of 192 monosporic
isolates from production areas in 10 producing states in Brazil was established and
all of them were inoculated into ‘pineapple plantlets, cv. Pérola, to assess
pathogenicity and aggressiveness. In total, 172 isolates were pathogenic.
Considering variables such as the area under the disease progress curve, the
external and internal disease index, the isolates were placed in three similarity
groups based on the UPGMA method. The most aggressive isolates are distributed
in seven states: Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Para, Paraiba, S&o Paulo and
Tocantins. Partial sequences of the RPB2, TEF-1a and B-Tubulin genes from four
isolates aligned with the sequences of F. oxysporum, (TEF-1a 99.11%) F.
proliferatum (99.14% TEF-1a; 99.66% [B-Tubulin), F. incarnatum (100% TEF-1q;
99.34% B-Tubulin; 98.43% RPB2) and F. guttiforme (98.5% TEF-1a) deposited in
GenBank. Based on phylogenetic analysis of 128 partial TEF-1a sequences, the
following species were identified: F. irregulare (F. incarnatum-equisetum complex),
F. inflexum (F. oxysporum complex), F. circinatum, F. proliferatum (F. fujkuroi
complex) and Fusarium sp. This is the first report of F. proliferatum, Fusarium

irregulare, F. inflexum and F. circinatum causing fusariosis in pineapple in Brazil.

Keywords: fusariosis, F. incarnatum-equisetum, F. oxysporum, F. fujkuroi



REFERENCIAL TEORICO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var comosus ((L.) Merril) Coppens & Leal))
é a principal espécie comercial da familia Bromeliaceae. Originaria da América do
Sul, nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco na regido amazoénica, ela é cultivada
comercialmente principalmente nas regifes tropicais e subtropicais do mundo
(PALMA-SILVA et al., 2016). E muito apreciada pelos produtores/consumidores por
ser planta rustica, tolerante a déficits hidricos e por suas boas caracteristicas
organolépticas. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial da fruta (2,43 milhdes
de toneladas), ficando atras das Filipinas (2,75 milhdes de toneladas) e Costa Rica
(3,33 milhdes de toneladas. As principais regides produtoras no Brasil s&o Nordeste
(35,7%), Norte (31,4%), Sudeste (26,5%), Centro Oeste (5,1%) e Sul (1,3%) (FAO,
2019; IBGE, 2019) (Figura 1). Os cinco Estados maiores produtores sdo Para
(22.231 frutos.ha'), Paraiba (30.510 frutos.hat), Minas Gerais (29.986 frutos.ha™t),
Rio de Janeiro (28.181 frutos.ha?) e Tocantins (19.980 frutos.ha?) (IBGE, 2019).

Norte
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Figura 1. Distribui¢cdo da producgéo de abacaxi por regido do Brasil. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021
Fonte: IBGE, 2019



No Brasil, a producéo de abacaxi é constantemente ameacada por doencas
tais como a fusariose e a podriddo negra do fruto causadas pelos fungos Fusarium
guttiforme  Nirenberg e O’Donnell (1998) e Thielaviopsis paradoxa,
respectivamente. O abacaxizeiro pode ser infectado por varias espécies de
Fusarium contaminando a planta com micotoxinas. Recentes pesquisas,
identificaram isolados de F. proliferatum, F. ananatum e F. oxysporum de abacaxi
como produtores de fumonisinas e beauvericinas in vitro, ao tempo em que em
frutas de abacaxi infectadas sua producdo foi limitada pela presenca de metabdlitos
produzidos pela planta durante a infeccdo (BARRAL et al, 2020; STEPIEN;
KOCZYK; WASKIEWICZ, 2013); GORNA et al, 2017). No entanto, a fusariose pode
causar perdas de até 80% no campo se constituindo na doenca mais destrutiva e
ameacadora ao cultivo da espécie no mundo (PLOETZ, 2006).

F. guttiforme (Fgt) foi descrito pela primeira vez na Argentina e logo depois
no Brasil por Nirenberg e O’'Donnell (1998) por meio de caracterizacdo morfolégica
e filogenética. Atualmente o patdgeno esta disperso por outros paises da América
do Sul incluindo Uruguai, Paraguai e Bolivia onde causa sérios prejuizos na
producédo (MATOS et al, 1992). No Brasil a doenca foi observada pela primeira vez
em Sao Paulo em 1964 em plantas da variedade Smooth Cayenne (KIMATI;
TOKESHI, 1964). De acordo com Matos et al (2012), e Ventura e Goes, (2016), o
fungo é patogénico apenas ao abacaxizeiro e apresenta um elevado grau de
especificidade. Por outro lado, de acordo com Jacobs (2010), a incidéncia
geografica das espécies Fusarium ananatum, Fusarium subglutinans e Fgt ainda
nao esta determinada.

Quando relatada pela primeira vez no Brasil, a fusariose do abacaxizeiro teve
seu agente causal identificado apenas a nivel de género, relatado como Fusarium
sp. (Kimati & Tokeshi, 1964). Posteriormente foi identificado como sendo F.
moniliforme Sheld var subglutinans Wr. E Reink (PISSARRA et. al., 1979). Em
1983, o patogeno foi reclassificado como F. subglutinans (Wollenw e Reinking) P.
E. Nelson Toussoun e Marasas (F. moniliforme J. Sheld var subglutinans Wollenw
e Reinking) conforme anélises morfolégicas e fisioldgicas. Utilizando o cruzamento
com outras espécies hospedeiras suscetiveis, Ventura et al (1993) comprovaram a
especificidade do patdgeno e propuseram sua renomeacado para F. subglutinans
var ananas. Logo em seguida, ao avaliar nove isolados do Brasil como causadores

da fusariose em abacaxizeiro, Nirenberg e O’Donnell (1998), mediante exames de



DNA e caracterizacdo morfoldgica descreveu o F. subglutinans var ananas como
sendo F. guttiforme (VENTURA; GOES, 2016).

A cultura do abacaxi

O abacaxizeiro € uma planta monocotiledénea, herbacea perene, constituida
por um caule curto e grosso, folhas em forma de calhas, estreitas e rigidas que
crescem no seu entorno, e no qual também se inserem raizes axilares. O sistema
radicular é fasciculado superficial concentrado normalmente nos primeiros 30cm do
solo (KRAUSS, 1948; BARTHOLOMEW, 2009;) A planta pode alcancar a altura de

até 1,2m e didmetro de até 1,5m.

No caule insere-se, também, o pedunculo que sustenta a inflorescéncia e o
fruto dai resultante. E um fruto composto formado pela coalescéncia dos frutos
individuais, do tipo baga, numa espiral ascendente sobre o eixo central que é a
continuidade do pedunculo. Compde-se de 100 a 200 flores individuais arrumadas
em espiral em volta de um eixo. O ciclo do abacaxizeiro € dividido em fases
vegetativa ou de crescimento vegetativo, reprodutiva ou de formacdo do fruto e
propagativa, de formacédo de mudas tipo filhotes e rebentdes, que se sobrepde,
parcialmente, a segunda fase. (BARTHOLOMEW, 2009).

A qualidade e desenvolvimento dos frutos séo 6timos quando cultivados sob
faixa de temperatura de 22°C a 32°C (SANFORD, 1962), insolacédo anual de 2.500
a 3.000 horas, umidade relativa do ar média anual de 70% ou superior e
precipitacdo de 1.200 mm a 1.500 mm anuais, bem distribuida ao longo do ano. A
altitude mais indicada para cultivo € de até 400m acima do nivel médio do mar. A

faixa de pH entre 4,5 a 5,5 € a mais recomendada para o seu cultivo.

A producédo mundial de abacaxi € baseada nas cultivares Smooth Cayenne, Gold
ou MD2, Pérola, Queen, Singapore Spanish, Espafiola Roja e Perolera
(REINHARDT et al., 2018). No Brasil, 95% dos plantios comerciais sdo constituidos
pelas cultivares Smooth Cayenne e Pérola, porém cerca de 85% de toda producao
estd fundamentada na cultivar Pérola. Em areas bem menores sado plantadas as
cultivares Imperial, Vitéria, Gomo de mel, Ajubd, Fantastico, Turiacu, Rio Branco,

Senador Guiomar, Gigante de Tarauacd, Cabeca de onca e Quinari. A propagacao



do abacaxi € feita de forma vegetativa por meio mudas, tipo coroa, filhote, filhote
rebentdo e rebentdo (CABRAL et al., 2010; SCHERER et al., 2015).

A fusariose do abacaxizeiro

A fusariose ou gomose do abacaxizeiro € o principal motivo de perdas de
produtividade no campo. Acredita-se que a partir da disseminacdo de mudas
doentes do Estado de Sao Paulo, a doenca tenha alcancado outras regiées do pais
(VENTURA; ZAMBOLIM, 2002). Assim, a doenca esta presente nos principais
estados produtores da fruta no pais, o que dificulta um aumento da area plantada
e onera o custo de producao devido a necessidade de uso de fungicidas ja que as
duas principais cultivares plantadas no Brasil sdo suscetiveis (ZORZAL et al.,
2008).

A doenca se manifesta por toda a planta, contudo a maior percepcdo das
consequéncias da acdo do patdégeno esta nos sintomas exibidos nos frutos. Eles
se caracterizam pela exsudacdo de uma substancia gomosa através da cavidade
floral, apodrecimento da polpa e presenca de resina nos l6culos do ovario
(VENTURA; GOES, 2016). Externamente, os frutilhos afetados evidenciam
descoloracdo amarronzada e apresentam-se em nivel inferior em comparacdo com
0s vizinhos sadios devido a colonizacdo dos tecidos internos. Além disso, ocorre
curvatura do caule, morte da regido apical, encurtamento das folhas, alteracdo na
filotaxia, reducédo no desenvolvimento, clorose e morte da planta. Os sintomas no
fruto provocam perda do seu valor comercial (MATOS et al., 2012).

A infeccdo das mudas ocorre quando elas ainda estdo aderidas a planta
mae. Nos estagios iniciais da doenca os sintomas sdo quase imperceptiveis o que
facilita o deslocamento de mudas contaminadas entre produtores cujos sintomas
evidentes somente serdo notados posteriormente ao plantio. Isto favorece a forma
de disseminacdo mais frequente e efetiva da doenca a longas distancias
(REINHARDT et al, 2000), enquanto por meio de vento, agua da chuva, insetos e
passaros ocorre a disseminacao a curtas distancias (VENTURA; GOES, 2016). Sob
condi¢cBes favoraveis de temperatura e umidade, a infeccédo das flores ocorre nos
estagios iniciais de florescimento. Mudas com infeccdo incipiente vao expressar

sintomas apds o plantio durante a fase de desenvolvimento vegetativo e, a



depender das condi¢cdes ambientais, algumas plantas morrem mesmo antes da
formacao do fruto. (PLOETZ, 2003).

Como o patdgeno sobrevive nas mudas e nas plantas elas passam a ser
importante fonte de indculo e disseminacgéo do fungo. O periodo critico da doenca
ocorre logo apos a inducao floral até o final da antese pois as flores se constituem
no principal sitio de infeccao do patdégeno. Conidios séo transportados pelo vento
ou por insetos e se depositam na roseta foliar até infectar a inflorescéncia
(REINHARDT et al., 2018) (Figura 2).

As medidas de manejo integrado em plantios estabelecidos com variedades
suscetiveis, tais como Pérola e Smooth Cayenne, tém sido baseadas no uso de
mudas sadias, monitoramento e arranquio de plantas sintométicas, protecédo das
inflorescéncias em desenvolvimento pela aplicacdo de fungicidas, eliminacdo de
restos culturais e de plantios abandonados. Contudo, a medida de controle menos
onerosa e ambientalmente correta consiste no plantio de variedades resistentes
tais como, BRS Ajuba’, BRS Imperial’, BRS Vitoria’ e IAC Fantastico (MATOS et al,
2012).
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Figura 2. Ciclo da Fusariose do abacaxi, causada pelo fungo Fusarium guttifrme, disseminagéo epidemiologia
e controle. (VENTURA et al., 1993; VENTURA;ZAMBOLIM, 2002). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021



O género Fusarium

As espécies do género Fusarium sdo as mais estudadas nos ultimos 200
anos, motivo de constantes divergéncias quanto a sua taxonomia, amplamente
distribuidas no globo terrestre e em quase todos 0s ecossistemas muitas possuem
ampla gama de hospedeiros (JAMES et al, 2006). Em vegetais sdo responsaveis
por perdas significativas nos campos de cultivo com énfase para as espécies de
importancia econémica. Muitas das espécies deste género sdo também potenciais
produtoras de micotoxinas tais como beauvericinas, zearalenona, fumonisininas,
moniliforminas (BARRAL et al, 2020) que causam podriddes em frutos que,
consumidos, s@o causas de doengas em humanos como cancer por exemplo. O
género foi primeiramente descrito por Link, (1809) com base no carater distintivo
dos conidios em forma de banana, mas Fusarium recebeu mais atencdo quando
“Die Fusarien” foi publicado por Wollenweber e Reinking em 1935 (SUMMERELL,
2019).

Durante muitas décadas, praticamente todos os estudos se baseavam na
classificacdo taxondémica do género por meio de analise das caracteristicas
morfolégicas e na especificidade do hospedeiro (SUMMERELL, 2019). E fato que
muitas espécies deste complexo ndo podem ser diferenciadas apenas por suas
caracteristicas morfologicas e além disso suas sequéncias sao muito semelhantes
(90%) (BRANKOVICS et al, 2020). O advento das técnicas moleculares e sua
aplicacao na taxonomia das espécies, aumentou a capacidade de separacéo entre
espécies do género morfologicamente pouco distintas mediante o sequenciamento
de DNA. Ficou explicito que o0 numero de espécies, até entdo descritas nesse

género, estava subestimado (KVAS et al., 2009).

O complexo de espécies Fusarium oxysporum

E um complexo que comporta mais de 150 espécies que estdo amplamente
distribuidas no solo e normalmente formadoras de estruturas de sobrevivéncia
chamadas de clamidésporos (ASHA et al, 2011; BAAYEN et al, 2000). Esta entre
as dez espécies de fungo mais danosas a agricultura e é capaz de alta
especificidade em relacdo aos seus hospedeiros podendo constituir formas
especiais recebendo nomes de acordo com a identidade de seu hospedeiro
(GORDON e MARTYN, 1997; BAAYEN, et al. 2000). As formas especiais ndo sao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R47

filogeneticamente monofiléticas e podem ser para e polifiléticas dentro de varias
formas especiais como F. oxysporum f.sp. cubense, F. oxysporum f. sp.
vasinfectum e também varias formas especiais podem infectar e causar doenca em
hospedeiros diferentes. Ao longo do tempo sistemas de classificagao
subspecificos, foram adicionados a F. oxysporum tais, grupos de compatibilidade
vegetativa (VCG), raca e haplotipos. Este € baseado no sistema de genotipos
multiléculos Unicos dentro do complexo de espécies (O'DONNELL et al. 2008 ). O
sistema de classificacdo como raca € baseado na especificidade do cultivar ligada
a genes de resisténcia especificos da cultivar hospedeira (LIEVENS et al
2008; EPSTEIN et al., 2017). A compatibilidade vegetativa é baseada na
similaridade genética em loci especificos e ndo na patogenicidade, e fornece um
marcador bruto para estudos genéticos populacionais (LESLIE e SUMMERELL,
2006).

O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equsetum

E um complexo que compreende dois grandes clados F. incarnatum e F.
equisetum com mais de 30 espécies cripticas reconhecidas (FIESC 1 a FIESC 37),
logo isso complica muito a sua identificacdo mediante marcadores morfolégicos
(SANTOS et al., 2019; O'DONNELL et al. 2013; VILLANI et al., 2016; XIA et al.,
2019). Apenas as espécies F. equiseti (FIESC 14), F. lacertarum (FIESC 4) e F.
scirpi (FIESC 9), todos pertencentes ao clado Equiseti tem seu bindmio latino
conhecidos até o momento (O'DONNELL et al., 2009). F. equisetum € um fungo
cosmopolita que habita o solo (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Fusarium
incarnatum, F. irregulare, F. pallidoroseum e F. semitectum, bem como outros
nomes de espécies sinonimizadas, estao ligados ao clado Incarnatum (WANG et
al., 2019). Algumas espécies sao consideradas como fitopatdgenos de culturas
economicamente importantes (SUMMERELL et al., 2019; LESLIE; SUMMERELL,
2010) ou oportunistas de tecidos de plantas (AYOUBI; SOLEIMANI, 2016). Outras
com potencial para controle de insetos pragas e produtoras de micotoxinas como
beauvericina e equisetina (BARROS et al., 2012; VILLANI et al., 2016) .


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R145
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R283
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7085860/#R283

O complexo de espécies Fusarium fujikuroi

O complexo grupo de espécie Fusarium fujikuroi (FFSC) é um taxon
monofilético que inclui espécies ou linhagens de Fusarium com caracteristicas
morfoldgicas similares e sobrepostas que dificultam a sua diferenciacéo por meios
morfoldgicos e/ou bioldgicos. Muitas das espécies neste complexo estao
associadas a doencgas devastadoras de plantas de importancia econdémica. Estudos
envolvendo DNA mitogenémico sugerem a ocorréncia de transferéncia horizontal
de genes entre espécies deste complexo ao longo do tempo possivelmente por
introgressao e analise filogenética sugere importante papel do fluxo génico na
histéria evolutiva dessas espécies (BRANKOVICS et al., 2020).

A identificacdo de espécies do FFSC tem sido possivel pelo estudo das
relacbes filogenéticas (O'DONNELL et al., 1998, 2000), enquanto dados
morfoldgicos, fisiologicos e ecoldgicos adicionais e dados sobre o comportamento
reprodutivo sdo tambeém incluidos na avaliagdo. A combinacéo desta estratégia tem
sido a mais utilizada e demonstra ser a mais eficaz para reconhecimento de
espécies do FFSC. Desta forma, a maioria das descricbes e definicbes das
espécies do FFSC tem sido realizada utilizando essas estratégias taxonémicas
integrativas (KVAS et al., 2009; ZELLER et al., 2003; DAYRAT, 2005; WILL et al.,
2005).

F. guttiforme e sua diversidade genética

Fgt faz parte do FFSC, um dos complexos de espécies mais bem estudados
em todo o mundo (KVAS et al., 2009). O estagio sexuado de Fgt ainda é
desconhecido em condicGes de campo e ele é assim chamado por possuir conidios
em forma de gotas nas extremidades de conidiéforos. Os macroconidios
apresentam paredes finas, delgadas e lisas a ligeiramente curvadas, a base tem
forma de pé afilando-se para a extremidade superior, trissepitados e raramente
encontrados em esporodoquios. Os microconidios sdo asseptados e
ocasionalmente com um septo, formados em falsas cabecas na extremidade de
conidiéforos, nunca em cadeias, e a partir de monofialides ou polifidlides. Essa
espécie nao produz clamidosporos (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Estudos anteriores com isolados de Fgt obtidos de algumas regides

produtoras de abacaxi ndo identificaram diferengas morfologicas e, por meio de



analise filogenética, revelaram auséncia de agrupamento de isolados de acordo
com aregiao de coleta (TSUJI, 2012). Por outro lado, ao estudar 40 isolados obtidos
em Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Paraiba e Sdo Paulo, Crespo (2010)
identificou 17 grupos de compatibilidade vegetativa (VCG). A diversidade de VCGs
em um Unico estado e a ocorréncia de varios VCGs com um Unico isolado
evidenciaram alta diversidade genética na populacdo de F. guttiforme. Segundo
Goes, (1986), F. guttiforme pode se reproduzir sexuadamente em laboratério, o que
da indicios de que a diversidade genética pode ser gerada por recombinacédo sexual

e que a reproducao sexuada esteja ocorrendo no campo para esta populacao.

Para Croll e Line (2016), a evolucdo do patdgeno pode torna-lo capaz de
causar doenca em novos genotipos da planta hospedeira tida como resistente ou
mesmo interagir e provocar doenca em outras espéecies, desta forma seu estudo
também é determinante na epidemiologia. Além disso, o movimento de plantas
hospedeiras geneticamente idénticas e patdgenos na agricultura entre os diversos
continentes, favorece o contato entre patdgenos locais e os introduzidos e por
consequéncia o surgimento de patégenos hibrido virulentos (MOLLER;
STUKENBROCK, 2017; ISLAM et al., 2016; BRASIER; KIRK, 2010; BRASIER,
2001)

Dentre os diferentes mecanismos evolutivos que podem moldar as
populacbes de microrganismos, tem-se como principais a mutacdo, a
recombinacdo e o fluxo génico. A mutacdo € a responsavel pelo surgimento de
novos alelos na populacdo, e por isso, pela geracdo de variabilidade. Ja a
recombinacdo é responsavel pelo rearranjo alélico, e ampliacdo da variabilidade
criada pela mutacéo. Estes importantes mecanismos evolutivos geralmente estao
ligados com o surgimento de individuos com diferencas no padrédo de viruléncia
e/ou agressividade (MILLER; JOHNSON 2000). Atribui-se ao fluxo génico a
responsabilidade pela introducdo de novos gendtipos do patdogeno em diferentes
areas, desta forma associada ao aumento da diversidade e diferencas na
patogenicidade pela introdug¢do de novas variantes de um patégeno (GOODWIN
1997; LINDE et al., 2010).

Apesar do reconhecimento de que variacées na resisténcia do hospedeiro,
e a viruléncia e agressividade do patdégeno sejam importantes para o entendimento

dos padrdes de infecgdes, poucos estudos buscam compreender a relagéo entre a
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estrutura genética da populacdo e a dinamica de doencas ou fatores que
influenciam na coevolucdo planta-patbgeno (BURDON; THRALL, 2008). Nos
ecossistemas naturais € rotina a interacdo entre plantas hospedeiras e patégeno e
iISSO permite que 0S processos coevolutivos acontecam de maneira dinamica.
Plantas procuram evoluir para evitar a superacdo de suas defesas pelo patégeno,
e este por sua vez evolui para suplantar os sistemas de defesa da planta. Esses
processos evolutivos culminam com a modelagem de variagdo gendmica e
populacional de plantas hospedeiras e patdégenos (MOLLER, M; STUKENBROCK,
2017). Em sistemas agricolas, essa selecdo de gendétipos da planta é artificial e em
cada estacdo de cultivo novos gendétipos podem ser estabelecidos para
desfavorecer ao patdégeno. Contudo, a substituicdo completa dos gendtipos em
confrontacdo com fatores de resisténcia do patdgeno podera provocar o surgimento
de novos gendtipos virulentos por causa da presséao de selecdo exercida (MOLLER,
M; STUKENBROCK, 2017; KANZAKI et al., 2012; DODDS et al., 2006; BARRETT
et al., 2009; BERGELSON et al., 2001).

Alguns fatores associados ao manejo, como também caracteristicas da
populacdo do patégeno podem reduzir a durabilidade da resisténcia. O plantio de
um unico gendtipo em extensas areas pode exercer uma pressao de selecao na
populacdo do patdégeno e, consequentemente, aumentar a frequéncia de isolados
capazes de suplantar a resisténcia (CAMARGO, 2018). Além disso, a selecao de
gendtipos no programa de melhoramento, quando ndo considera a variabilidade
genética, a agressividade diferencial dos isolados, bem como outras caracteristicas
das popula¢cdes do patdégeno, também pode resultar em uma menor durabilidade
da resisténcia (STAM; McDONALD, 2018).

Conhecer a estrutura genética de populacbes de patdégenos permite
compreender 0s processos evolutivos que moldaram a populacédo no passado e,
portanto, inferir sobre o potencial evolutivo e risco de suplantacédo de resisténcia
(McDONALD; LINDE, 2002). A caracterizacdo genética da populacéo de patégenos
deve ser realizada periodicamente, pois condicdes de cultivo, manejo adotado e a
introducdo de haplétipos em uma populacédo via transporte de material vegetal
infectado podem causar mudancas na estrutura genética e, consequentemente,
afetar o manejo de doencas baseado no controle genético. Estudos de
caracterizacdo molecular de populacdes de Fgt séo incipientes, as populagcdes

estudadas sdo pequenas e poucos estudos adotaram o uso de marcadores
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moleculares como ferramenta no estudo de diversidade. Para efeito de
melhoramento genético, € importante buscar fontes de resisténcia a fusariose no
Banco Ativo de Germoplasma - BAG de Abacaxi e conhecer a agressividade de
isolados no sentido de otimizar a selecdo de gendtipos tidos como resistentes e

garantir maior durabilidade da resisténcia em campo.

Filogenia molecular

E relevante a disponibilidade de ferramentas moleculares cada vez mais
sensiveis e capazes de identificar pequenas variacbes em populacdes de
microrganismos, bem como a identificacdo de espécies filogenéticas. Essas tem
sido fundamentais para aumentar o conhecimento de pesquisadores a respeito da
diversidade genética de fitopatdgenos de importancia na agricultura. Desta forma,
€ cada vez mais comum os estudos sobre o aumento e frequéncia de isolados mais
agressivos em sistemas agricolas onde o genétipo da planta hospedeira é
homogéneo e cultivado em larga escala.

Nos estudos filogenéticos, nem sempre a relagdo evolutiva entre os isolados
baseada em regides do DNA como o ITS, IGS entre outros, corresponde a relacao
biolégica, como a agressividade e viruléncia. A relacdo evolutiva baseada em
outras regides no genoma, como aquelas relacionadas a patogenicidade podem
ser mais congruentes com a relacéo biolégica.

Entre os muitos marcadores moleculares utilizados para reconstrucdo da
filogenia, as regides da segunda maior subunidade da RNA polimerase Il nuclear
(RPB2), a Actina (ACT), o fator de elongacéo -1a (TEF-1a) e B-Tubulina (Tub2), se
apresentam como sendo os mais usados em estudos taxondémicos de fungos,
especialmente do complexo grupo de espécies Fusarium fujikuroi — FFSC, bem
como em outros complexos do género Fusarium (GEISER et al. 2004;
KRISTENSEN et al. 2005). O estudo filogenético tem possibilitado a reconstrucéo
filogenética de organismos com representantes de diferentes areas geograficas,
bem como a investigacdo da historia evolutiva das espécies que estdo em
constantes interacdes simbioticas, ou em interacdes entre patdgeno e hospedeiro,
e de coevolucdo (SCHNEIDER, 2003). Segundo SUMMERELL (2019), a regido
espacadora interna transcrita do gene ribossémico ITS ndo deve ser recomendada

para identificagdo de espécies de Fusarium porque ela é pouco informativa sobre
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grande parte das espécies desse género. Ele também recomenda o uso
do gene TEF-1a como cédigo de barras de rotina para a identificacdo de Fusarium
sp. especialmente no FFSC, além de incentivar 0 sequenciamento
de RPB1 e RPB2 para corroborar essa identificacdo pois eles atuam em todo o

espectro do género. Neste estudo foram utilizados estes ultimos genes e mais -

tubulina para identificacdo das espécies isoladas.

Foi objetivo deste trabalho conhecer a agressividade e as espécies de
Fusarium nas populacbes amostradas como subsidio ao programa de
melhoramento do abacaxizeiro desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa de
Mandioca e Fruticultura da Embrapa. Para tornar possivel o proposto, as acfes

foram divididas em etapas como a seguir:

Etapa 1 - Colecéo e estudos de patogenicidade e agressividade entre isolados

de Fusarium spp e abacaxizeiro ‘Pérola’

1.1. Estabelecer uma colecéo representativa de isolados de Fusarium spp a partir

de coletas de plantas doentes em areas de plantio comercial de abacaxi no Brasil

1.2. Testar a patogenicidade e avaliar a agressividade com identificacdo dos
isolados mais agressivos da colecao de isolados de Fusarium spp em abacaxizeiro

‘Pérola’

Etapa 2 — Caracterizar molecularmente isolados de Fusarium spp de diferentes

regides produtoras do Brasil

2.1. Ildentificar, por meio de filogenia, as espécies de Fusarium associadas a
fusariose do abacaxizeiro como subsidio ao programa de melhoramento do
abacaxizeiro desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e

Fruticultura da Embrapa.
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PATOGENICIDADE E AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Fusarium spp
SOBRE MUDAS DE Ananas comosus var comosus

CULTIVAR PEROLA?

11 Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico Tropical Plant
Pathology em verséo na lingua inglesa.



PATOGENICIDADE E AGRESSIVIDADE DE Fusarium spp. SOBRE MUDAS DE
Ananas comosus var comosus CULTIVAR PEROLA

Autor: César Marques Borges Querino
Orientador: Carlos Augusto Doérea Braganca

Resumo: A fusariose é a maior ameaca fitossanitaria ao cultivo do abacaxi no
Brasil. Seu agente causal, o fungo Fusarium guttiforme € um patégeno agressivo e
estudos comparativos sobre o perfil de agressividade de gendtipos representativos
de diversidade climatica do Brasil sdo escassos. Este trabalho objetivou testar a
patogenicidade e caracterizar agressividade de diversas espécies monospoéricas de
Fusarium isoladas de plantas doentes oriundas de 10 estados produtores de
abacaxi de diferentes regides do pais. Todos os 192 isolados tiveram sua
patogenicidade e agressividade avaliadas pela inoculagdo de suspensdo na
concentracdo de 10°conidios.mlt em mudas de abacaxi ‘Pérola’ mantidas em casa
de vegetacdo. Semanalmente foi avaliado o progresso da doenca mediante
contagem de plantas mortas por tratamento e sintomas de parte aérea utilizando
escala de notas adaptada. Aos 90 dias apos inoculacéo (DAI), a base do caule foi
cortada longitudinalmente para avaliar a severidade da doenca. Aos 13 DAI 97,73%
dos isolados ja haviam provocado sintomas foliares nas mudas. A patogenicidade
de isolados de Fusarium spp. foi confirmada para 172 isolados. Considerando
variaveis como a area abaixo da curva de progresso da doencga, o indice de doenca
externo e interno os isolados foram distribuidos em trés grupos de similaridade pelo
método UPGMA. No agrupamento 1 foram estabelecidos os 39 isolados de maior
agressividade, identificados nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais,
Paraiba, Par4d, S&o Paulo e Tocantins. Houve significativa variacdo na

agressividade dos isolados.

Palavras chave: agressividade, Fusarium spp, fusariose



PATHOGENICITY AND AGGRESSIVENESS OF Fusarium spp. ON PLANTLETS
OF Ananas comosus var comosus CULTIVAR PEROLA

Author: César Marques Borges Querino
Advisor: Carlos Augusto Dorea Braganca

Abstract: Fusarium disease is the most serious phytosanitary threat to pineapple
cultivation in Brazil. Its causal agent, the fungus Fusarium guttiforme is an
aggressive pathogen, however comparative studies on the aggressiveness profile
of representative genotypes of climatic diversity in Brazil are scarce. This work
aimed at testing the pathogenicity as well as characterizing aggressiveness of
several monosporic Fusarium species isolated from diseased plants from 10
pineapple producing states from different regions of Brazil. All 192 isolates had their
pathogenicity and aggressiveness evaluated by inoculating a suspension,
concentration of 10°conidia.ml, in -pineapple plantlets of cultivar Pérola kept under
greenhouse conditions. The disease progress was evaluated weekly by counting
the dead plants per treatment and shoot symptoms using an adapted grading scale.
At 90 days after inoculation (DAI), the base of the stem was cut longitudinally to
assess disease severity. At 13 DAI 97.73% of the isolates had already caused leaf
symptoms in the seedlings. The pathogenicity of Fusarium spp. isolates was
confirmed for 172 isolates. Considering variables such as the area under the
disease progress curve, the external and internal disease index, the isolates were
placed in three similarity groups based on the UPGMA method. Groupl was
composed by the 39 most aggressive isolates. Those isolates were from the states
of Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Paraiba, Par4, Sdo Paulo and Tocantins.

There was significant variation in the aggressiveness of the isolates.

Keywords: aggressiveness, Fusarium spp., fusariosis
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var comosus ((L.) Merril) Coppens & Leal))
€ planta cultivada comercialmente nas regifes tropicais e subtropicais do mundo,
sendo o Brasil o terceiro maior produtor da fruta (FAO, 2019). No Brasil a producéo
de abacaxi é constantemente ameacada por doencas tais como fusariose e a
podridédo negra do fruto causadas pelos fungos F. guttiforme Nirenberg e O'Donnell
1998 e Thielaviopsis paradoxa, respectivamente. A fusariose pode causar perdas
de até 80% da cultura no campo se constituindo na doenca mais destrutiva e
ameacadora ao cultivo da espécie e responsavel pelas maiores perdas de producéo
no mundo (PLOETZ, 2006).

Toda a planta exibe sintomas da doenca, principalmente os frutos que
exibem exsudacdo de uma substancia gomosa através da cavidade floral,
apodrecimento da polpa e presenca de resina nos l6culos do ovario. Além disso,
ocorre curvatura do caule, morte da regido apical, encurtamento das folhas,
alteracao na filotaxia, reducéo no desenvolvimento, clorose e morte da planta. Tudo
isto provoca completa e imediata perda do valor comercial da fruta (MATOS et al,
2012).

A disseminacao da doenca ocorre por meio de mudas contaminadas, vento,
agua da chuva, insetos e passaros. Seu manejo é baseado principalmente no uso
de material propagativo sadio, protecdo das inflorescéncias com fungicidas e
variedades resistentes (VENTURA; GOES, 2016).

F. guttiforme (Fgt) esta presente no Brasil e também em outros paises da
América do Sul incluindo Argentina, Uruguai, Paraguai, Bolivia, Venezuela e Cuba
(PLOETZ, 2006). No Brasil a doenca foi observada pela primeira vez em Séo Paulo
em 1964 em plantas da variedade Smooth Cayenne (KIMATI;TOKESHI, 1964). De
acordo com Matos et al, (2012) e Ventura e Goes, (2016), o fungo € patogénico

apenas ao abacaxizeiro e apresenta um elevado grau de especificidade.

E sabido que os diferentes mecanismos evolutivos como a mutacéo e a
recombinacdo geralmente estdo ligados com o surgimento de individuos com
diferencas no padrao de viruléncia e/ou agressividade (MILLER; JOHNSON 2000).

Enquanto o fluxo génico € responsavel pela introdugdo de novos gendtipos do
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patégeno em diferentes areas, desta forma associada a aumento da diversidade e
diferencas na patogenicidade pela introducéo de novas variantes de um patégeno
(GOODWIN 1997; LINDE et al., 2010). Além disso, a selecdo de genotipos no
programa de melhoramento, quando n&o considera a variabilidade genética, a
agressividade diferencial dos isolados, bem como outras carateristicas das
populacdes do patdégeno, também pode resultar em uma menor durabilidade da
resisténcia.

Diante disso, este trabalho objetivou testar a patogenicidade e avaliar a
agressividade e de isolados de Fgt em mudas de abacaxizeiro ‘Pérola’ a partir de
uma colecéo representativa de isolados das principais regides de producao de
abacaxi do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Avaliacdo da patogenicidade e agressividade dos isolados de Fgt frente a

mudas de abacaxi ‘Pérola’

Os trabalhos de pesquisa foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia,
Telado, Viveiro a céu aberto, Casa de vegetacdo e na Camara de crescimento do
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da Embrapa no municipio
de Cruz das Almas — BA.

Amostragem de plantas, isolamento, cultivo e preservacao de Fgt -
Foram coletadas folhas, mudas tipo filhote, frutos e plantas inteiras de abacaxizeiro
com sintomas de fusariose em diferentes areas de producao nacional (Figura 1).
Para coleta dos 6rgaos foram selecionadas pelo menos trés plantas doentes por
area georreferenciada. Fragmentos de tecidos sintomaticos foram desinfestados
em solucao de hipoclorito de sddio a 0,5% por 1min, lavagem em alcool 70% por 1
min e a seguir lavados em agua destilada esterilizada — ADE por trés vezes
(MENEZES; OLIVEIRA,1993).
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Fonte: Querino (2021)

Figura 1. Mapa de localidades do Brasil amostradas com o nimero de isolados indicados por cada estado. M
— municipio. G —isolados. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

Os isolados foram cultivados em meio de cultura batata, dextrose e agar -
BDA durante dez dias a temperatura de 25+2° C e fotoperiodo de 12 horas. As
culturas com caracteristicas tipicas de Fusarium foram transferidas para meio agar-
agua para obtencado de culturas monospéricas. Para a continuidade dos estudos
sobre a estrutura populacional do fungo, os isolados foram preservados pelos
meétodos de Castellani (CASTELLANI, 1939) e tiras de papel-filtro esterilizadas e
armazenados na Micoteca do Laboratério de Fitopatologia do Centro Nacional de

Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da Embrapa (Figura 2).
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Isolamento e cultivo de Fusarium spp.

Lavagem, e

remogdode | H 1 | 1

fragmentos ) — — ——

da planta — —] — | [ 4
| —1 /&
®_=
A
Alcool (70%) NaClO (0,5%) A.D.E.
Desinfestagdo e isolamento Observagao morfoldgica

Cultivo monospdrico e preservagao de Fusarium spp.

Figura 2. Etapas do Isolamento do fungo. A - Recepgéo amostras; B - Fruto doente; C -Fragmentos com micélio
de Fgt; D e E: Desinfestagdo em alcool, Hipoclorito e ADE; F-:Fragmentos repicados para BDA. . Etapas da
preservacgéo do fungo. A- Cultivo monospérico; B-Preservacédo por Castellani: C - Preservagdo por Tiras de
papel filtro. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

A caracterizacdo do microrganismo foi realizada a partir dos atributos macro
e micromorfologicos das culturas puras isoladas (NIRENBERG; O'DONNEL, 1998).
Os individuos identificados como Fusarium spp. foram submetidos ao teste de

patogenicidade de acordo com método estabelecido por Santos et al. (2002).

Producéo e preparo das mudas - As mudas foram produzidas pelo método
de seccionamento do caule de plantas de abacaxi ‘Pérola’ sadias (MATOS et al.,
2009) colhidas em areas de cultivo na regido do Centro-Norte, Recdncavo e Baixo
Sul da Bahia. Elas foram desfolhadas e os caules foram seccionados
longitudinalmente e tratados com inseticida Evidence ® e fungicida Nativo ® antes
do plantio em canteiro com substrato a base de terra vegetal e esterco bovino
curtido (Figura 3). As plantulas com cerca de 5cm de altura foram entéo transferidas
para bandejas plasticas contendo 56 tubetes com substrato a base de fibra de coco
e mantidas em telado 50% de sombra sob irrigacdo até atingirem altura de 15 a 20
cm quando foram inoculadas com os isolados de Fusarium spp. Para a inoculacgéo,
as mudas de abacaxizeiro ‘Perola’ foram retiradas do substrato, tiveram suas raizes
lavadas, cortados o0 excesso e a base perfurada em quatro pontos equidistantes

por um instrumento perfurador de 2mm de diametro até uma profundidade de 1cm.
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= Producao de mudas método melhorado de secgéo do caule

Figura 3. Etapas do produgéo de mudas por sec¢éo do caule. A:- Plantas de abacaxi com folhas; B:- Remoc¢ao
de folhas; C-Corte longitudinal no talo; D-Feixes de talos tratados com fungicida+inseticida; E- Plantio de talos
em canteiro; F-Brotagdo de talos em canteiro; G- Visdo geral de mudas transplantadas em telado. UFRB, Cruz
das Almas, BA, 2021

Preparo do inéculo e Inoculacéo. A suspenséao conidial foi obtida a partir
de colénias monospdricas do fungo, cultivados em placas de Petri contendo 0 meio
BDA e incubadas em BOD por dez dias a temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de
12 h. Apos esse periodo, foi adicionada uma aliquota de 20 ml de ADE a placa de
Petri para liberacao de esporos com auxilio de escova de cerdas macias. O material
suspenso foi filtrado em dupla camada de gaze esterilizada e ajustada a
concentracdo em hemacitobmetro para 10° conidios.ml. A inoculacdo das mudas
ocorreu conforme metodologia proposta por Matos (1978). As mudas previamente
preparadas tiveram sua base imersa em suspensao conidial por 3 min. A seguir,
elas foram replantadas em tubetes com substrato a base de fibra de coco
esterilizado e mantidas em condi¢cdes de controle de temperatura em casa de

vegetacao a 25° C (Figura 4).
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inoculagdao com isolados Fusarium spp DIC com 192 isolados e
cinco repeticoes

Preparo do inéculo

; Coleta e
Cultivo do fungo diluicéo do
por 10 dias em inéculo

BDA @

Determinagédo da
concentragé@o 1 x 10°
conidios.ml-!

Figura 4. Processo de preparo de in6culo e inoculagdo de mudas de abacaxi cultivar Pérola. A - Perfuragdo
de mudas; B-C -Mudas organizadas/tratamento; D - Indculo pronto em bandejas; E - Mudas mergulhadas em
bacias com suspenséo; F - Plantas inoculadas mantidas em casa de vegetacdo por 90 DAI. UFRB, Cruz das
Almas, BA, 2021

A severidade da doenca foi avaliada aos 90 dias ap6s a inoculacao (DAI),
guando as mudas inoculadas foram retiradas do substrato e seccionadas
longitudinalmente, na regido mediana, para avaliacdo da lesdo (Figura 5). Foram
atribuidas notas ao tamanho da lesao na base do caule, segundo a escala adaptada
de Rohrbach e Johnson (2003): zero = sem sintomas; 1 = 1 a 2% de necrose da
base do caule; 2 = necrose de 3 a 5% da base do caule; 3 = necrose de 6 a 10%
da base do caule; 4 = necrose de 11 a 25% da base do caule; 5 = necrose de 26 a
50% da base do caule; 6 = necrose de 51 a 100% da base do caule (Figura 5 e 6).
Esses dados permitiram calcular o indice de doenca interno/severidade de ataque
por meio da formula de Mckinney, como a seguir: IDI =X [(grau da escala X
frequéncia) / (N° de plantas x grau maximo)] x 100 (McKINNEY, 1923). Para
completar os postulados de Koch, procedeu-se o ré-isolamento e cultivo do
patdgeno em meio de cultura BDA para avaliacdo das suas caracteristicas
morfolégicas para confirmacdo do agente causal. O delineamento utilizado foi o

inteiramente casualizado - DIC com 192 isolados e cinco repeti¢cdes por isolado.
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Figura 5. Processo de avaliagdo de patogenicidade de isolados flngico em mudas de abacaxi cultivar Pérola.
A- Muda identificada com tratamento; B-Retirada da muda do tubete; C-D Retirada do substrato e raizes; E-F-
Corte longitudinal na base da muda base exposta; G-I- Sintoma de necrose na base da muda. UFRB, Cruz das

Almas, BA, 2021

Reisolamento do
fungo

Observagoes
microscopicas

Postulados de
Koch

Escala de notas de
Rohrbach & Johnson
adaptada

0 = sem sintomas;

1 =1 a 2% de necrose

2 =necrose de 3a 5%

3 = necrose de 6 a 10%

4 =necrose de 11 a 25%
5 = necrose de 26 a 50%
6 = necrose de 51 a 100%

Figura 6. Representacdo da escala de notas adaptada de Rohrbach & Johnson (2003) adotada para medigao
das lesdes para avaliar a severidade da fusariose em mudas de abacaxizeiro cultivar Pérola inoculadas. A(0)
= sem sintomas; B(1) = 1 a 2% de necrose da base do caule; C(2) = necrose de 3 a 5% da base do caule; D(3)
= necrose de 6 a 10% da base do caule; E(4) = necrose de 11 a 25% da base do caule; F(5) = necrose de 26
a 50% da base do caule; G(6) = necrose de 51 a 100% da base do caule. UFRB, Cruz das Almas, BA 2021
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A agressividade dos isolados foi avaliada semanalmente apos o periodo de
incubacao do patdgeno até os 90 DAI. Foram anotadas a expresséo dos sintomas
externos, observando-se seca das folhas basais, amarelecimento e clorose foliar,
seca de extremidade das folhas, retorcimento de folhas, alteragéo de filotaxia, ‘olho
aberto’, folhas centrais soltas e o nUmero de mudas mortas por tratamento, a cada
semana. Adotou-se um sistema de escala de notas adaptada de Rohrbach &
Johnson (2003), onde, 0 = auséncia de sintomas; 1 = seca de folhas
basais/intermediérias; 2 = seca de extremidade folhas; 3 = retorcimento de folhas;
4 = alteracao de filotaxia; 5 = morte de regido apical. A partir dos dados de sintomas
externos coletados semanalmente foi calculado o indice de doenga externo (IDE)
de McKinney utilizando a formula a seguir: IDE =% [(grau da escala x frequéncia) /
(N° de plantas x grau maximo)] x 100 (McKINNEY, 1923). Para o céalculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca — AACPD, foram utilizados dados

coletados dos 13 aos 90 DAI baseados no IDE (Figura 7).

12 Avaliagdes com intervalos de 7 dias, cada.

Término das
avaliagoes:

90 DAI
A 4
IDE:

Progressao da agressividade dos isolados (Escala de notas adaptada de Rohrbach & Johnson)

g —~ B v '
N 9 | 7
s

AACPD

Inicio das
avaliagcoes ID =X [(grau da escala x
frequéncia) / (N° de
plantas x grau maximo)] x
100 (McKINEY, 1923)

13 DAI

Figura 7. Representacdo da escala de notas adaptada de Rohrbach & Johnson (2003) adotada para avaliar a
agressividade da fusariose em mudas de abacaxizeiro cultivar Pérola inoculadas. A(0) = auséncia de sintomas;
B(1) = seca de folhas basais/intermediarias; C(2) = seca de extremidade folhas; D(3) = retorcimento de folhas;
E(4) = alteracéo de filotaxia; F(5) = morte de regido apical. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

O delineamento utilizado foi um DIC com 192 isolados e cinco repeti¢cdes. A
partir dos resultados, foram realizadas analises multivariadas de agrupamentos
com 172 isolados patogénicos visando agrupar aqueles semelhantes em relagéo
as variaveis IDE, IDI e AACPD. Grupos foram formados a partir da medida de
dissimilaridade Euclidiana e a seguir identificada a similaridade entre os grupos pelo

método Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages-UPMGA no
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programa R visando agrupar os genoétipos semelhantes em relacdo as variaveis

citadas.

A validacdo dos agrupamentos foi determinada pelo coeficiente de
Correlacdo cofenética (CCC). A AACPD, o indice de doenca interna e externa
seguiram de acordo os pacotes Factoextra e ade4 do software estatistico R. Para
analise de componentes principais foi utilizado o pacote FactoMineR. Para o
namero ideal de clusters, foi utilizado o pacote NbClust do softwere R. As analises
foram realizadas pelo programa estatistico R (R CORE TEAM, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados monosporicos utilizados representam regides com diferentes
caracteristicas edafoclimaticas do Brasil assim distribuidas com exemplares dos
estados da Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins (Figura 1). Para Summerell et al (2010) e
Karim et al (2016), a geografia, o clima e o hospedeiro podem ser excelentes
parametros para informar sobre a origem de muitas espécies de Fusarium.
McDonald e Linde (2002), acrescentam que para o estudo detalhado e de maior

impacto desse género, € necessaria uma amostragem geografica ampla.

Agressividade / Patogenicidade

Um conjunto de 192 isolados de Fusarium spp. foram testados quanto a
patogenicidade e avaliados quanto a agressividade em mudas de abacaxizeiro
‘Pérola’. Apenas 172 dos isolados demonstraram ser patogénicos na medida que
provocaram sintomas tipicos externos e internos da doenca, verificados
semanalmente e aos 90 DAI mediante sintomas na parte aérea e corte longitudinal
da base do caule, respectivamente. 78 isolados foram capazes de provocar a morte

de mudas. Os sintomas tipicos ndo foram vistos nas mudas controle com ADE.

De acordo com o método de agrupamento UPGMA, os isolados foram
distribuidos em trés grupos. No grupo 1, estdo isolados de maior agressividade
(22,67%), no grupo 2, os de agressividade intermediaria (38,96%) e no grupo 3 0s
de menor agressividade.(38,37%) dos isolados O isolado CMF-0660 apresenta-se
em destaque, pois foi também o que apresentou 100% de mudas mortas, maior IDI,
IDE e AACPD. O estado da Bahia se destacou com 38,46% dos isolados, Para
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12,82%, Espirito Santo 12,82%, Paraiba 15,38%, Minas Gerais 10,26%, Sao Paulo
7,70% e Tocantins 2,56%. Logo, 51,28% dos isolados mais agressivos tém origem
no Nordeste, 30,77% no Sudeste e 17,95% no Norte do pais (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Grupos de isolados de acordo com a agressividade ao abacaxi ‘Pérola’

Agrupamento Isolados de Fusarium spp.* (CMF)

0516, 0517, 0537, 0580, 0570, 0571, 0573, 0579, 0582, 0589, 0628, 0660,
0667, 0690, 0603, 0518, 0526, 0525, 0569, 0515, 0534, 0521, 0522, 0581,
0591, 0629, 0655, 0656, 0702, 0523, 0710, 0565, 0566, 0712, 0705, 0700,
0583, 0538 e 0708

0614, 0647, 0682, 0543, 0590, 0633, 0519, 0670, 0557, 0627, 0696, 0542,
0575, 0520, 0540, 0554, 0558, 0559, 0560, 0561, 0562, 0563, 0564, 0572
0577, 0578, 0587, 0588, 0604, 0605, 0606, 0607, 0608, 0612, 0619, 0620,
0651, 0658, 0661, 0671, 0673, 0674, 0678, 0689, 0584, 0631, 0641, 0711,
0508, 0609, 0613, 0654, 0687, 0694, 0695, 0704, 0709, 0713, 0714, 0691
0693, 0706, 0675, 0697, 0716, 0718, 0596

0535, 0541, 0616, 0683, 0639, 0646, 0630, 0680, 0637, 0638, 0632, 0533,
0681, 0568, 0524, 0530, 0544, 0545, 0546, 0547, 0548, 0549, 0550, 0551,
0552, 0555, 0556, 0574, 0585, 0586, 0592, 0593, 0594, 0595, 0598, 0600,
0615, 0617, 0618, 0621, 0622, 0623, 0624, 0634, 0635, 0645, 0650, 0659,
0664, 0668, 0669, 0676, 0677, 0504, 0553, 0626, 0513, 0685, 0699, 0707
0715, 0722, 0644, 0625, 0636, 0642.

CMF-isolados da micoteca do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da Embrapa obtidos
de Ananas comosus var comosus. * As informag6es dos isolados foram detalhadas na tabela 2.

Houve uma diversidade de sintomas na parte aérea das plantas que
inicialmente se caracterizaram por amarelecimento e secamento de folhas basais
finalizando com seca total e morte das plantas. Observou-se uma variacdo na
agressividade dos isolados como revelado pelas variaveis IDE, IDI e AACPD. Aos
13 DAl 97,73% dos isolados ja provocaram sintomas foliares nas mudas.
Resultados semelhantes obtiveram Burlakoti et al, 2012, ao testarem a
patogenicidade e viruléncia de F. graminearum, F. oxysporum e Fusarium sp. nov.
sobre mudas de beterraba. Esses autores concluiram que isolados mais virulentos
de cada espécie induziram sintomas foliares mais cedo do que os isolados menos
virulentos. Essa variacdo na agressividade entre isolados pode estar associada a
a uma possivel diversidade de gendétipos envolvidas. As espécies de Fusarium

produzem diferentes micotoxinas envolvidas na patogénese. Por exemplo F.
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ananatum e F. proliferatum podem produzir fumonisinas B1-B3 (FUM),
beauvericina (BEA) e moniliformina (MON), que de maneira geral atuam direta ou
indiretamente na patogénese rompendo membranas plasmatica, alterando
apoptose, interrompendo sinalizag&o celular e inibindo crescimento de plantas. F.
oxysporum produz apenas MON. Cada enzima atua em um ou mais processos
fisiologicos da planta (PERINCHERRY et al, 2019; BARRAL et al, 2020). Logo,
pode ser que as trés micotoxinas de Fp o deixem em vantagem na patogénese em
relacdo a Fo. Assim pode ser que a variagao na severidade da doenca seja uma
expressao da diversidade genética dos isolados em estudo.

Considerando-se os resultados obtidos pela analise dos componentes
principais, os dois primeiros componentes responderam por 99,4% da variacao
total, em que o CP 1 foi responsavel por 90,0% e o CP 2, por 9,40% das variacdes
dos dados. A analise de componentes principais permite inferir que houve uma alta
estimativa de correlacédo de IDE e AACPD com o CP1 e IDI tendo maior contribuicéo
no PC2. De maneira geral as trés variaveis contribuiram positivamente para
determinar a agressividade dos isolados, porém as variaveis IDE e AACPD estéao
mais proximamente correlacionadas nessa resposta e com vetores mais proximos
ao eixo do PC1, o que significa que os isolados com altos valores de AACPD,
tendem a apresentar também altos valores de IDE (Figura 8). De maneira geral, 0
IDE, AACPD e IDI estdo explicados quase que 100% nos dois primeiros

componentes.

O dendograma relacionado a analise das variaveis citadas esta
representado na figura 9. A analise acurada da Tabela 1, sugere uma relacdo
correspondente direta entre o IDI, IDE e a AACPD dos isolados, ou seja, de maneira
geral quanto maior a area necrosada na base do caule, maior foi a intensidade de
sintomas na parte aérea da muda. Para Askun (2018), necrose dos tecidos esta

diretamente relacionada com a severidade da espécie de Fusarium.
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Figura 8. Grafico do componente principal 1 x componente principal 2 sobre as variaveis AACPD X
IDE X IDI pela PCA. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021
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Figura 9. Dendograma gerado pela andlise de agrupamento pelo método UPGMA com distribui¢céo de isolados em grupos de agressividade de fusariose sobre mudas de
abacaxi cultivar Pérola. G1-Grupo de isolados mais agressivos. G2-Grupo de isolados medianamente agressivos. G3-Grupo de isolados menos agressivos. A linha pontilhada
representa o nivel de fusé@o entre os grupos. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021



Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,
area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

Caédigo

isolados( Hospedeira* TeC|do| Origem Latitude Longitude IDE*  M* IDI* AACPD* C*
CMF?) vegetal
0515 ACC Filhote CNPMF-BA 12°40'39” S 39906'23” W 647 40 76,67 5124 1
0534 ACC Filhote  C. Araguaia-PA 7°33 40"S 49°30° 37°0 60,3 60 8333 4858 1
0535 ACC Filhote  C. Araguaia-PA 7° 33’ 40°S 49°30° 37°0 181 Nd 361 644 3
0537 ACC Fruto Lencéis-BA 12033'45.33’S  41°23'38.99°0O 88,0 100 100,00 7126 1
0541 ACC Fruto Lencois-BA 12033'45.33’S  41°23'38.99°O 280 0 36,67 2262 3
0570 ACC Filhote ltaberaba-BA 12003'32.86"S  40°14'46.24°0 63,0 100 100,00 5374 1
0571 ACC Filhote Frutal-MG 20°1’ 38.00"S 48°57°2.66°0 76,7 100 100,00 6504 1
0579 ACC Foha  Marataizes-ES 21° 04’ 06”S 40°53 07" W 70,7 100 100,00 6000 1
0582 ACC Foha  Marataizes-ES 21° 04’ 06”S 40°53 07”W 64,3 100 100,00 5482 1
0589 ACC Filhote Frutal-MG 20°1’ 38.00"S 48°57'2.66°0 84,7 100 100,00 6832 1
0591 ACC Filhote Frutal-MG 20°1’ 38.00"S 48°57'2.66°0 68,0 40 100,00 5522 1
0614 ACC Folha S. Felix-BA 12040'25” S 39°41'15” O 440 20 66,67 3496 2
0616 ACC Folha S. Felix-BA 12040'25” S 39°41'15” O 263 0 3333 2152 3
0647 ACC Coroa  Ourolandia-BA  10°.39'.50,4’S 41°12°09°W 397 O 60,00 3160 2
0682 ACC Nd Turiacl-MA 45° 22' 17"W 1°39' 48" S 350 40 76,67 2974 2
0629 ACC Base Ourolandia-BA  10°.39'.50,4"S 41°12' 0,9°"W 710 20 9333 5772 1

caule
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Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,
area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (continuacéo). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

codigo o hedeirar 1 ocido Origem Latitude Longitude IDE* M*  IDI*  AACPD* C*
isolados vegetal
0660 ACC Fruto Itapororoca-PB 6° 45’ 29"S 35° 17 40"W 88,7 100 100,00 7196 1
0628 ACC Base caule Ourolandia-BA 100.39'.50,4”’S 41°12’ 0,9"W 87,3 100 100,00 7112 1
0543 ACC Folha CNPMF-BA 12°40°'39” S 39°06'23” W 39,0 0 100,00 3014 2
0683 ACC Nd S&o Luis-MA 44° 18 09"W 2°31' 47'S 30,0 0 50,00 2516 3
0580 ACC Folha Marataizes-ES 21° 04’ 06”S 40° 53’ 07" W 81,0 100 100,00 6496 1
0526 ACC Rebentdo C. Araguaia-PA 7° 33 40"S 49° 30’ 37’0 60,0 80 86,67 5110 1
0639 ACC Caule Ourolandia-BA 10°.39'.50,4’S 41°12’ 0,9"W 26,0 0 26,67 2012 3
0590 ACC Filhote Frutal-MG 20°1’ 38.00"S 48° 57’ 2.66"0 48,0 60 86,67 4042 2
0646 ACC Filhote Ourolandia-BA 10°.39°.50,4"S 41°12’ 0,9'W 31,0 0 50,00 2442 3
0633 ACC Filhote Ourolandia-BA 10°.39°.50,4"S 41°12’ 0,9'W 46,0 20 70,00 3650 2
0630 ACC Filhote Ourolandia-BA 10°.39°.50,4"S 41°12’ 0,9'W 10,3 20 70,00 870 3
0680 ACC Nd TuriagU-MA 45° 22° 17"W 1° 39’ 48’S 32,7 0 56,67 2640 3
0573 ACC Filhote Frutal-MG 2001’ 38.00"S 48° 57 2.66"0 84,7 100 100,00 6860 1
0637 ACC Fruto Ourolandia-BA 10°.39°.50,4"S 41°12’ 0,9°'W 31,0 20 43,33 2810 3
0638 ACC Fruto Ourolandia-BA 10°.39°.50,4"S 41°12’ 0,9'W 24,3 0 36,67 2530 3
0525 ACC Rebentdo C. Araguaia-PA 7° 33 40°S 49° 30’ 3770 71,3 80 100,00 6082 1
0519 ACC Coroa CNPMF-BA 12°40°'39” S 39°06'23” W 42,7 0 80,00 3426 2
0569 ACC Filhote Itaberaba-BA 12023'32.86”S 40°14°46.24°0 69,0 80 93,33 5888 1
0670 ACC Filhote Umburanas-BA 10°36'13.7°S 41°19'24.48"0 12,3 40 90,00 4168 2
0667 ACC Filhote Arﬂggi‘)‘ﬁg'o \?VZ?Z e é}l:i,, 47956'544°W 81,0 100 100,00 6524 1
0557 ACC Folha CNPMF-BA 12°40°'39” S 39°06'23” W 33,3 0 90,00 2610 2
0632 ACC Base caule Ourolandia-BA 100.39'.50,4”’N 41°12’' 0,9"W 30,3 0 43,33 2446 3
0581 ACC Folha Marataizes-ES 21° 04’ 06”S 40°53’ 07" W 60,3 20 100,00 4840 1
0533 ACC Filhote C. Araguaia-PA 7° 33 40"S 49° 30’ 37°0 19,0 0 16,67 1590 3
0681 ACC Nd Chapadinha-MA  43° 21’ 37"W 3° 44’ 31"S 16,3 0 30,00 1406 3




Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,

area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (continuacéo). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

iscé)l(:l:jg(;)s Hospedeira* Tecido vegetal Origem Latitude Longitude IDE* M* IDI* AACPD* C*
0627 ACC Filhote Ourolandia-BA 10°39’.50,4”N 41°12’0,9°"W 50,0 100 100,00 4232 2
0696 ACC Filhote Eunapolis-BA 16°10'08.1"S 39°22’13.6"W 45,0 80 80,00 3564 2
0690 ACC Filhote Eunapolis-BA 16° 10'08.1"S 39°22’13.6"W 70,3 100 100,00 5642 1
0516 ACC Filhote CNPMF-BA 12°40’39” S 39°06'23” W 84,87 100 100,00 6860 1
0517 ACC Fruto(344xSC11) CNPMF-BA 12°40’39” S 39°06'23” W 69,0 100 100,00 5878 1
0518 ACC Fruto(344xSC11) CNPMF-BA 12°40’39” S 39°06'23” W 72,0 80 100,00 6120 1
0542 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 427 20 100,00 3342 2
0568 ACC Filhote Itaberaba-BA 12023'32.86"S  40°14°46.24’0 30,0 0 46,67 2404 3
0575 ACC Filhote Itaberaba-BA 12023'32.86"S  40°14'46.24’0 39,7 40 86,67 3328 2
0520 ACC Fruto(344xSC11) CNPMF-BA 12°40’39” S 39°06'23” W 50,0 40 93,33 3958 2
0521 ACC Rebentéo C. Araguaia-PA 7° 33’ 40"S 49° 30’ 3770 69,7 60 100,00 5566 1
0522 ACC Rebentéo St2 Terezinha-PB  6° 44’ 16.18” 3507 46.1770 61,0 20 100,00 4882 1
0524 ACC Rebentéo C. Araguaia-PA 7° 33’ 40"S 49° 30’ 3770 20,7 0 60,00 1702 3
0530 ACC Filhote C. Araguaia-PA 7° 33’ 40"S 49° 30’ 3770 7,3 0 6,67 596 3
0538 ACC Fruto Lencéis-BA 12°33'45.33"S  41°23'38.99'0 57,7 60 100,00 4574 1
0540 ACC Fruto Lencéis-BA 12°33'45.33"S  41°23'38.99'0 37,0 40 83,33 2936 2
0544 ACC Folha CNPMF-BA 12°40’39” S 39°06'23” W 30,0 20 36,67 2446 3
0545 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 33,0 0 50,00 2642 3
0546 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 37,3 0 53,33 2992 3
0547 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 26,3 0 36,67 2138 3
0548 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 37,0 0 46,67 2992 3
0549 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 353 20 53,33 2824 3
0550 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 31,7 0 40,00 2572 3
0551 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 26,7 0 30,00 2194 3
0552 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39” S 39°06'23” W 27,7 0 30,00 2278 3
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Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,
area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (continuacéo). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

(Codigo Hospedeira* Tecido Origem Latitude Longitude IDE* M* IDI* AACPD* C*
isolados vegetal
0554 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 42,0 0 53,33 3432 2
0555 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 33,0 0 46,67 2656 3
0556 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 25,3 0 30,00 2082 3
0558 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 33,3 0 80,00 2670 2
0559 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 40,7 40 70,00 3258 2
0560 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 53,0 40 96,67 4196 2
0561 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 34,7 0 86,67 2712 2
0562 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 39,0 0 90,00 3046 2
0563 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 28,3 0 73,33 2248 2
0564 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 46,0 20 83,33 3520 2
0565 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 58,3 20 100,0 4630 1
0566 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 62,3 0 100,0 4966 1
0572 ACC Filhote Itaberaba-BA 12023'32.86"S 40°14'46.24"0 38,3 20 83,33 3034 2
0574 ACC Filhote  Itaberaba-BA 12023'32.86"S 40°14'46.24"0 24,7 0 23,33 2054 3
0577 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 29,7 0 83,33 2348 2
0578 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 32,7 0 73,33 2614 2
0585 ACC Folha Marataizes-ES 21°04' 06"S 40°53' 07" W 15,7 0 40,00 1262 3
0586 ACC Folha Marataizes-ES 21°04' 06"S 40°53' 07" W 11,3 0 16,70 942 3
0587 ACC Folha Marataizes-ES 21°04' 06"S 40°53' 07" W 55,0 0 96,67 4378 2
0588 ACC Folha Marataizes-ES 21°04' 06"S 40°53' 07" W 33,7 0 66,67 2716 2
0592 ACC Filhote  Itaberaba-BA  12°44'19,33"S 40° 17' 05,06" 33,3 0 50,00 2670 3
0593 ACC Filhote  Itaberaba-BA  12°44'19,33"S 40° 17' 05,06" 33,0 0 43,33 2670 3
0594 ACC Filhote  Itaberaba-BA  12°44'19,33"S 40° 17' 05,06" 27,3 0 40,00 2208 3
0595 ACC Filhote  Itaberaba-BA  12°44'19,33"S 40° 17' 05,06" 28,0 0 33,33 2292 3
0598 ACC Filhote  Itaberaba-BA  12°44'19,33"S 40° 17' 05,06" 31,0 0 46,67 2488 3
0600 ACC Filhote  Itaberaba-BA  12°44'19,33"S 40° 17' 05,06" 33,3 0 40,00 2712 3




Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,
area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (continuacéo). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

_Codlgo Hospedeira* Tecido Origem Latitude Longitude IDE* M* IDI* AACPD* C*
isolados vegetal
0603 ACC Filhote T. Neves-BA 13022'23.87S 39022'17.79"0 61,0 100 100,00 4854 1
0604 ACC Filhote T. Neves-BA 13022'23.87S 39022'17.79"0 34,7 0 76,67 2710 2
0605 ACC Filhote T. Neves-BA 13022'23.87S 39022'17.79"0 37,3 0 80,0 2978 2
0606 ACC Filhote T. Neves-BA 13022'23.87S 39°22'17.79"0 25,7 0 86,67 2036 2
0607 ACC Filhote T. Neves-BA 13022'23.87S 39022'17.79"0 33,7 0 80,00 2698 2
0608 ACC Folha S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 32,7 0 93,33 2614 2
0612 ACC Folha S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 37,7 20 96,67 2918 2
0615 ACC Folha S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 36,0 0 60,00 2852 3
0617 ACC Filhote S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 27,7 0 26,67 2292 3
0618 ACC Filhote S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 31,3 0 43,33 2530 3
0619 ACC Filhote S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 39.0 0 63,33 3090 2
0620 ACC Caule S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 39.0 0 66,67 3076 2
0621 ACC Caule S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 23,3 0 30,00 1882 3
0622 ACC Caule S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 25,7 0 40,00 2052 3
0623 ACC Filhote T. Neves-BA 13022'23.87S 39022'17.79"0 30,7 0 43,33 2474 3
0624 ACC Filhote S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 23,7 0 23,33 1970 3
0634 ACC f;jg Ourolandia-BA  10°.39.50,4"N 41°12'09'S 250 0 26,67 2068 3
0635 ACC Folha  Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 18,7 0 16,67 1546 3
0645 ACC Filhote  Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 22,7 0 33,33 1844 3
0650 ACC Filhote  Umburanas-BA 10°36'13.7"S 41°19'24.48"0 15,0 0 40,00 1194 3
0651 ACC Filhote  Umburanas-BA 10°36'13.7"S 41°19'24.48"0 48,0 0 100,0 3762 2
0655 ACC Filhote Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35°17' 40"W 68,0 40 100,00 5474 1
0658 ACC Filhote Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35°17' 40"W 55,3 80 100,00 4378 2
0659 ACC Fruto Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35°17' 40"W 6,0 0 3,33 450 3
0661 ACC Fruto Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35°17' 40"W 30,3 0 73,33 2430 2
0664 ACC Filhote  Eunapolis-BA 16° 10'08.1"S 39°22'13.6"W 16,3 0 46,67 1350 3




Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,
area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (continuacao). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

_Codlgo Hospedeira* Tecido Origem Latitude Longitude IDE* M* IDI* AACPD* C*
isolados vegetal
0668 ACC Filhote Umburanas-BA 10°36'13.7"S 41°19'24.48"0 25,0 0 60,00 2038 3
0669 ACC Filhote Umburanas-BA 10°36'13.7"S 41°19'24.48"0 16,7 0 60,00 1336 3
0671 ACC Fruto Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 45,0 40 73,33 3566 2
0673 ACC Filhote Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 44,3 40 86,67 3480 2
0674 ACC Fruto Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 44,7 20 96,67 3446 2
0676 ACC Filhote Umburanas-BA 10°36'13.7"S 41°19'24.48"0 37,0 0 43,33 2834 3
0677 ACC Fruto Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 17,0 0 46,67 1378 3
0678 ACC Fruto Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 43,0 0 73,33 3440 2
0689 ACC Filhote Eunapolis-BA 16° 10'08.1"S 39°22'13.6"W 47,7 0 100,00 3820 2
0504 ACC Filhote Goias-GO Nd Nd 33,3 0 36,67 2726 3
0523 ACC Rebentdo  C. Araguaia-PA 7° 33'40"S 49° 30" 37"0 57,7 60 100,00 4574 1
0553 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 24,3 0 26,67 1996 3
0584 ACC Folha Marataizes-ES 21°04' 06"S 40°53' 07" W 33,3 0 70,00 2698 2
0626 ACC Caule S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 27,3 0 43,33 2178 3
0631 ACC E:jg Ourolandia-BA  10°.39'.50,4"N 41°12'09'W 523 0 100,00 4126 = 2
0641 ACC Filhote Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5"W 38,7 0 90,00 3052 2
0656 ACC Filhote Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35°17' 40"W 61,0 40 100,00 4896 1
0705 ACC Coroa St@ Terezinha-PB 6° 44' 16.18" 35°7'46.17"0O 59,7 60 100,0 4758 1
0711 ACC Folha Piratininga-SP 22°18'54"S 49° 03' 39"W 43,3 40 86,67 3412 2
0508 ACC Folha Sapé-PB Nd Nd 32,7 0 90,00 2554 2
0513 ACC Folha CNPMF-BA 12°40'39" S 39°06'23" W 26,7 0 26,67 2208 3
0609 ACC Folha S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 33,3 0 86,67 2568 2
0613 ACC Folha S. Felix-BA 12°40'25" S 39°41'15" O 38,7 0 60,00 3076 2
0654 ACC Filhote Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35° 17" 40"W 47,7 40 100,00 3790 2
0685 ACC Nd S&o Luis-MA 44° 18' 09"W 2°31'47"'S 20,0 0 10,00 1534 3
0687 ACC Nd S&o Luis-MA 44° 18' 09"W 2°31'47"S 27,3 0 70,00 2102 2




Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,
area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (continuacéo). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

_Codlgo Hospedeira* Tecido Origem Latitude Longitude IDE* M* IDI* AACPD* C*

isolados vegetal
0694 ACC Fruto  Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'555"W 42,0 40 93,33 3326 2
0695 ACC Fruto  Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'555"W 330 20 76,67 2610 2
0699 ACC Coroa  Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'555"W 40 0 6,67 338 3
0700 ACC Filhote  Eunapolis-BA 16° 10'08.1"S 39°22'13.6'W 62,7 80  100,0 4994 1
0702 ACC Folha St Terezinha-PB 6° 44' 16.18" 3507'46.17°0 64,7 20 100,00 5178 1
0704 ACC Coroa St2 Terezinha-PB 6° 44' 16.18" 35°7'46.17"0 50,7 0 100,00 3984 2
0707 ACC Folha  Piratininga-SP 22°18' 54"S 49°03'39'W 19,3 0 50,00 1588 3
0708 ACC dli?gtlo Piratininga-SP 22°18' 54"S 49°03'39'W 64,7 100 100,00 5162 1
0709 ACC Folha  Piratininga-SP 22°18' 54"S 49°03'39'W 490 0 100,00 3874 2
0710 ACC Folha  Piratininga-SP 22°18' 54"S 49°03'39'W 58,7 20 100,00 4658 1
0712 ACC Caule  Piratininga-SP 22°18' 54"S 49°03'39'W 72,0 80  100,0 5826 1
0713 ACC Folha  Piratininga-SP 22°18' 54"S 49°03'39'W 40,7 O 90,00 3230 2
0714 ACC d'ifgt'o Piratininga-SP 22018 54"S 49°03'39"W 533 60 86,67 4130 2
0715 ACC d'if:t'o Piratininga-SP 22018 54"S 49°03'39"W 21,0 O 40,00 1700 3
0722 ACC Folha St Terezinha-PB 6° 44' 16.18" 3507'46.17°0 80 0 6,67 676 3

0644 ACC Filhote  Ourolandia-BA 10° 40' 00,9"S 41°11'55,5" W 30,7 0 43,33 2474 3




Tabela 2. Isolados usados neste estudo informando sobre hospedeira, substrato, origem, coordenadas, indice de doenca externo e interno,

area abaixo ada curva de progresso da doenca e agrupamento com base no método UPGMA (concluséo). UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

Caédigo

Tecido

. Hospedeira* Origem Latitude Longitude IDE*  M* IDI* AACPD* C*
isolados vegetal
Superf. A . " . "

0691 ACC P Ourolandia-BA 10°40'00,9'S  41°11'555"W 33,0 20 80,00 2612 2
0693 ACC Sf“rﬁfc:f' Ourolandia-BA 10°40'00,9'S  41°11'555"W 350 O 96,67 2600 2
0706 ACC Sf“rﬁfgf' Sta Terezinha-PB  6° 44' 16.18" 350 7' 46.17°0 44,0 100,0 3480 2
0625 ACC Filhote  Ourolandia-BA 10°.39'.50,4"S 41°12'0,9'W 227 0 20,00 1900 3
0675 ACC Filhote  Ourolandia-BA 10°40' 00,9"S  41°11'555"W 457 O 86,67 3650 2
0697 ACC Filhote Itapororoca-PB 6° 45' 29"S 35°17'40"W 42,0 20 96,67 3300 2
0716 ACC Fruto Ourolandia-BA 10°40'00,9"S  41°11'555"W 54,7 40  100,0 4368 2
0718 ACC Fruto ltabapoara-RJ 21°28'12.6" S 41° 08' 29.6" 553 60 100,00 4378 2
0636 ACC Fruto Ourolandia-BA 10°40' 00,9"S  41°11'555"W 347 0 33,33 2376 3
0583 ACC Folha Marataizes-ES 21° 04' 06"S 40°53'07"W 57,7 80 100,00 4880 1
0596 ACC Filhote ltaberaba-BA  12°44'19,33"S  40° 17'05,06" 47,0 40 63,33 3762 2
0642 ACC Filhote  Ourolandia-BA 10°40' 00,9"S  41°11'555"W 30,7 O 36,67 2110 3

CMF-isolados da micoteca do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da Embrapa; ACC — Ananas comosus var comosus; IDE-indice de

doenca externo; M-Percentual de mudas mortas; IDI- indice de doenga interno; AACPD-Area abaixo da curva de progresso da doenca; C- Cluster.
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CONCLUSOES

1. A patogenicidade de Fusarium spp foi confirmada para 172 isolados

2. Os elevados indices IDI, IDE AACPD demostraram relacdo direta com a
maior agressividade dos isolados nesse estudo.

3. H& agressividade diferencial na populagéo de Fusarium spp em abacaxizeiro
obtida neste estudo

4. Os isolados de maior agressividade de Fusarium spp. estao localizados nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Paraiba, Para, Sdo Paulo e

Tocantins
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OCORRENCIA DE Fusarium spp. CAUSADORAS DE PODRIDAO EM Ananas
COMOSUS var comosus

Autor: César Marques Borges Querino
Orientador: Carlos Augusto Doérea Braganca

Resumo: As podriddes sao a causa de perdas significativas no cultivo de abacaxi
em todo o mundo. Algumas espécies de fungos tém sido identificadas como
responsaveis por essa doenca, prevalecendo as espécies do género Fusarium. No
Brasil a fusariose é a maior ameaca fitossanitaria ao seu cultivo e seu agente
causal, o fungo Fusarium guttiforme é um patégeno presente em todo o pais. Este
trabalho objetivou elucidar a causa da fusariose do abacaxizeiro em diferentes
regides do Brasil. De plantas de abacaxi com sintomas de fusariose foram isoladas
e identificadas outras espécies de Fusarium provocando sintomas semelhantes a
fusariose. Elas foram caracterizadas morfologicamente e molecularmente.
Sequéncias parciais dos genes RPB2, TEF-1a e B-Tubulina de quatro isolados
alinharam com as sequéncias de F. oxysporum,( TEF-1a 99,11%) F. proliferatum
(99,14% TEF-1qa; 99,66% [B-Tubulina), F. incarnatum (100% TEF-1a; 99,34% [3-
Tubulina; 98,43% RPB2) e F. guttiforme (98,5% TEF-1a) depositadas no GenBank.
A patogenicidade dos isolados ocorreu em trés experimentos. No primeiro, foi
utilizado o método do palito contaminado onde frutos de abacaxi ‘Pérola’ e ‘Imperial’
foram perfurados com palitos de dente cobertos por micélio do isolado em questéo.
Em segundo experimento, os frutos foram inoculados com discos com meio BDA
colonizados inseridos em pontos abertos por perfurador de metal esterilizado. A
avaliacdo ocorreu aos seis dias apos inoculagcdo mediante corte longitudinal dos
frutos e quantificacdo da lesédo na polpa. Em terceiro experimento, a inoculacéo foi
realizada por meio da pulverizacdo de suspensao de indculo de cada isolado na
concentracdo de 10°conidios.ml* em inflorescéncias de abacaxi cultivar ‘Pérola’ e
avaliados na fase de ‘abertura da malha’ do fruto pela quantificacdo de tamanho de
lesdo no fruto. Todos os isolados foram patogénicos quando inoculados nos frutos
independentemente do método e da variedade utilizada. Apenas F. guttiforme foi
patogénico quando inoculado na inflorescéncia. F. proliferatum foi o isolado mais

agressivo quando inoculado em frutos de abacaxi cultivar Pérola mediante os



métodos do palito contaminado e do disco de coldnia. Este é o primeiro relato F.
oxysporum, F. proliferatum e F. incarnatum associados a fusariose em abacaxizeiro

no Brasil.

Palavras chave: Fusarium guttiforme, fusariose, Fusarium spp, TEF-1a



OCCURRENCE OF Fusarium spp. CAUSAL AGENTS OF ROT IN Ananas
COmOSus var comosus

Author: César Marques Borges Querino
Advisor: Carlos Augusto Dorea Braganca

Abstract: Rots are the cause of significant losses in pineapple cultivation around
the world. Among the fungi that have been identified as causal agents of such
diseases, those belonging to the genus Fusarium are the prevailing. In Brazil,
fusariosis is the most serious phytosanitary threat of the pineapple crop and its
causal agent, the fungus Fusarium guttiforme, is a pathogen present throughout the
country. This work aimed at elucidating the cause of the pineapple fusariosis in
several pineapple growing regions of Brazil. Besides F. guttiforme, other Fusarium
species were isolated from pineapple infected plants and they were able to incite
similar symptoms to those of fusariosis.. They have been characterized
morphologically and molecularly. Partial sequences of the RPB2, TEF-1a and -
Tubulin genes from four isolates aligned with the sequences of F. oxysporum ( TEF-
1a 99.11%), F. proliferatum (99.14% TEF-1a; 99.66% B-Tubulin), F. incarnatum
(100% TEF-1a; 99.34% B-Tubulin; 98.43% RPB2) and F. guttiforme (98.5% TEF-
1a) were deposited in GenBank. The pathogenicity of the isolates was evaluated in
three experiments. In the first, the contaminated toothpick method was used, where
pineapple fruits cultivars Pérola and Imperial were perforated with toothpicks
covered with mycelium from the isolate in question. In a second experiment,
pineapple fruits were inoculated by inserting colony discs of the pathogen into holes
perforated by a sterilized metal device. For evaluation, six days after inoculation the
fruits were longitudinal cut and quantification of the lesion in the pulp was performed.
In a third experiment, inoculation was carried out by spraying the inoculum
suspension of each isolate at a concentration of 10°conidia.ml* on pineapple
inflorescences cultivar Pérola. Evaluation was performed at fruit apparent ripeness
stage by size quantification of lesion in the fruit pulp. All isolates were pathogenic
when inoculated into fruits regardless of the method and variety used. Only F.
guttiforme was pathogenic when inoculated by spraying the inflorescence. F.

proliferatum was the most aggressive isolate when inoculated in pineapple fruits,



cultivar Pérola, using the contaminated toothpick and colony disk methods. This is
the first report of F. oxysporum, F. proliferatum and F. incarnatum associated with

fusariosis in pineapple in Brazil

Keywords: Fusarium guttiforme, fusariose, Fusarium spp., TEF-1a
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INTRODUGCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var comosus ((L.) Merril) Coppens & Leal))
€ planta cultivada comercialmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo.
E muito apreciada pelos produtores por ser rustica, tolerante a déficits hidricos e
por suas boas caracteristicas organolépticas. O Brasil € o terceiro maior produtor
mundial da fruta (2,43 milhdes de toneladas) com destaque para as regides
Nordeste (35,7%), Norte (31,4%), Sudeste (26,5%), Centro Oeste (5,1%) e Sul
(1,3%). (FAO, 2019; IBGE, 2019).

E também uma planta cuja producido é ameacada por diversas doencas e
pragas. Podridbes sdo a causa de significativas perdas na producdo do
abacaxizeiro em diversos paises produtores da fruta. Elas sdo provocadas por
espécies fungicas tais como Fusarium guttiforme (Fgt), F. proliferatum(Fp), F.
oxysporum (Fo), F.verticillioides, F. ananatum, F. saccharis e F. solani. Com
excecao de Fgt, os demais patdgenos ja haviam sido identificados causando a
doenca em abacaxizeiro em paises como, Costa Rica (Vasquez-Jiménez et al,
2014), Malasia (Ibrahim et al, 2017; Jacobs et al, 2010) e nas llhas Reunion (Barral
et al, 2020). Além disso, essas espécies estdo organizadas em diferentes
complexos tais como Fusarium Fujikuroi (FFSC), Fusarium oxysporum (FOSC) e F.
solani (FSSC). No Brasil, o principal agente responsavel por esse tipo de podridédo
é o fungo F. guttiforme (Fgt), que provoca além da podridéo de frutos, a exsudacgao
de gomas como principal sintoma (PISSARRA et al, 1979). Este patdgeno também
foi encontrado causando podriddo em abacaxizeiro em paises como Argentina,
Uruguai, Paraguai, Bolivia, Venezuela e Cuba (PLOETZ, 2006). Entende-se que o
género Fusarium € um grupo de fungos cosmopolita, polifago e polifilético e que no
Brasil apenas Fgt havia sido identificado causando fusariose em areas de producao
de abacaxi (OSBORNE ; STEIN, 2007; DITA et al 2018; VAN DER DOES et al,
2019). As podriddes no abacaxizeiro tornam os frutos inlteis a sua comercializacao
e esses prejuizos podem chegar a 80% de perdas da producdo no Campo
(PLOETZ, 2006).

Desta forma esse trabalho teve como objetivo elucidar a etiologia desta
doenca mediante caracterizagcdo morfolégica, sequenciamento dos genes da

segunda maior subunidade da RNA polimerase Il nuclear (RPB2), o fator de
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elongacéo e tradugédo 1a (TEF-1a) e B-Tubulina e testes de patogenicidade das

espécies.

MATERIAL E METODOS

Avaliacdo da patogenicidade/agressividade dos isolados em mudas,

inflorescéncias e frutos

Os trabalhos de pesquisa foram realizados no Laboratério de Fitopatologia,
Telado, Viveiro a céu aberto, Casa de vegetacdo e na Camara de crescimento do
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da Embrapa no municipio
de Cruz das Almas — BA. As plantas de onde foram isoladas as espécies em estudo
apresentavam sintomas de podriddao de frutos, folhas e mudas tipo filhote
semelhantes aos mencionados para a fusariose por Matos (1995).

Amostragem de plantas, isolamento, cultivo e preservacgéo de isolados —

Foram coletadas aleatoriamente folhas, frutos e plantas inteiras de
abacaxizeiro com sintomas de fusariose em diversas areas da producdo nacional.
Coletou-se pelo menos trés plantas sintomaticas da fusariose por area de producéo
nacional com georreferenciamento. Fragmentos de tecidos de folhas, frutos, coroa
e filhote sintomaticos foram desinfestados em alcool 70%, hipoclorito 0,5%, a seguir
lavados trés vezes em agua destilada esterilizada — ADE e transferidos para placas
contendo meio de cultura batata, dextrose e agar - BDA e mantidas em BOD a
temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas visando ao isolamento do
patégeno (MENEZES; OLIVEIRA,1993).

Os isolados foram repicados para placas de Petri com meio de cultura BDA
e mantidos durante dez dias a temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas
visando sua purificacdo. As culturas com caracteristicas tipicas de Fusarium foram
transferidas para meio agar-agua para obtencéo de culturas monospdéricas. Essas
culturas foram preservadas pelos métodos de Castellani (CASTELLANI, 1939) e
tiras de papel-filtro esterilizadas e foram mantidos na micoteca do Laboratério de
Fitopatologia do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da

Embrapa.
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Foi realizada a caracterizacdo morfolégica apenas dos isolados CMF-0515,
CMF-0535, CMF-0532 e CMF-0537 a partir dos atributos macro e
micromorfologicos das culturas puras isoladas (NIREMBERG; O'DONNEL, 1998).
Os individuos identificados como Fusarium sp. foram submetidos ao teste de
patogenicidade de acordo com método estabelecido por Santos et al. (2002) e
caracterizados por meio do sequenciamento parcial dos genes RPB2, TEF-1a e B-
Tubulina.

Caracterizagcdo morfolégica

Um disco de colbnia do patégeno de 6,6mm de diametro foi depositado no
centro de placas de Petri contendo meio de cultura BDA para avaliagao da taxa de
crescimento micelial. Foram realizadas avaliagdes com medi¢des diametralmente
opostas do crescimento micelial ao fundo da placa a cada 48 horas a partir do
segundo dia apos incubacao (DAIl) até o fechamento da placa pelo micélio da
espécie fungica. A metodologia para calcular o indice de velocidade de crescimento
micelial — IVCM ocorreu de acordo Oliveira (1991), pelo uso da formula IVCM= )
(D - Da)/N, sendo D: o diametro médio atual da col6nia; Da: o diametro médio da
colonia do dia anterior; N: nimero de dias apds a incubacdo. O experimento foi
estabelecido no delineamento inteiramente casualizado - DIC com 4
tratamentos/isolados e cinco repeticbes. Foram avaliadas caracteristicas
macroscopicas como diametro da colbnia, coloracdo da colbnia, pigmentacéo e

aparéncia micelial.

Além disso foram avaliadas caracteristicas microscopicas estruturais como
presenca de macroconidios; comprimento e largura, numero de septos;
auséncia/presenca de clamiddsporo; tipo de célula conidiogénica (monofialide;
polifialide); disposi¢do de microconidios sobre a célula conidiogénica (em cadeias;
"falsas cabecas"). Foram mensurados 30 macroconidios e 30 microconidios de
cada isolado, selecionados de forma arbitraria, em laminas de microscopia coradas
com azul de bromotimol. Para tanto, os isolados foram previamente cultivados em
meio de cultura Agar pobre em nutrientes (SNA). Utilizando a técnica de
microcultivo em lamina, um bloco de meio agar-agua foi posto sobre o centro de
uma lamina esterilizada localizada sobre dois palitos de dentes esterilizados em

placa de Petri esterilizada com papel filtro esterilizado ao fundo. Fragmento de
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micélio fangico do isolado foi transferido do meio SNA para as quatro extremidades
do bloco de agar. Sobre o bloco de agar depositou-se uma laminula flambada. Para
concluir foi depositado sobre o papel filtro na placa 1 pl de ADE, e incubada em
BOD. Apos cinco dias de incubacédo fez-se a leitura das estruturas ao microscopio
optico tipo LEICA DM500 acoplada a Céamera LEICA ICC50 E na objetiva de 40x

e utilizando o software Leica Application Suite, Version 7.1.

Extracdo de DNA

Os Isolados monospoéricos de Fusarium spp foram cultivados em placa de
Petri contendo meio BDA e incubados em BOD durante 10 dias. O micélio foi
raspado e posto a secar sobre papel filtro esterilizado em Capela de exaustao por
24 horas. Cerca de 100 mg de micélio de cada isolado foi posto em microtubo de
1500 pl e macerado em nitrogénio liquido. A extracdo de DNA gendmico foi
realizada pelo método de Doyle e Doyle modificado (1990). Quando necessario, a
concentracdo de DNA das amostras foi diluida para 5 ng/pL e usado para as
reacdes posteriores. As concentracbes de DNA foram avaliadas mediante

eletroforese em gel de agarose a 1%.

Obtencao de sequéncias

Para analise dos caracteres moleculares dos isolados, o0 DNA extraido foi
usado para amplificar por meio de PCR as regides dos genes TEF-1a, B-Tubulina
e RPB2. Foram utilizados os pares de Primers e condicbes de amplificacdes
conforme tabela 1. A amplificacdo do DNA foi realizada com 25 pl de aliquota de
mistura contendo, 1 U de Tag DNA polimerase (Takara Ex Taq, Japan), 20 ng of
genomic DNA/ul, 1X tampéao Taq, 0,2 mM de dNTP e 0,2 uM de cada primer. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio e as bandas estimadas quanto ao seu peso molecular e
concentragéo por comparag¢ao com o marcador 1kb ladder (invitrogen). Os produtos
de PCR purificados com o kit Genenlute ™ PCR Clean up da Sigma foram enviados

para a ACTGenes analises moleculares — Rio Grande do Sul para sequenciamento.

As sequencias diretas e reversas foram alinhadas com auxilio do software

BioEdit v.7.1.9 (Hall, 1999) para obtencdo das sequencias consenso de cada
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isolado. A fim de confirmar o género e a regido amplificada, todas as sequencias

obtidas foram alinhadas por meio da ferramenta BLAST (Altschul et al, 1990) com

sequencias depositadas no GenBank.

Tabela 1.Primers e condi¢cdes de amplificacdo utilizadas neste estudo. UFRB, Cruz das Almas, BA,

2021
Gene Primer Sequéncia’b' 3 Condic8es térmicas TA
EF1 5 ATGGGTAAGGAGGACAAGAC 3 Temperatura de anelamento 94 °C
por 2 min seguidos por 30 ciclos
EE em 94 C E)or 1 min, '_54 Cporl 600
min, 72 °C por 1 min, e uma
5' GGAGGTACCAGTGATCATGTT 3 extenséo final de 72 °C por 5 min
e resfriamento a 40C.
EF2
5' AACATGCGTGAGATTGTAAGT 3'
T1 Temperatura de anelamento 94 °C
por 2 min seguidos por 30 ciclos
Tub2 em 94 C E)or 1 min, 54 Cporl 650
min, 72 °C por 1 min, e uma
extensdo final de 72 °C por 5 min
e resfriamento a 40C.
Bt2b 5 ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGCC 3
7R 582 5" CCATRGCTTGYTTRCCAT 3 Temperatura de anelamento 94 °C
por 90s, seguidos por 40 ciclos
em 94 °C por 30s, 55 °C por 90s,
Rpb2 68 °C por 2 min, e uma extensao 800
5' GGGGWGAYCAGAAGAAGGC 3' final de 68 °C por 5 min e
RPB2 resfriamento a 40C
5T2

TA — tamanho do amplicons

Producéo, preparo, coleta e aquisi¢cdo de mudas e frutos - Para o teste

de patogenicidade em inflorescéncias, mudas de abacaxi ‘Pérola’ com seis meses

de idade coletadas no BAG do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e

Fruticultura da Embrapa foram cultivadas em vasos com substrato a base de fibra

de coco em casa de vegetacao. A inducéo floral (IF) ocorreu aos 60 dias de cultivo

e inoculacdo na sétima semana apos a IF. A avaliacdo da patogenicidade ocorreu

cinco meses apos a IF. Para o teste de patogenicidade em frutos, os frutos de

abacaxi ‘Pérola’ foram adquiridos no mercado municipal local e os frutos de abacaxi
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‘Imperial’ foram coletados no Campo Experimental Centro Nacional de Pesquisa de

Mandioca e Fruticultura da Embrapa.

Preparo do in6culo — Visando a inoculacdo das inflorescéncias, suspenséao
conidial de Fusarium spp. foi obtida a partir de colénias monospéricas do fungo,
cultivadas em placas de Petri contendo o meio BDA e incubadas em BOD por dez
dias a temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas. Para isso, foi adicionada
uma aliquota de 20 ml de ADE em placa de Petri para liberacdo de esporos com
auxilio de escova de cerdas macias. O material suspenso foi filtrado em dupla
camada de gaze estéril e ajustada a concentragdo em hemacitometro para 10°
conidios.ml"! da suspenséao. Para inoculacdo dos frutos, palitos esterilizados foram
colocados em Placas de Petri contendo meio de cultura BDA com um disco do
isolado em estudo e mantidos em BOD por 10 dias até que os palitos estivessem
totalmente colonizados (Figura 1).

Inoculacéo — Para o teste de patogenicidade em inflorescéncias, plantas de
abacaxi ‘Pérola’ com 12 meses de idade tiveram sua inflorescéncia pulverizada com
suspensdo conidial dos isolados na concentragdo 1x10° conidios.ml? até o
escorrimento. A seguir as inflorescéncias foram cobertas com sacos de papel pardo
para evitar contaminacao cruzada entre isolados e as plantas foram incubadas em
Camara de crescimento a 24°C e 80% de UR. Cento e cinquenta dias apoés IF,
guando os frutos estavam prontos para colheita, foram cortados longitudinalmente
para avaliacdo do numero de frutilhos lesionados. O delineamento utilizado foi o
DIC com quatro tratamentos e 10 repeticdes. Cada tratamento representado por
um isolado fungico sendo trés isolados sendo um deles o controle positivo

representado pelo fungo F. guttiforme + controle negativo com ADE (Figura 1).

Para o teste de patogenicidade em frutos destacados de abacaxi ‘Pérola’ e
‘Imperial’ pelo método do palito, estes foram perfurados a uma profundidade de
2,50 cm em cinco pontos equidistantes, sendo trés furos num lado e dois furos no
lado oposto do fruto com palito esterilizado. Em cada furo foi inserido um palito
coberto por micélio fungico do isolado correspondente ao tratamento a ser avaliado,
ou seja, em cada furo, um isolado. Além disso um palito esterilizado sem micélio
como controle negativo foi inserido em um quinto furo. A seguir cada fruto foi
coberto por um saco plastico transparente e neste colocado um chumaco de

algoddo embebido em agua destilada esterilizada e mantido em Céamara de
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crescimento a 24°C e 80% UR por 72 horas e aos seis DAl procedeu-se a avaliagéo
da severidade de doenca. O delineamento utilizado foi o DIC em esquema fatorial
5 x 2, (quatro isolados + 01 tratamento controle negativo com ADE) e duas

Inoculagao de inflorescéncias de abacaxi Inoculagio de frutos método disco Inoculagao de frutos método palito contaminado DIC
‘Pérola’(Fo, Fp, Fgt) DIC 4 trat + 10 rep de micélio- DIC fatorial fator 5trat x 2+3rep
Strat x2cult+4rep

Coleta e
diluigéo do
inéculo+ADE

L

-
A

Cultivo do fungo
por 10 dias

Fruto mantidos a 24°C e
80% UR. Avaliagao 6 DAI

Cultivo do fungo por
10 dias

P " —
Pulverizagéo de
inéculo em flores e

Fruto inoculado

mantidas a24°Ce  Calibragdo1 x 10° por Disco . Cultivo do fungo +
80% UR conidios.ml! Mantidos a palitos por 10 dias
24°C e 80% UR
L . Avaliagéo 6
Avaliagéo aos 120 dias DA?I. Fruto inoculado por palito

apos inoculagao (DAIl)

variedades com quatro repeticdes por tratamento. Foi feita analise ndo paramétrica

dos dados utilizando o Kruskal-Wallis no Programa R (Figura 1).

Figura 1. Representacdo de experimentos de patogenicidade de Fusarium spp em abacaxizeiro Pérola e
Imperial pelos métodos de inoculagdo: A - em pulverizagéo de inflorescéncia; e B - disco micelial; C - palito
contaminado em frutos destacados, UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

Outro teste de patogenicidade em frutos foi feito utilizando método de discos
com micélio fungico inseridos em furos de um lado e no lado oposto do fruto,
conforme metodologia supracitada. Os frutos foram previamente perfurados com
perfurador de metal esterilizado de 6,6mm de diametro. Como controle foi utilizado
um disco apenas com meio de cultura BDA inserido em um dos furos. A seguir cada
fruto foi coberto por um saco transparente e neste colocado um chumaco de
algodado embebido em ADE e mantido em Camara de crescimento a 24°C e 80%
UR por 72 horas e aos seis DAI procedeu-se a avaliacdo da severidade de doenca.
O delineamento utilizado foi o DIC com 05 tratamentos (quatro isolados + 01
tratamento controle negativo com ADE) e quatro repeti¢cdes por tratamento. Foi feita
analise ndo paramétrica dos dados utilizando o Kruskal-Wallis no Programa R
(Figura 4).
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Para avaliacdo do teste de patogenicidade em inflorescéncias, foram
atribuidas notas de acordo com a percentagem de frutilhos lesionados, segundo a
escala adaptada de Rohrbach e Johnson (2003): zero = sem sintomas; 1 =1 a 2%
de necrose; 2 = necrose de 3 a 5%; 3 = necrose de 6 a 10%; 4 = necrose de 11 a
25%; 5 = necrose de 26 a 50%; 6 = necrose de 51 a 100%. Esses dados permitiram
calcular o indice de doenca interno/severidade de ataque por meio da férmula de
Mckinney, como a seguir: IDI =% [(grau da escala x frequéncia) / (N° de plantas x
grau maximo)] x 100 (McKINNEY, 1923) (Figura 2). Para completar os postulados
de Koch, procedeu-se o ré-isolamento e cultivo do patégeno em meio de cultura

BDA para avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas para confirmacdo do

agente causal.
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Figura 2. A-B Stand de plantas em estédio vegetativo e reprodutivo com flores abertas; C-Incoluacéo de
Fusarium spp na inflorescéncia; D- Inflorescéncias protegidas; E-Plantas mantidas em Camara a 24° e
80%UR; F-Avaliacdo da doenga nos frutos. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

Para avaliacdo dos testes de patogenicidade com os frutos destacados
foram realizadas medicdes diametralmente opostas da necrose no local da
inoculacdo em cada tratamento e depois comparadas entre si. Os dados foram

transformados e realizados testes de comparacdo multipla ndo paramétricos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo morfolégica de Fusarium spp.

De maneira geral, o fundo das placas dos isolados apresentou coloragéo
branca leitosa a rosada ou alaranjada. A pigmentacdo do micélio aéreo branca a
rosada (Figura 3). Os isolados apresentaram micélio aéreo cotonoso ou ralo, alguns
com distribuicdo circular em espiral. Os isolados produziram, macroconidios
curvados ou retos, paredes delgadas, células basais pouco desenvolvidas,
microconidios ovalados, elipticos ou piriformes, hialinos com e sem septos
geralmente poucos 0-1 septo formado na cabeg¢a ou nas cadeias falsas e
produziram ou nao clamidésporos (Tabela 2). Os isolados CMF-0515, CMF-0535,
CMF-0532 e CMF-0537 apresentaram taxas de crescimento micelial médio de
6,95mm.diat; 7,35 m.diat; 12,20mm.dia* e 6,17mm.dia’1, respectivamente. Esses
critérios observados confirmam os isolados como sendo F. oxysporum (CMF-0515),
F. proliferatum (CMF-0535), F.ncarnatum (CMF-0532) e F. guttiforme (CMF-0537)
conforme manual de identificacdo de espécies de Fusarium de Leslie e Summerell
(2006). F. incarnatum foi o isolado que apresentou a maior taxa de crescimento
micelial (sendo 1,98 vezes mais rapido do que F. guttiforme para ocupar toda a
placa de Petri. Resultados idénticos obtiveram Stépien et al, 2013 concluindo pela
maxima velocidade de crescimento micelial de F. incarnatum quando comparada a
dez espécies encontradas em abacaxizeiro adquiridas em mercado local dentre

elas F. ananatum, F. guttiforme, F. proliferatum e F. oxysporum.

Identificagcdo molecular

As sequéncias parciais do gene do fator de elongacédo 1-a (TEF1), 8 tubulina
e RPB2 geraram produtos da ordem de 600pb, 650pb, 800pb, respectivamente,
para os isolados CMF-0515, CMF-0535, CMF-0532 e CMF-0537. Elas foram
comparadas aos pares a outros sequencias depositadas no GenBank do NCBI
usando BLASTN. A pesquisa mostrou uma identidade de 99,11%, 99,14%, 100%
e 98,5%, de similaridade dessas sequéncias as sequéncias de F. oxysporum (Fo),
F. proliferatum (Fp), F. incarnatum (Fin) e F. guttiforme (Fgt), respectivamente,

disponiveis no GenBank (Tabela 2).
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Figura 3. Caracteristicas culturais e morfoldgicas de espéces de Fusarium. A-Al: Colbnia e estruturas de F. oxysporum (clamidésporos, macro e microconidios); B-B1:

Colbnia e estruturas de F. irregulare com macroconidios septados e fidlises; C-C1: Colénia e estruturas de F. proliferatum (macroconidios e fialides); D-D1: Colénia e
estruturas de F. guttiforme (mono e polifialdes em falsas cabecas). Escala: 50 pm. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.
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Tabela 2. Andlise morfolégica e confirmacgéo molecular das Fusarium spp associadas ao abacaxizeiro, UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

61

microconidios Fialides macroconidios Falsas cabecas  clamidosporos Identificacio
CMFa* Colbnia
C(um) L(um) S C (um) C(um) L(um) S Morfolégica Molecular
Branco-
0515 violeta 5,6+1,02 2,1+0,2 O0-1 43,6+32 13,125 2,8+04 1-6 + Presentes F. oxysporum F. oxysporum
Branco- . .
0535 rosado Nd Nd Nd  30,66+10,7 16,1+4,2 3,4+1,1 3 + Ausentes F. proliferatum  F. proliferatum
0532 n?:rggm Raros  Raros 0-1  385#326  30,3%4,4 44+08 3-6 - Ausentes F.incaratum  F. incarnatum
Branco- . .
0537 7,812 3,7+0,6 0,0 90,6+0,5 20,2+25 3,7+0,7 1-2 + Ausentes F. guttiforme F. guttiforme

rosado

CMFa-isolados da micoteca do Centro Nacional de Mandioca e Fruticultura obtidos de Ananas comosus var comosus; C — Comprimento; L — Largura; S-septo;
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Testes de patogenicidade em frutos

Os sintomas de necrose puderam ser observados na casca e na polpa dos
frutos aos 6 DAI para todos os isolados testados, em ambas as variedades
estudadas e independentemente do método de inoculagdo experimentado. Todos
os isolados testados foram patogénicos a ambas as variedades (Figura 4, 5, 6 e 7).
Isolados de Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides, Fusarium sacchari e
Fusarium sp também foram patogénicos quando inoculados em frutos e folhas
destacadas de abacaxi ‘Josapine’, ‘Moris’ e ‘Gandul’ pelo método de palito por
Ibrahim et al, 2017 informando sobre a capacidade dessas espécies causarem
podriddo em frutos e manchas foliares em cultivos de abacaxi na Malasia Penisular.
Nos frutos de ambas as variedades inoculados com Fgt foi observada exsudacao
de substancia gomosa ou resinosa no local da inoculacdo. Os mesmos sintomas
foram observados na casca de frutos de abacaxi ‘Pérola’ quando inoculados com o
Fp (Figuras 5 e 6). De maneira geral a extensao da necrose foi maior nos frutos da
variedade ‘Pérola’, conforme esperado por ser variedade suscetivel. A variedade
‘Imperial’ tida como resistente a fusariose, apresentou sintomas de necrose nos
frutos para todos os isolados testados. Os frutos sob tratamento controle negativo
nao apresentaram sintoma de necrose. Os isolados patogénicos foram reisolados

e cumpridos os postulados de Koch.

A severidade da necrose nao diferiu significativamente ao nivel de 1% entre
0s tratamentos em ambas as variedades estudadas quando foi utilizado o método
de inoculacéo tipo Disco de micélio (p-valor>0,05). Porém ficou evidente que o
isolado Fin foi responsavel por maior média de severidade de doenca que todos os
demais isolados na variedade Imperial, 0 mesmo acontecendo com Fgt na
variedade Pérola, ou seja, esses isolados foram 0s mais agressivos nas respectivas

variedades.
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Figura 4. Teste de patogenicidade em frutos abacaxi ‘Imperial’ inoculados pelo método Disco de micélio.

Kruskal-Wallis P-valor 0,17. Fo:F. oxysporum; Fp:F. proliferatum; Fin:F. incarnatum; Fgt:F.guttiforme;
C:controle. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021
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Figura 5. Teste de patogenicidade em frutos de abacaxi ‘Pérola’ inoculados pelo método Disco de micélio.
Kruskal-Wallis P-valor 0,45. Fo:F. oxysporum; Fp:F. proliferatum; Fin:F. incarnatum; Fgt:F.guttiforme;
C:controle. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

Recentemente Fin foi encontrado fazendo parte do microbioma de frutos de
abacaxi ‘Queen’ sadios e doentes associados a outras espécies flngicas
patogénicas (VIGNASSA et al, 2021). Em Trindade, pesquisas de Ramdial et al,
2016, corroboram resultados desta pesquisa na medida em que Fin foi patogénico
guando inoculados com suspensdo a 10° conidios.ml* em frutos de pimentdo

(Capsicum annum L) feridos ou sem ferimento. Também no Paquistdo Fin foi



64

relatado causando podriddo em campos de cultivo de pimentdo com incidéncia de
24% e perdas de 11% e quando realizado teste de patogenicidade em frutos sem
ferimento também foi capaz de causar apodrecimento (TARIQ et al, 2018). Hartman
et al, (2019), constataram a producdo da enzima Tricoteceno por isolados de Fin
oriundos da Eti6pia e Gana os quais também foram patogénicos causando podriddo
de raizes e 100% de inibicdo de germinacdo de sementes de soja (Glicine max L.).
Além disso, Fin foi identificado como causa de podriddo em frutos de meldo e
melancia na Maléasia, na Georgia e na China (SMAIL et al, 2021; LI et al, 2018;LI;JI,
2015).

O’donnell et al (2013) também confirmam a capacidade de Fin em produzir
Tricotecenos, 0s quais sdo fundamentais no processo de patogénese de plantas
pelo género Fusarium e atuam ainda como fator de viruléncia de doengas em
plantas. A toxicidade dos tricotecenos depende da espécie de planta hospedeira e
pode reduzir germinacdo, crescimento de raiz e causar ainda encurtamento de
peciolo, enrolamento foliar e nanismo (PERINCHERRY et al, 2019; MASUDA et al,
2007). Segundo pesquisas de Bardin et al (2018), utilizando isolados de variados
substratos naturais e da agricultura houve uma correlacdo significativa entre taxa
de crescimento micelial de Botritis cinerea e agressividade em tomateiro. Eles ainda
sugerem que o elevado IVCM dos isolados favorecam a sobrevivéncia da espécie
em ambientes naturais sendo verdadeiras fontes de in6culo. Neste trabalho Fin
apresentou elevada taxa de crescimento micelial e foi agressivo em frutos de
abacaxi. Entdo Fin pode ser um isolado com maior capacidade de sobrevivéncia
em hospedeiros alternativos na auséncia de abacaxi além da sua aparente elevada
agressividade (BARDIN et al 2018).

A severidade da doenca nao diferiu significativamente ao nivel de 1% entre
0s tratamentos na variedade Imperial quando foi utilizado o método de inoculacéo
tipo Palito. Contudo quando aplicado o mesmo método para inoculacdo de frutos
da variedade Pérola, a severidade de doenca provocada por Fp foi
significativamente maior que a provocada pelos demais isolados Fo, Fin e Fgt. ( p-
valor < 0,05). Estes ultimos provocaram necrose com severidade de doenca
semelhante entre si. Assim Fp se destacou como 0 mais agressivo entre todos 0s
isolados. A severidade da doenca nao diferiu entre os isolados inoculados nos

frutos da variedade imperial com o método do palito conforme se vé na figura 7.
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Figura 6. Teste de patogenicidade em frutos de abacaxi Pérola inoculados pelo método palito contaminado.

Kruskal-Wallis P-0,06. Fo:F. oxysporum; Fp:F. proliferatum; Fin: F. incarnatum; Fgt:F.guttiforme; C:controle.
UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021
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Figura 7. Teste de patogenicidade em de abacaxi ‘Imperial ‘ inoculados pelo método palito contaminado.
Kruskal-Wallis P-valor 0,63. Fo:F. oxysporum; Fp:F. proliferatum; Fin: F. incarnatum; Fgt:F.guttiforme;
C:controle. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

De acordo com Stépien et al, (2013), Fp € capaz de produzir muitas das
toxinas produzidas pelos membros do género Fusarium pelo menos trés tipos de
micotoxinas em frutos de abacaxi: fumonisinas B1-B3 (FUM), beauvericina (BEA) e
moniliformina (MON). Essas micotoxinas atuam no processo de patogénese
através do rompimento da membrana plasmatica, alteracdo do apoptose,
interrupcéo de sinalizacdo celular, inibicdo do crescimento de plantas, indugéo de
fragmentacao do DNA e outros (PERINCHERRY et al, 2019; MALLEBRERA et al,

2018). As perdas que essas micotoxinas produzidas por espécies do género



66

Fusarium podem provocar em banana e abacaxi podem chegar a 50%
(PERINCHERRY et al, 2019). Fp é considerado o principal agente causal da
fusariose do abacaxizeiro na Malasia Penisular. Além disso, € fato que este
patdgeno esta presente em muitos patossistemas inclusive humano (SUN, et al,
2018).

Estes resultados séo corroborados pelos trabalhos de Garcia et al, (2015)
gque ao testarem métodos de inoculacdo em folhas tipo D destacadas de
abacaxizeiro concluiram que o uso de palito infestado com micélio foi mais eficaz
para causar necrose do que os métodos de disco de micélio com ferimento e disco
de micélio sem ferimento da folha. Portanto pode-se inferir que o método de
inoculagdo de Fusarium spp. em abacaxizeiros pode ter influéncia direta sobre a

mensurac¢ao dos sintomas de necrose.

Mais de uma espécie de fungos foi identificada por Barral et al, (2020) em
frutos de abacaxi doentes coletados nos campos de cultivo nas llhas Reunion.
Dentre 151 isolados obtidos, 79% eram de F. ananatum, F. oxysporum e F.
proliferatum e 21% de Talaromyces stollii, com prevaléncia de 91% dos isolados
com F. ananatum. Stépien et al, (2013) identificou em frutos de abacaxizeiro de
diversas localidades, incluindo Cuba, Equador, espécies tais como, F. ananatum,
F. concentricum, F. fujikuroi, F. guttiforme, F. incarnatum, F. oxysporum, F.
polyphialidicum, F. proliferatum, F. temperatum e F. verticillioides produzindo
micotoxinas como Fumonisinas, Beauvericinas e moniliforminas. Ressalte-se que
Fo e Fp tem ampla distribuicdo mundial e que o primeiro é patdgeno em variadas

espécies vegetais, em humanos e animais (SUMMERELL, 2019)

Vignassa et al (2021), trabalhando com microbioma de frutilhos de abacaxi
infectados nas Ilhas Reunion concluiram que a podridao de frutilhos causada por
Fusarium ananatum é na verdade uma doenca de causa multipartite provocada
pelas espécies pertencentes aos complexos de espécies Fusarium fujikuroi e T.
purpureogenus: F.proliferatum, F. sachari, F. oxysporum, Thalaromices stolli e T.
amistolkiaena. Quando inoculados em frutos, essas espécies foram capazes de
provocar sintomas semelhantes aqueles provocados F. ananatum. Ainda segundo
0s autores da pesquisa, a resposta de suscetibilidade do abacaxi poderia estar
sendo modulada em funcao de estratégias de colonizacdo do tecido da hospedeira

por esse conjunto de espécies. Eles ainda relatam a prevaléncia de Fp dentre as
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espécies amostradas dos frutos. Os autores ainda sugerem que haja outros
complexos de espécies envolvidos na doenca. lbrahim et al.(2017), identificaram
as espécies F.proliferatum, F. sacchari, F. verticillioides e Fusarium sp. associadas
a podriddo de frutos e mancha foliar em abacaxizeiro com destaque para a
prevaléncia de F. proliferatum na Malésia.

De acordo com Leslie e Summerell (2006), Fo e Fin habitam o solo e sé&o
capazes de produzir estruturas de sobrevivéncia como clamidosporos, portanto
essa informacgéao implica em modificagcdes no manejo integrado da doenca, haja
visto que as estratégias de manejo ndo previam um patégeno com essa capacidade
de se manter no patossistema. Este € o primeiro relato de Fo, Fin e Fp como
agentes causais da fusariose do abacaxizeiro no Brasil.

Esse poderia ser mais um caso de patogenicidade cruzada de espécie
patogénica. Lopez-Orona (2019), atestou a patogenicidade cruzada de Fo
causando perdas econOmicas significativas em cultivos de Pimenta (Capsicum
annuum) no México. Segundo Fones et al, (2020), ha cromossomos nas espécies
de Fusarium capazes de serem transmitidos por transferéncia horizontal entre
espécies e provocar a troca de genes de viruléncia facilitando a infeccdo de novos
hospedeiros. Ma et al, (2010) foi capaz de fazer transferéncia horizontal de um
cromossomo de patogenicidade de F. oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) para um
isolado ndo patogénico e torna-lo patogénico ao tomate. Li et al, (2020) provocou
transferéncia horizontal de cromossomo de patogenicidade parcial de Fol para um
isolado ndo patogénico tornando-o patogénico e mais virulento ao tomate do que
aquele com o cromossomo completo. Sugere-se que mudancas climaticas em todo
o mundo também estejam interferindo na dindmica de microrganismos de maneira
a favorecer a transferéncia horizontal de cromossomos de patogenicidade
principalmente em espécies cosmopolitas e polifagas como algumas espécies de
Fusarium (OSBORNE; STEIN, 2007; DITA et al 2018; VAN DER DOES et al, 2019)
0 que poderia beneficiar sua expansdo de gama de hospedeiros (FONES et al,
2020).



68

Testes de patogenicidade em Inflorescéncias

A avaliagdo ocorreu no estagio inicial de “abertura da malha” dos frutos.
Apenas os isolados identificados como Fo (CMF-0515), Fp (CMF-0535) e Fgt
(CMF-0537) foram utilizados para teste de patogenicidade. Fgt foi utilizado como
controle positivo. 50 dias antes da avaliacdo do experimento alguns frutos ja
apresentavam sintomas de exsudacdo de goma na casca e cobertura por micélio
rosado. Fgt foi portanto patogénico as plantas causando necrose, murcha, paralisia
de desenvolvimento, encarquilhamento e seca de todos os frutos, recebendo
sempre a nota maxima da escala de doenca, foi portanto o tratamento que diferiu
significativamente dos demais, exceto o controle negativo (Tabela 4). Internamente
toda a polpa foi tomada por lesbes marrons escuras (Figura 8). O tratamento
controle negativo ndo provocou leséo nos frutos. Os demais isolados ndo causaram
sintomas da doenca. O Isolado patogénico foi reisolado e cumpridos os postulados
de Koch.

Figura 8. Frutos de Pérola inoculados na inflorescéncia. A. Goma na base fruto B. Superficie do Fruto com
micélio: C. necrose fruto e coroa; D. Polpa nerosada; E. Goma; F. Polpa necrosada. UFRB, Cruz das Almas,
BA, 2021
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Tabela 4. Severidade de Fusarium spp. sobre plantas de abacaxi ‘Pérola’. UFRB, Cruz
das Almas, BA, 2021

Tratamentos Médias
Fo 0.0al
Fp 0.0 al
Fg 6.0 a2
Cc 0.0 al

Os canal estilar e dutos nectarios durante a antese do abacaxizeiro sdo a
principal porta de entrada de Fgt (BOLKAN et al, 1979), e os danos nos frutos
demonstram sua elevada especificidade em relacdo a hospedeira (VENTURA,
1993) e parece estar mais adaptado a hospedeira na medida que infecta mudas,
flores e frutos. Outra caracteristica especifica desta doenca no Brasil seria a
formacdo de exsudados em varias partes da planta. De acordo com Matos et al
(2012), o fungo é patogénico apenas ao abacaxizeiro e apresenta um elevado grau
de especificidade. Pesquisas comprovam ainda que, para alguns agentes
patogénicos tais como, como Fusarium oxysporum e Fusarium subglutinans,
desenvolveu-se um nivel consideravel de especificidade hospedeiro-patdogeno
(LIEVENS et al. 2007; SUTHERLAND; PEGG, 1992).

Fo e Fp ndo foram capazes de causar podriddo por este método de
inoculacao. Este resultado pode ser explicado porque Fo € um fungo habitante do
solo que incialmente penetra seu hospedeiro pelas raizes e provoca a obstrucao
de vasos impedindo a translocacdo de agua e nutrientes e conclui por causar a
murcha da planta (MA et al. 2013 ). Desta forma, Fo ja foi constatado na Costa Rica
penetrando pelas raizes, colonizando os vasos xilematicos da planta, bloqueando
a translocacdo de agua e nutrientes para a parte aérea e causando seca, murcha
e morte da planta no campo (VASQUEZ-JIMENEZ; MATA-GRANADOS, 2014). Fp
também foi constatado na Malasia e Ilhas Reunion como principal agente causal da
podriddo em frutos de abacaxi (IBRAHIM et al, 2017; VIGNASSA et al, 2021).
Entende-se que este seja o0 primeiro teste de patogenicidade realizado pela

inoculacao de inflorescéncias de abacaxizeiro para os isolados Fo e Fp.


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/MPMI-12-17-0302-CR#b63
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CONCLUSAO

1. A fusariose do abacaxizeiro € causada por mais de uma espécie de
Fusarium

2. Fo, Fp, Fin e Fgt séo patogénicos ao abacaxizeiro

3. Este € o primeiro relato de Fo, Fp e Fin causando fusariose em abacaxizeiro
no Brasil

4. Fo e Fp nédo séo capazes de infectar plantas de abacaxi ‘Pérola’ quando
inoculados em inflorescéncias

5. Fp é um patégeno muito agressivo ao abacaxizeiro ‘Pérola’

6. As atuais medidas de controle da doenca néo estdo adequadas as espécies
identificadas
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FILOGENIA DE Fusarium spp. DE DIFERENTES REGIOES PRODUTORAS DE
Ananas comosus var comosus DO BRASIL
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Orientador: Carlos Augusto Dorea Braganca

Resumo: A fusariose € a doenca mais destrutiva e ameacadora ao cultivo do
abacaxizeiro no mundo. Fusarium guttiforme, o seu agente causal no Brasil, faz
parte do complexo de espécies Fusarium fujikuroi. No entanto, ha relatos cientificos
sobre a associacdo de outras espécies de Fusarium com a fusariose do
abacaxizeiro em outros paises. ldentificar as espécies associadas a doenca e
estudar sua filogenia pode ser muito importante para subsidiar programas de
melhoramento e desenvolvimento de materiais resistentes. Além disso, o seu
estudo possibilita antever a eficacia e a durabilidade da resisténcia da planta. Este
trabalho identificou, por meio de filogenia, as espécies de Fusarium associadas a
fusariose do abacaxizeiro como subsidio ao programa de melhoramento genético
do abacaxizeiro desenvolvido na Embrapa Mandioca e Fruticultura. O gene TEF-
1a tém sido adequado para identificar sequéncias do género Fusarium. Foram
amplificados fragmentos dos gene fator de elongacdo de 128 isolados. A maioria
dos isolados obtidos nesse estudo agrupou com espécies do complexo Fusarium
fujikuroi (F. proliferatum, F. circinatum e Fusarium sp.). Além disso, alguns isolados
foram agrupados com o complexo Fusarium irregulare (complexo F. incarnatum-
equisetum), F. inflexum (complexo F. oxysporum). Este € o primeiro relato dessas

espécies causando fusariose no Brasil.

Palavras chave: fusariose, F. irregulare, F. proliferatum F. oxysporum, F.

circinatum



PHILOGENY OF Fusarium spp. FROM DIFFERENT Ananas comosus var
comosus PRODUCING REGIONS FROM BRAZIL

Author: César Marques Borges Querino
Advisor: Carlos Augusto Dorea Braganca

Abstract. Fusariosis is the most destructive and threatening disease to pineapple
cultivation in the world. Fusarium guttiforme, causal agent of the pineapple
fusariosis in Brazil, is part of the Fusarium fujikuroi species complex. However, there
are scientific reports on the association of other Fusarium species with pineapple
fusariosis in other countries. ldentifying species associated with the disease and
studying their phylogeny can be very important to support improvement programs
and development of resistant materials. In addition, its study makes it possible to
predict the effectiveness and durability of the plant's resistance. Through phylogeny
studies, it was possible to identify the Fusarium species associated with pineapple
fusariosis in Brazil. as a subsidy to the pineapple genetic improvement program
developed at Embrapa Cassava and Fruits. The TEF-1a gene has been suitable to
identify sequences from the Fusarium genus. Fragments of the elongation factor
gene from 128 isolates were amplified. Most of the isolates obtained in this study
grouped with species of the Fusarium fujikuroi complex (F. proliferatum, F.
circinatum and Fusarium sp.). In addition, some isolates were grouped with the
Fusarium irregulare complex (F. incarnatum-equisetum complex), F. inflexum (F.
oxysporum complex). This is the first report of these species causing fusariosis in

pineapple in Brazil.

Keywords: fusariosis, F. irregulare, F. proliferatum F. oxysporum, F. circinatum
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var comosus ((L.) Merril) Coppens & Leal))
€ planta cultivada comercialmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo,
sendo o Brasil o terceiro maior produtor da fruta (FAO, 2019). Neste, a sua
producdo é constantemente ameacada pela fusariose, doenca que causa as
maiores perdas de producéo de abacaxi no mundo (PLOETZ, 2006). Em todo o
mundo a fusariose é causada por variadas Fusarium spp, tais como F. proliferatum,
F. ananatum e F. oxysporum F. guttiforme (Fgt). No Brasil Fgt é o seu agente
causal, faz parte do complexo grupo de espécies Fusarium fujikuroi — FFSC e ainda
nao tem seu estagio morfo sexuado conhecido em condi¢des de campo (BARRAL
et al, 2020; STEPIEN; KOCZYK; WASKIEWICZ, 2013; KVAS et al., 2009; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

O género Fusarium compreende um grupo de espécies fuangicas
filamentosas cosmopolitas, amplamente distribuidas em quase todos os
ecossistemas, com uma vasta gama de hospedeiros e capazes de produzir toxinas
gue séo especificas para auxilio nas infec¢des de plantas, animais e humanos (MA,
et al, 2013). Em vegetais, sdo responsaveis por perdas significativas nos campos
de cultivo com énfase para as espécies de importancia econémica. As espécies de
Fusarium estdo entre as dez mais importantes pesquisadas entre os patologistas
(PERINCHERRY et al, 2019; MALLEBRERA et al, 2018).

Por outro lado, a identificacdo das espécies, h4 anos é causa de
divergéncias entre os taxonomistas de fungo. Isto porque muitas espécies nao
podem ser diferenciadas apenas por suas caracteristicas morfoldgicas e além disso
suas sequéncias sao muito semelhantes (90%) (BRANKOVICS et al, 2020;
SUMMERELL, 2019). O advento das técnicas moleculares e sua aplicacdo na
taxonomia de fungos, aumentou a capacidade de separacdo entre espécies do
género morfologicamente pouco distintas mediante o sequenciamento de DNA. A
conclusdo é de que o numero de espécies, até entdo descritas nesse género,

estava subestimado (KVAS et al., 2009) e atualmente o género compreende cerca
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de 300 espécies filogeneticamente distintas distribuidas entre 23 complexos de
espécies (O'DONNELL et al., 2020)

Plantas procuram evoluir para evitar a superacdo de suas defesas pelo
patdgeno, e este por sua vez evoluem para suplantar os sistemas de defesa da
planta, o que desencadeia uma modelagem de variacdo gendémica e populacional
de plantas hospedeiras e patégenos (MOLLER; STUKENBROCK, 2017). Em
sistemas agricolas, essa selecao de gendétipos da planta é artificial e em cada
estacao de cultivo, novos genétipos podem ser estabelecidos para desfavorecer ao
patégeno. Contudo, a substituicdo completa dos genétipos em confrontacdo com
fatores de resisténcia do patdgeno poderd provocar o surgimento de novos
genotipos virulentos por causa da pressao de selecdo exercida (KANZAKI et al.,
2012; DODDS et al., 2006; BARRETT et al., 2009; BERGELSON et al., 2001).
Entdo séo necessarios estudos que busquem compreender a relacdo entre a
estrutura genética da populacdo e a dinamica de doencas ou fatores que
influenciam na coevolucgéo planta-patogeno (BURDON; THRALL, 2008).

Entre os muitos marcadores moleculares codificadores de proteinas
utilizados para reconstrucédo da filogenia, a segunda maior subunidade da RNA
polimerase Il nuclear (RPB2), o fator de elongacao e tradugao 1a (Tef-1a) e B-
Tubulina se apresentam como sendo os mais usados em estudos taxonémicos de
fungos, especialmente do FFSC, bem como em outros membros de Fusarium
(KASHYAP et al., 2019; STIELOW et al., 2015; RAJA et al., 2017)

O estudo filogenético tem possibilitado a reconstrucédo filogenética de
organismos com representantes de diferentes areas geogréaficas, bem como a
investigacao da histéria evolutiva das espécies que estdo em constantes interacfes
simbidticas, ou em interacbes entre patdbgeno e hospedeiro, e de coevolugao
(SCHNEIDER, 2003). Com o crescente desenvolvimento de técnicas moleculares
como 0 sequenciamento, o uso de certos fragmentos de DNA tornou-se uma
importante fonte de caracteres para a andlise filogenética (EVERHART et al., 2020).

Nos estudos em filogenia é relevante uma amostragem geogréafica ampla e
uma escolha criteriosa dos marcadores moleculares adequados a cada espécie.
Além disso, o clima e o0 hospedeiro podem ser excelentes parametros para informar
sobre a origem de muitas espécies de Fusarium. (SUMMERELL et al, 2010; KARIM
et al, 2016).
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Este trabalho objetivou Identificar, por meio de filogenia, as espécies de
Fusarium associadas a fusariose do abacaxizeiro como subsidio ao programa de
melhoramento do abacaxizeiro desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa de
Mandioca e Fruticultura da Embrapa.

MATERIAL E METODOS

Amostragem de plantas, isolamento, cultivo e preservacgéo de isolados

Foram coletadas aleatoriamente folhas, frutos e plantas inteiras de
abacaxizeiro com sintomas de fusariose em diversas areas da produgao nacional.
Coletou-se pelo menos trés plantas sintomaticas da fusariose por area de producéo
nacional com georreferenciamento. Fragmentos de tecidos de folhas, frutos, coroa
e filhote sintomaticos foram desinfestados em alcool 70%, hipoclorito 0,5%, a seguir
lavados trés vezes em agua destilada esterilizada — ADE e transferidos para placas
contendo meio de cultura batata, dextrose e agar - BDA e mantidas em BOD a
temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas visando ao isolamento do
patégeno (MENEZES; OLIVEIRA,1993).

Os isolados foram repicados para placas de Petri com meio de cultura BDA
e mantidos durante dez dias a temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas
visando sua purificacdo. As culturas com caracteristicas tipicas de Fusarium foram
transferidas para meio agar-agua para obtencéo de culturas monospdricas. Essas
culturas foram preservadas pelos métodos de Castellani (CASTELLANI, 1939) e
tiras de papel-filtro esterilizadas e foram mantidos na micoteca do Laboratério de
Fitopatologia do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura da

Embrapa.

Foi realizada a caracterizacdo morfologica dos isolados a partir dos atributos
macro e micromorfoldgicos das culturas puras isoladas (NIREMBERG; O’'DONNEL,
1998). Os individuos identificados como Fusarium sp. foram submetidos ao teste
de patogenicidade de acordo com método estabelecido por Santos et al. (2002) e

caracterizados por meio do sequenciamento parcial dos genes TEF-1a..
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Extracdo de DNA

Os Isolados monosporicos de Fgt foram cultivados em placa de Petri
contendo meio BDA e incubados em BOD durante 10 dias. O micélio foi raspado e
posto a secar sobre papel filtro esterilizado em Capela de exaustao por 24 horas.
Cerca de 100 mg de micélio de cada isolado foi posto em microtubo de 1500 pl e
macerado em nitrogénio liquido. A extracdo de DNA genbmico foi realizada pelo
método de Doyle e Doyle modificado (1990). Quando necessario, a concentracao
de DNA das amostras foi diluida para 5 ng/uL e usado para as reagdes posteriores.
As concentragbes de DNA foram avaliadas mediante eletroforese em gel de
agarose a 1%.

Obtencao de sequéncias

Para analise dos caracteres moleculares dos isolados, o0 DNA extraido foi
usado para amplificar por meio de PCR as regides dos genes TEF-1a. Foram
utilizados os pares de Primers e condi¢cdes de amplificacdes conforme tabela 1. A
amplificacdo do DNA foi realizada com 25 pl de aliquota de mistura contendo, 1 U
de Taq DNA polimerase (Takara Ex Taq, Japan), 20 ng of genomic DNA/ul, 1X
tampéao Tag, 0,2 mM de dNTP e 0,2 uM de cada primer. Os produtos de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
e as bandas estimadas quanto ao seu peso molecular e concentracdo por
comparacdo com o marcador 1kb ladder (invitrogen). Os produtos de PCR
purificados com o kit Genenlute ™ PCR Clean up da Sigma foram enviados para a

ACTGenes analises moleculares — Rio Grande do Sul para sequenciamento.

As sequencias diretas e reversas foram alinhadas com auxilio do software
BioEdit v.7.1.9 (HALL, 1999) para obtencdo das sequencias consenso de cada
isolado. A fim de confirmar o género e a regido amplificada, todas as sequencias
obtidas foram alinhadas por meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al, 1990) com

sequencias depositadas no GenBank.
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Tabela 1..Primers e condi¢ces de amplificagéo utilizadas neste estudo. UFRB, Cruz das Almas,
BA, 2021

Gene Primer Sequéncia’b' 3 Condic8es térmicas TA

EF1 5 ATGGGTAAGGAGGACAAGAC 3' Temperatura de anelamento 94 °C
por 2 min seguidos por 30 ciclos

em 94 °C por 1 min, 54 °C por 1
min, 72 °C por 1 min, e uma
extensao final de 72 °C por 5 min e
resfriamento a 4°C.

EF 600

EE2 5' GGAGGTACCAGTGATCATGTT 3

TA —tamanho de amplicons

Analises filogenéticas

O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado com auxilio do
programa MEGA X (KUMAR et al., 2018) e editado manualmente. No conjunto de
dados, foram alinhadas 128 sequencias parciais do TEF-1a de 600pb obtidas nesse
estudo e 61 sequencias, incluindo o outgroup Fusarium sublunatum, de espécies
de Fusarium de diferentes complexos.

Os modelos de evolucao foram estimados com auxilio do MrModeltest v.3.7
(HUELSENBECK;RONQUIST, 2003) e por meio do critério de informacéao Akaike.
Para reconstrucdo da filogenia, a analise bayesiana foi conduzida no programa
MrBayers v.3.2 (RONQUIST et al., 2012) usando o algoritmo de Monte Carlo via
cadeias markov (MCMC) para obtencéo das probabilidades a posteriori de Bayes
(PPB). Na andlise foram utilizadas 4 cadeias MCMC com for 1 x 107 geracdes. As
amostras foram obtidas a cada 1000 geracGes. Foram descartadas 25% das

arvores.
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Tabela 2. Complexos e espécies de Fusarium de isolados obtidos neste estudo e nimero Genbank
de sequéncias parciais do gene TEF-1a de isolados tipos incluidas na filogenia, UFRB, Cruz das

Almas, BA, 2021

Cdédigo

Complexo Especie isolado Origem N° Genbank
Fusarium incarnatum-
equiseti F. irregulare NRRL32175 W ----- GQ505609
Conceicgéo do
F. irregulare CMF-0532 Araguaia-PA
F. sciripi NRRL13402  ------ GQ505592
Fusarium babinda F. sp. NRRL25533 ------ JF740765
Fusarium buharicum F. sublunatum NRRL 20897  ------ KX302919
Fusarium oxysporum F. oxysporum NRRL 25387  ------ HM347117
F. foetens NRRL 38302  ------ GU170559
F. inflexum NRRL 20433  --—---- AF008479
F. inflexum CMF-0611 Sédo Félix-BA  --—----
Fusarium fujikuroi Fusarium sp. CMF-0515 CNPMF-BA  —--—--
C. Araguaia-
Fusarium sp. CMF-0534 PA -
Marataizes-
Fusarium sp. CMF-0585 ES = -
Fusarium sp. CMF-0599 Sédo Félix-BA  ------
Ourolandia-
Fusarium sp. CMF-0634 BA
Ourolandia-
Fusarium sp. CMF-0635 BA
Ourolandia-
Fusarium sp. CMF-0639 BA -
Fusarium sp. CMF-0680 TuriacU-MA -
Chapadinha-
Fusarium sp. CMF-0681 MA e
Fusarium sp. CMF-0686 Séo Luiz-MA  -—----
F. agapanthi NRRL 54463  ------ KU900630
F. ananatum CBS 118516  ------ LT996091
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Tabela 2. Complexos e espécies de Fusarium de isolados obtidos neste estudo e nimero Genbank
de sequéncias parciais do gene TEF-1a de isolados tipos incluidas na filogenia (continuacéo),
UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

Complexo Espécie Cédigo isolado Origem Ger:\kljoank

F. andiyazi CBS 119857 ------ LT996092
F. anthophilum CBS 737.97 - LT996093
F. bactridioides NRRL 20476 ~  ------ AF160290
F. begoniae CBS 403.97 - AF160293
F. bulbicola CBS 220.76 ------ KF466415
F. circinatum CBS40597  --—--- KM231943
F. circinatum CMF-0582 Marataizes-ES ~ ------
F. coicis RBG5368 - KP083251
F. concentricum CBS 450.97 - AF160282
F. denticulatum CBS 735.97 - AF160269
F. dlaminii CBS 119860 @  ------ AF160277
F. fracticaudum CMw25245 - KJ541059
F. fredkrugeri CBS 144209 --—---- LT996097
F. fujikuroi NRRL 13566 ~ ------ AF160279
F. fujikuroi CBS257.52 - KU711678
F. globosum CBS 428.97 - KF466417
F. guttiforme CBs40997 - KC514066
F. mangiferae NRRL25226 ~  -—---- AF160281
F. napiforme CBs 748.97 - AF160266
F. nygamai CBS 749.97 - AF160273
F. parvisorum CMwW25267 -—---- KJ541060
F. phyllophilum CBs 216.76 - KF466421
F. proliferatum CBs138981 - KT716210
F. proliferatum NRRL22944 -—--- AF160280
F. proliferatum CMF-0533 C. Araguaia-PA -

Fusarium fujikuroi F. proliferatum CMF-0535 C. Araguaia-PA -

F. proliferatum CMF-0617 S. Felix-BA -

F. proliferatum CMF-0688 - e

F. pseudocircinatum CBS 449.97 ---—--- AF160271
F. pseudonygamai NRRL13592  -—-—-- AF160263
F. ramigenum CBsS 418.98 - KF466423
F. sacchari CBS136482 - KU711671
F. sororula CMW40578 - KJ541067
F. sterilihyposum NRRL 25623 --—---- AF160300
F. subglutinans CBS136481  ------ KU711692
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Tabela 2. Complexos e espécies de Fusarium de isolados obtidos neste estudo e nimero Genbank
de sequéncias parciais do gene TEF-1a de isolados tipos incluidas na filogenia (continuacéo),
UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021.

Complexo Espécie Cédigo isolado Origem Gen,\kljoank
F. subglutinans NRRL22016 --—--- AF160289
F. succisae CBs 219.76 - AF160291
F. sudanense CBS 454.97 - KU711697
F. terricola CBS 48394 - KU711698
F. thapsinum CBS113963 ----- KU711718
F. thapsinum NRRL22045 - AF160270
F. tiaetaba RBG5361 - KP083263
F. tupiense NRRL 53984 ------ GU737404
F. udum CBS 178.32 - AF160275
F. verticillioides NRRL22172 - AF160262
F. xylarioides NRRL 25486 ------ AY707136
Fusarium sp. CMF-0508 Sapé-PB -
Fusarium sp. CMF-0517 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0518 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0522 St? Terezinha-PB ~ ------
Fusarium sp. CMF-0524 C. Araguaia-PA -
Fusarium sp. CMF-0525 C. Araguaia-PA -
Fusarium sp. CMF-0537 Lencéis-BA -
Fusarium sp. CMF-0538 Lencéis-BA -
Fusarium sp. CMF-0540 Lencéis-BA -
Fusarium sp. CMF-0541 Lencéis-BA -
Fusarium sp. CMF-0542 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0543 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0544 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0546 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0548 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0549 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0550 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0551 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0552 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0554 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0555 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0556 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0557 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0558 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0559 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0560 CNPMF-BA -

Fusarium fujikuroi Fusarium sp. CMF-0561 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0562 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF0563 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0564 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0565 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0566 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0568 ltaberaba-BA -
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Tabela 2. Complexos e espécies de Fusarium de isolados obtidos neste estudo e nimero Genbank
sequéncias parciais do gene TEF-1a de isolados tipos incluidas na filogenia (continuagao), UFRB,

Cruz das Almas, BA, 2021

Complexo Espécie Cddigo isolado Origem (Nsoenbank
Fusarium sp. CMF-0569 ltaberaba-BA -
Fusarium fujikuroi Fusarium sp. CMF-0570 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0571 Fruta-kMG -
Fusarium sp. CMF-0572 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0573 Fruta-MG -
Fusarium sp. CMF-0575 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0578 CNPMF-BA -
Fusarium sp. CMF-0579 Marataizes-ES -
Fusarium sp. CMF-0580 Marataizes-ES -
Fusarium sp. CMF-0588 Marataizes-ES -
Fusarium sp. CMF-0589 Fruta-MG -
Fusarium sp. CMF-0590 Fruta-MG -
Fusarium sp. CMF-0591 Fruta-MG -
Fusarium sp. CMF-0592 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0593 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0594 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0595 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0596 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0598 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0600 ltaberaba-BA -
Fusarium sp. CMF-0603 T. Neves-BA -
Fusarium sp. CMF-0604 T. Neves-BA -
Fusarium sp. CMF-0605 T. Neves-BA -
Fusarium sp. CMF -0606 T. Neves-BA -
Fusarium sp. CMF-0607 T. Neves-BA -
Fusarium sp. CMF-0608 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0609 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0612 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0614 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0615 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0616 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0618 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0619 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0620 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0621 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0622 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0623 T. Neves-BA -
Fusarium sp. CMF-0626 S. Felix-BA -
Fusarium sp. CMF-0627 QOurolandia-BA  -—--—-
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Tabela 2. Complexos e espécies de Fusarium de isolados obtidos neste estudo e nimero Genbank de
sequéncias parciais do gene TEF-1a de isolados tipos incluidas na filogenia (concluséo), UFRB, Cruz

das Almas, BA, 2021

Complexo Espécie Cddigo isolado Origem Ger!\l;ank
Fusarium sp. CMF-0628 QOurolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0630 QOurolandia-BA  -—---

Fusarium fujikuroi Fusarium sp. CMF-0632 QOurolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0633 QOurolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0636 Qurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0637 Qurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0638 Qurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0641 Qurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0645 Qurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0646 Qurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0647 QOurolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0650 Umburanas-BA -
Fusarium sp. CMF-0651 Umburanas-BA -
Fusarium sp. CMF-0655 ltapororoca-PB -
Fusarium sp. CMF-0656 ltapororoca-PB -
Fusarium sp. CMF-0658 ltapororoca-PB -
Fusarium sp. CMF-0660 ltapororoca-PB -
Fusarium sp. CMF-0661 ltapororoca-PB -
Fusarium sp. CMF-0664 Eungpolis-BA -
Fusarium sp. CMF-0669 Umburanas-BA -
Fusarium sp. CMF-0670 Umburanas-BA -
Fusarium sp. CMF-0671 QOurolandia-BA  -—----
Fusarium sp. CMF-0672 Ourolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0673 Ourolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0677 Ourolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0679 Umburanas-BA -
Fusarium sp. CMF-0690 Eundpolis-BA -
Fusarium sp. CMF-0694 Ourolandia-BA  -—---
Fusarium sp. CMF-0696 Eunapolis-BA -
Fusarium sp. CMF-0697 ltapororoca-PB -
Fusarium sp. CMF-0700 Eunapolis-BA -
Fusarium sp. CMF-0705 St2 Terezinha-PB~ -—----
Fusarium sp. CMF-0706 St2 Terezinha-PB~ -—----
Fusarium sp. CMF-0707 Piratininga-SP -
Fusarium sp. CMF-0708 Piratininga-SP -
Fusarium sp. CMF-0710 Piratininga-SP -
Fusarium sp. CMF-0711 Piratininga-SP -
Fusarium sp. CMF-0713 Piratininga-SP -
Fusarium sp. CMF-0716 Ourolandia-BA  -—--—-
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada a formagé&o de quatro clados distintos e a maioria dos isolados
obtidos nesse estudo agrupou com espécies do complexo Fusarium fujikuroi
(Fusarium sp). Devido a proximidade de algumas espécies desse complexo e por
se basear apenas com sequencias do TEF-1a, os isolados identificados como
Fusarium sp. ndo separaram das demais espécies (Figura 1). Além disso, alguns
isolados foram agrupados Fusarium irregulare (complexo F. incarnatum-
equisetum), F. inflexum (complexo F. oxysporum), F. circinatum, F. proliferatum
(complexo F. fujkuroi) (Tabela 2). O alinhamento obtido consistiu em um conjunto
de 189 sequéncias (incluindo um outgroup), com 814 caracteres. Destes
caracteres, 303 foram parciménio informativo e 140 foram unicos. O modelo
evolutivo selecionado foi GTR + G (General time reversible + Gama). Os clados
obtidos foram bem suportados com valores de probabilidade na maioria acima de
0,8. A caracterizacao morfologica confirma os resultados das analises filogenéticas
para os isolados em estudo. O gene TEF-1a tem sido utilizado para inferir relacdes
filogenéticas entre espécies de Fusarium filogeneticamente muito préximas com
sucesso (BARRAL et al, 2020; IBRAHIM et al, 2017; STEPIEN et al, 2013. Este é
o primeiro relato de F. proliferatum (CMF-0535), F. circinatum (CMF-0582), F
inflexum (CMF-0611) e F. irregulare (CMF-0532) como agentes causais da
fusariose no Brasil.

Estes resultados sédo corroborados com as identificacbes morfolégica e
molecular através do gene TEF-1a de F. sachari, F. verticiloides e F. proliferatum
associados a fusariose em frutos e folhas de abacaxizeiro, com prevaléncia para o
altimo, na Malasia por lIbraim et al, 2017 e de F. ananatum, F. oxysporum e F.
proliferatum em frutos de abacaxi feitas por Barral et al, 2020 e Vignassa et al, 2021
nas llhas Reunido. F. incarnatum (Complexo de espécies Fusarium incarnatum-
equisetum) foi isolado de amostras de frutos de abacaxi juntamente com outras
nove espécies de Fusarium, porém ndo houve teste de patogenicidade para
comprovar o agente causal (STEPIEN et al, 2013).

Talvez o principal aspecto a ser observado como consequéncia dessas
espécies nesse patossistema seja a necessidade de estudos e adequacbes de

medidas de controle da doenca. E sabido que essas espécies sdo capazes de
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sobreviver no solo mediante estruturas de sobrevivéncia tais como clamidosporos
e micélio por anos. Outra medida importante seria identificar fontes de in6culo em
reservas de plantas cultivadas ou mesmo naturais préximas as areas de cultivo de
abacaxi. Bardin et al, 2018, identificou e comprovou patogenicidade de B. cinerea
de reservas naturais sobre tomateiro. Também ndo menos importante pesquisar
como essas espécies interagem nos sitios de infeccdo modulando respostas da
planta. Essas respostas poderdo direcionar as melhores estratégias de manejo da
doenca. Vignassa et al. 2021, concluiram mediante analises de componentes
principais a fusariose em abacaxizeiros nas Ilhas Reunéo tém causa multipartite e
ndo como se esperava por conta de F. ananatum e que essas espécies atuam

modulando as repostas da plantas durante a infeccao.
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Figura 1. Arvore filogenética reconstruida por meio de inferéncia Bayesiana com sequencias da regido EF1-a
de 128 isolados de Fusarium de Ananas comosus var comosus. Os isolados foram agrupados com sequencias
de isolados tipo de espécies dos complexos Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum e Fusarium incarnatum-
equiseti. Os valores acima dos ramos indicam a probabilidade a posteriori acima de 0,7. A arvore foi enraizada
com Fusarium sublunatum (NRRL20897). A: Isolados identificados como Fusarium guttiforme; B: Isolados
identificados como Fusarium proliferatum; C: Isolados identificados como pertencentes ao complexo Fusarium
oxysporum; D: Isolados identificados como Fusarium irregulare. UFRB, Cruz das Almas, BA, 2021

CONCLUSOES

1. No Brasil a fusariose esta associada aos complexos Fusarium fijikuroi,
Fusarium oxysporum e Fusarium incarnatum-equisetum
Fusarium sp. é predominante nos plantios de Ananas comosus var comosus
As atuais estratégias de manejo da fusariose ndo estdo adequadas as
espécies de Fusarium identificadas

4. Este é o primeiro relato de F. irregulare, F, circinatum, F. proliferatum e F.

inflexum como agentes causais da fusariose em abacaxizeiro no Brasil
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CONSIDERACOES FINAIS

A interacdo planta patdgeno é complexa pois quase sempre envolve mais
de um microrganismo que competem inter e intraespécies por sitios de infeccéo e
modulam a resposta da planta hospedeira. Pode ser que essas espécies de
Fusarium causando podriddo em abacaxi atuem isoladamente ou numa
comunidade de microrganismos na hospedeira. Mais pesquisas deverdo ser
implementadas sobre o processo de patogénese considerando esse conjunto de
espécies no intuito de conhecer e entender a estrutura e diversidade populacional
dessas espécies. Recomenda-se também pesquisas em patogenicidade cruzada
dessas Fusarium spp. Recomenda-se o desenvolvimento de novas variedades

considerando a diversidade das espécies associadas a fusariose do abacaxizeiro

Medidas de manejo da fusariose deverdo ser adequadas, haja visto que
algumas dessas espécies podem sobreviver por anos no solo mediante estruturas
como clamidésporos. F. guttiforme prevaleceu entre os isolados e os resultados da
pesquisa mostram que ele € mais adaptado ao abacaxizeiro sendo capaz de
penetrar até pelas flores. Como produtores de micotoxinas, F. oxysporum, F.
incarnatum e F. proliferatum tém variadas opc¢des de ataque e destruicdo de tecido
e portanto representam perigo para plantas, animais e humanos
imunocomprometidos. Além disso, essas toxinas podem ser fonte de contaminacéo
guando o fruto € consumido. Nesse contexto, cabe aos pesquisadores estudar

sobre os diversos aspectos da patogénese nesse patossistema.



