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RESUMO

A bananicultura brasileira movimentou R$ 9,9 milhdes de reais no ano de 2021, é
estabelecida, como uma atividade de grande importancia social e econdmica para o pais.
A regido nordeste representa 40% das &reas produtoras de banana e o Estado de Alagoas
é parte atuante nesta producdo. No entanto, o rendimento médio daproducdo de bananas
em Alagoas encontra-se duas toneladas abaixo da faixa nacional, dados resultantes de
limitacGes geradas por doencgas na pos-colheita das frutas, como a antracnose que é
causada por fitopatdgenos do género Colletotrichum, cuja infeccdo caracteriza-se por
pequenas lesdes que coalescem e formam grandes areas necroticas na epiderme da fruta,
diminuindo o tempo de vida atil comercial destas ao estimular o amadurecimento
precoce das frutas, gerando perdas de até 40% da producdo. Portanto, tendo em vista a
relevancia de investigacOes a respeito das espécies de Colletotrichum associadas a
antracnose em frutos de bananeira,este estudo teve por objetivo a deteccdo, prevaléncia
e inibicdo do crecimento de isolados de Colletotrichum ao difenoconazol no Estado de
Alagoas, baseada nas caracteristicas fisioldgicas, morfoculturais, patogénicas e
moleculares através de primes especificos em isolados obtidos em 18 municipios
alagoanos. Os resultados aqui obtidos indicamque a antrachose da banana no estado de
Alagoas esta associada a espécie Colletotrichum musae, com ocorrencia pontual da
espécie Colletotrichum siamense, sendo o fungicida difenoconazol inibir até 88% do
crescimento micelial de C.musae.

Palavras-chave: Pos-colheita; Antracnose da bananeira; Difenoconazol.



ABSTRACT

Brazilian banana farming moved R$ 9.9 million reais in the year 2021, it is established,
as an activity of great social and economic importance for the country. The northeast
region represents 40% of the banana producing areas and the State of Alagoas is an
active part of this production. However, the average yield of banana production in
Alagoas is two tons below the national range, data resulting from limitations generated
by diseases in the post-harvest of fruits, such as anthracnose, which is caused by
phytopathogens of the genus Colletotrichum, whose infection it is characterized by
small lesions that coalesce and form large necrotic areas in the fruit's epidermis,
reducing their commercial shelf life by stimulating the early ripening of the fruit,
generating losses of up to 40% of production. Therefore, in view of the relevance of
investigations regarding the Colletotrichum species associated with anthracnose in
banana fruits, this study aimed to detect, prevail and inhibit the growth of
Colletotrichum isolates to difenoconazole in the State of Alagoas, based on the
characteristics physiological, morphocultural, pathogenic and molecular through
specific primes in isolates obtained in 18 municipalities in Alagoas. The results obtained
here indicate that banana anthracnose in the state of Alagoas is associated with the
Colletotrichum musae species, with occasional occurrence of the Colletotrichum
siamense species, with the fungicide difenoconazole inhibiting up to 88% of the
mycelial growth of C. musae.

Keywords: Postharvest; Banana anthracnose; Difenoconazole.
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1 INTRODUCAO GERAL

Bananeiras (Musa spp.) produzem a fruta in natura mais consumida no mundo.
S4o plantas herbaceas pertencentes a familia Musaceae, com origem no sudeste da Asia
e no Pacifico Ocidental. Atualmente seu cultivo é amplamente difundido em mais de
130 paises e, no ranking em escala global, os maiores produtores de bananas sio: india,
Brasil, Filipinas, México e Equador (DIAS, 2011; SILVEIRA, 2018; FAOQ, 2021).

Como quarto maior produtor mundial de bananas, o Brasil movimenta em média
cerca de R$ 9,9 bilhGes de reais ao ano envolvidos nesta atividade. A regido brasileira
com maior extensao de areas cultivadas com bananais é o Nordeste, abrangendo 40% da
producdo nacional da fruta. Dentre os estados produtores que compde esta regido,
Alagoas possui area de cultivo equivalente a 9.016 ha, produzindo cerca de 110
t/Cachos ao ano. No entanto, o rendimento médio em produtividade no estado ainda
encontra-se 2 t/ha abaixo da faixa nacional de producéo (IBGE, 2021).

Em Alagoas, a bananicultura é desenvolvida, principalmente nas regides dos
Tabuleiros Costeiros, no Agreste e no Vale do Mundad. O atual cenério econémico do
Estado estimula o aumento de &reas destinadas ao cultivo de banana, no entanto este
crescimento acelerado é acompanhado pelo desenvolvimento de doencas relacionadas a
cultura (COELHO, 2019).

Dentre as doencas que acometem a cultura da bananeira, esta a antracnose que
pode comprometer até 40% da producdo, e para a cultura tem como principal agente
causal os fungos do género Colletotrichum. Estes patdgenos sdo responsaveis por
infectar bananas verdes ainda em campo e acelerar o amadurecimento do pericarpo das
frutas, através de lesbes coalescidas que evoluem a grandes areas necréticas e
deprimidas. Em condicOes favoraveis de alta umidade, os frutos cobrem-se de acérvulos
(frutificacdes) de coloracdo rosa a salmdo, e adquirem uma coloracdo acinzentada.
Estes, portanto, constituem sintomas e sinais que inviabilizam a comercializagdo destas
frutas (CORDEIRO, et. al, 2016).

InvestigacOes a respeito da especie Colletotrichum patogénicos a cultura da
banana possui grande relevancia para a sociedade alagoana, pois além de causar grandes
prejuizos em campo e na poés-colheita, este fitopatogeno é fator limitante para a
qualidade da fruta ao prejudicar sua comercializagdo (SILVEIRA, et. al., 2020).

Portanto, o0 objetivo do presente trabalho foi investigar e caracterizar a

antracnose da bananeira no estado de Alagoas, por meio do estudo das caracteristicas
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fisioldgicas, morfoculturais, patogénicas e moleculares de espécies de Colletotrichum
associadas a doenga, investigando, também, a influéncia do fungicida difenoconazol
sobre o controle in vitro destes fitopatdgenos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura da bananeira

A bananeira tem origem no sudeste da Asia e no Pacifico Ocidental, as
variedades de frutas de banana que conhecemos hoje sdo resultantes da domesticacgéo e
combinacdo de mutacdes das espécies Musa acuminata e a Musa balbisiana. Por isso,
as bananas sdo identificadas como Musa spp. (BORGES, et. al, 2006)). Pertencentes a
familia Musaceae sdo consideradas vegetais completos, sendo os frutos o principal
Orgdo de interesse econdmico, por deter aspectos nutricionais e organolépticos

altamente apreciados pelo mercado consumidor de frutas (SILVEIRA, 2018).

A bananeira é uma planta herbécea de tronco curto e subterraneo do tipo rizoma,
que atua como Orgdo de reserva. Do centro da copa composta a partir da unido das
bainhas foliares que constituem um pseudocaule emergem as inflorescéncias, compostas
por bracteas ovaladas de coloragdo normalmente roxo-avermelhada, em cujas axilas
nascem as flores. Cada grupo de flores reunidas forma uma penca (mé&o) com um
namero varidvel de frutos (dedos), originados por partenocarpia. Os frutos inicialmente
sdo verdes e, a partir da maturacdo de forma gradual, tornam-se amarelos.
Posteriormente, comegcam a escurecer e nesse estadio diz- se que a planta morreu.
Entretanto, durante o desenvolvimento ha formacdo de rebentos (filhos), que surgem na
base da planta, possibilitando a constante renovacao e a vida permanente dos bananais
(DIAS, 2011).

Nestas frutas ocorre um alto teor de minerais, como o potassio, fosforo e
acucares (carboidratos, além de conter pouco s6dio), nos quais se pode encontrar
aproximadamente 25% da recomendacédo diaria de vitamina C, além de concentragdes

consideraveis de vitaminas A e B (tamina, riboflavina e niacina; LIMA, et. al. 2000).

No ranking mundial em producdo de frutos, a banana ocupa a segunda posigéo
(10 kg/hab./ano), sendo considerada a fruta in natura mais consumida do mundo. As
projecdes da Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO)
sdo de que a producdo mundial de bananas deve crescer 1,5% ao ano, atingindo 135
milhGes de toneladas no ano de 2028. Atualmente, os principais paises produtores sao a
india, com 30,8 milhdes de toneladas, China com 11,2 milhdes, Indonésia com 7,2
milhdes e Brasil com 6,7 milhdes de toneladas (FAO, 2021).
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O Brasil como quarto maior produtor mundial da fruta, com area de cultivo de
aproximdamente 453,2 hectares dispostos em todas as regides do pais, apresenta um
rendimento de 15,02 t/ha de cachos em produtividade. A bananicultura brasileira

movimentou no ano de 2021, cerca de R$ 9,9 milhGes de reais (IBGE, 2021).

O maior produtor Brasileiro de bananas é o estado da Bahia (65 t/cacho por ha),
seguido por Sdo Paulo (48 t/cacho por ha), Minas Gerais (47 t/cacho por ha),
Pernambuco (43 t/cacho por ha) e Paré (39 t/cacho por ha). No entanto, a maior area de
cultivo de banana no territorio brasileiro é representada pela unido dos estados da regido
Nordeste, que abrangem 40% da producdo nacional de bananas (Figura 1). Dentre estes
estados nordestinos produtores de banana, Alagoascolhe cerca de 9 t/cacho por hectare
ao ano, e possui uma darea de cultivo equivalente a 9.016 ha destinada a colheita,
produzindo cerca de 112,4 t/cachos ao ano. Apresenta um rendimento médio de 12,4

kg/ha, com 2 t/ha abaixo da faixa nacional em produtividade (IBGE, 2021).

Figura 1: Percentual regional brasileiro de producéo de frutos de bananeira.

29% = Norte

= Nordeste
Sul
Suldeste

m Centro-Oeste
11%

Fonte: IBGE, Censo agropecuario, 2021.

No ano de 2021, a bananicultura alagoana movimentou aproximadamente 220 mil reais,
sendo seu maior produtor o municipio de Colonia Leopoldina (COELHO, 2019; LIMA et, al.
2013). Em Alagoas, a bananicultura é desenvolvida, principalmente, nas regiGes dos Tabuleiros
Costeiros, no Agreste e no Vale do Mundad. Assim como nas demais regides brasileiras as
variedades de banana difundidas no estado sdo: ‘Prata’, ‘Pacovan’, ‘Prata-Ana’, ‘Maca’,
‘Mysore’, ‘Terra’, ‘D’Angola’ do grupo genémico AAB, e ‘Nanica’, ‘Nanicdo’ e ‘Grande
Naine’ pertencente ao grupo AAA (IBGE, 2021).
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A Secretaria de Agricultura do estado de alagoas (SEAGRI-AL) a mais de dez
anos coordena o rol de parceiros institucionais na iniciativa de estruturagdo de uma
“Rota da Fruticultura” que busca o fortalecimento da cadeia produtiva de frutas no
estado. No entanto, este plano de desenvolvimento da fruticultura na regido possui
gargalos, principalmente na regido do semiarido, onde a comercializacdo de bananas é
prejudicada por podriddes da coroa, e de frutos que diminuem o tempo de vida na pés-
colheita das frutas (DONATO et al., 2009). Estas podriddes sdo favorecidas por
mudancas fisicas e bioquimicas dos frutos, danos mecénicos que ocorrem desde a
colheita até a embalagem e tem por causa principal a ocorréncia de doencas fungicas
recorrentes no periodo de pré e pds-colheita (COELHO,2019; SILVEIRA,2018).

Estas doencgas sdo responsadveis por 40% de perdas durante os fluxos de
comercializacdo da banana, ndo comprometem a qualidade da polpa, mas diminuem a
vida util de prateleira das frutas, pois ocasionam manchas e podridfes as cascas
(pericarpo), ocasionando a rejeicao pelo consumidor, fato que promove a baixa de preco

e consecutivamente gera o aumento de perdas (AGUIAR, 2019).

2.2 Doengcas fungicas da bananeira

No cultivo de banana podem ocorrer algumas doencas flngicas consideradas
limitantes, como a sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), sigatoka amarela
(Mycosphaerella musicola) e mal-do-panaméa (Fusarium oxysporum f. sp. cubense).
Contudo, outras doencas incidentes na cultura afetam diretamente os frutos, sendo
classificadas como doencas de pré e pos-colheita (AGUIAR, 2019).

As doencas de pré-colheita de maior interesse econdmico sdo: a lesdo-de-
johnston, (Pyricularia sp.); a mancha-losango (Cercospora hayi L. e Fusarium spp.)
além de possiveis outros agentes; a pinta-de-deightoniella (Deightoniella torulosa) e a
ponta-de-charuto (Verticillium theobromae e Trachysphaera fructigena) (SOUZA,
2019).

Dentre as doencas de pds-colheita tem-se a podridao-da-coroa ou podridao-da-
almofada, causada pelos fungos Fusarium roseum e Colletotrichum musae, associada
em alguns casos com bactérias oportunistas do género Bacillus como a espécie Bacillus
velezensis (JUMPATHONG, et. al, 2022). O fitopatogeno C. musae também esta
associado a antracnose, reconhecida como a mais grave doenca de pés-colheita da
bnaneira (PEREIRA; GASPAROTTO; BENCHIMOL, 2012).
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2.3 Antracnose da bananeira

A antracnose da banana ocorre em todos o0s paises produtores de banana do
mundo, com registros de incidéncia na Africa do Sul, Australia, Barbados, Brunei,
Cuba, Estados Unidos, Haiti, Ilhas Virgens, india, Malaui, Papua-Nova Guiné, Porto
Rico e Venezuela. No Brasil, acredita-se que, em funcdo das caracteristicas
cosmopolitas de seus agentes causais, a doenca possa estar presente em todas as areas
produtoras de banana do pais (MAPA, 2022).

Tem como principal agente causal o fungo filamentoso Colletotrichum musae, o
qual integra o Complexo Colletotrichum gloeosporioides. Outras espécies como
Colletotrichum dianesei, C. fragarie e C.tropicale sdo relatadas como agente causal
desta doenca e também foram relatadas em Mangifera indica e Coffea spp, cultivos que
sdo realizados em areas proximas ou em consércio com bananais no Brasil (VIEIRA,
2016; TALHINHAS e BARONCELLLI, 2021; ZARRAQ, 2022).

Sua relevancia cientifica investigativa se da em funcéo de sua efetiva capacidade
em depreciar o valor comercial de frutos de banana. Todas as cultivares de banana de
sobremesa sdo suscetiveis, porém ha diferencas quanto ao grau de suscetibilidade
estabelecido de acordo com grupo gendmico ao qual a cultivar de bananeira pertence
(SANTOS, 2011). As cultivares comerciais de banana sdo hibridos de duas espécies
selvagens, a Musa acuminata (genoma A) e a Musa balbisiana (genoma B), a
nomenclatura do genoma estabelece os Grupos Varietais AAA, AA e AAB. Estes
agrupam cultivares de caracteristicas semelhantes, sendo o grupo AAB com as
cultivares Macd, Mysore, Thap Maeo, Prata, Prata And, Pacovan e Branca, 0 mais
suscetivel a antracnose (PBMH & PIF, 2006).

Além dos frutos, C. musae ataca bréacteas, flores, peciolos e folhas do género
Musae spp. sendo este um descrito pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) um patogeno especifico (MAPA, 2022). A progressdo da
infeccdo estabelecida por este patdgeno ocorre principalmente no decorrer do processo
de logistica das frutas, e afeta geralmente a casca (pericarpo), raramente atingindo a
polpa dos frutos, exceto em condic¢des de altas temperaturas ou quando os frutos estdo

em avancado estadio de maturacdo (SANTOS, 2011).

Apesar de a manifestacdo de sintomas ocorrerem durante o periodo de pos-

colheita, a infeccdo acontece em campo em frutos imaturos, onde conidios dispersos no
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ar sdo depositados sobre o tecido, germinam, formam o0s opressorios e,
consecutivamente, penetram a epiderme permanecendo como infec¢do quiescente até o
inicio da maturagdo, periodo no qual encontra condicGes favoraveis ao seu
desenvolvimento (PINHO, 2010).

Em campo desta doenca ocorre principalmente pela dispersdo de esporos
assexuais ndo maveis (conidios) dos patdgenos, que ocorre a curtas distancias através de
respingos de chuva entre partes de uma mesma planta ou em plantas proximas e a
longas distancias pelo vento ou por meio de transporte realizado por insetos. Sabe-se
que a temperatura 6tima descrita para o crescimento, esporulacéo e germinacgéo conidial
destas espécies esta na faixa entre 27 a 30° C, e a faixa ndo favoravel encontra-se abaixo
de 15° C. Sua germinacéo ¢ favorecida pela auséncia de luz em um periodo entre 6 e 12
horas e umidade relativa superior a 98% (SILVEIRA, 2018;ZAKARIA, 2021; MAPA,
2022).

Fungos do género Colletotrichum sobrevivem no hospedeiro e, também, em
restos culturais, por este fato a antracnose é policiclica, ou seja, podem ocorrer repetidos
ciclos de infecgdes durante o cultivo. No entanto, ha um déficit quanto aos estudos
epidemioldgicos que determinariam as concentracfes de indculo capazes de estabelecer
maior severidade (PINHO, 2010; SANTQOS, 2011).

Os sintomas caracterizam-se pela formacdo de pequenas lesdes que coalescem
formando grandes &reas necroticas escuras, com o0 eixo maior paralelo ao eixo
longitudinal e delimitado por uma margem mais clara. Sob condi¢6es de alta umidade,
estas lesdes podem apresentar uma cobertura de frutificacdo de coloracdo que varia
entre rosa e salmdo, onde os acérvulos adquirem uma coloragdo acinzentada.
Geralmente, as lesbes sdo superficiais, mas podem, em casos Severos, com O
amadurecimento do fruto, atingir a polpa (CORDEIRO et al., 2016; BARBOSA, 2021).

2.4 Género Colletotrichum

Unico membro da familia Glomerellacea, os fungos pertencentes ao género
Colletotrichum (teleomorfo Glomerella) sdo importantes fitopatdogenos de plantas
cultivadas, que vem passando por recentes mudancas taxondmicas. Podem ser
classificados como endofitos, saprofitos ou entomopatdgenos. Possuem esporos
assexuais (conidios) hialianos, curvos ou fusiformes, produzidos por um acervulo

setoso. As células a partir das quais se desenvolvem os conidios (células
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conidiogénicas) também podem ser formadas em ramificacOes laterais do micélio
(JAYAWARDENA, et al 2021).

Os acérvulos (corpos frutescentes) alojam-se na epiderme do hospedeiro onde
podem variar muito de forma (crosta, lentilha ou pustula) e tamanho (1 mm a 40mm)
em uma mesma espécie. Sua producdo € controlada por fatores ambientais, portanto a
presenca ou auséncia destas ndo é utilizada como um carater de valor taxonémico para
separacdo de taxa (MENEZES, 2002; PEREIRA, 2016).

Inicialmente von Arx (1957) classificou 11 taxas agrupados neste género, de
acordo com aspectos relacionados a morfologia dos individuos. No entanto, estudos
posteriores demonstraram que fatores ambientais exercem influéncias sobre
caracteristicas morfoldgicas em fungos e, portanto, as classificacBes até o presente
momento continham erros. A primeira visao abrangente deste género com 66 nomes de
uso comum e 19 nomes duvidosos, somente foi apresentada a comunidade cientifica no
ano de 2009, destacando a necessidade de revisar as classificagdes usando métodos
moleculares JAYAWARDENA et al, 2021).

Portanto, nos ultimos dez anos o nimero de espécies pertencentes a este género
sofre alteracbes a medida que investigacdes sobre distribuicdo geografica,
caracteristicas morfoldgicas do estado sexual e cultural, da patogenicidade e filogenia
aprofundam-se. Atualmente as 280 espécies descritas estdo agrupadas em 16
complexos, dentre os quais se encontra o “Complexo Colletotrichum gloeosporioides”
(LIU, et. al, 2022). Este complexo abrange 54 espécies que foram associados a 283
espécies de plantas pertencentes a 212 géneros (TALHINHAS e BARONCELLLI, 2021).

Grande parte destas espécies é considerada polifaga e algumas demonstram forte
especializacdo em relacdo ao hospedeiro, como ocorre com a espécie C. musae na
cultura da bananeira. Porém, tal especializacdo ndo permite a classificacdo de espécies,
uma vez que estudos moleculares associados aos métodos baseados em critérios
fenotipicos demonstram que novas espécies de Colletotrichum também sdo descritas
como patogénicas em banana como C. tropicale, C. dianesei, C. fragarie e C.
chrysophilum (VIEIRA, 2016; ZAKARIA, 2021).

2.4.1 Colletotrichum musae

C. musae é descrita na literatura como causadora da antracnose da bananeira no

mundo todo. No entanto, além da antracnose, também pode causar as podriddes da



25

ponta do caule, da coroa e da ponta da flor em bananeiras. Sendo sua atuacao
prevalentemente descrita para espécies e diferentes drgdos vegetais em individuos do
género Musa spp. VIEIRA et al. (2018) sugeriram que esta espécie pode ser especifica
do hospedeiro para a planta. No entanto, um estudo detalhado em escala global é

necessario para confirmar esta hipotese.

Taxonomicamente classificada com base em sua fase teleomorfica e descrita na
literatura por Petch (1917) como Glomerella musarum, esta espécie foi inserida no filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes, subclasse Sordariomycetidade, ordem Incertae
sedis e familia Glomerellaceae (INDEX FUNGORUM, 2021).

As col6nias possuem micélio aéreo abundante de tonalidade branca e se tornam,
posteriormente, acinzentadas. Também apresentam expressiva massa de conidios,
geralmente hialianos, retos, cilindricos, obtusos nos &pices, unicelulares que em média
tem cerca de 10,70 - 12,88 um de comprimento x 11,70 um de largura. Os apressorios
sdo bastante comuns, médios e de coloracao castanho-escuro com forma irregular, por
vezes com lobulos grandes ou profundos que medem cerca de 9-13 um de comprimento
X 9-11,50 um de largura (PEREIRA, 2016).

Apesar da gama de conhecimentos acumulados a respeito deste patégeno, sua
identificacdo € prejudicada em decorréncia de uma grande similaridade fenotipica
presente entre Colletotrichum spp (espécies cripticas). Sua caracterizacdo fundamentada
exclusivamente em critérios morfoldgicos, culturais, fisiolégicos, bioquimicos e de
patogenicidade embora Util, torna-se limitada e, por isso, métodos em analises
moleculares estdo sendo aplicados para possibilitar uma correta identificacdo e
diferenciacéo concisa (TALHINHAS e BARONCELLI, 2021).

2.4.2 Andlises moleculares na identificacdo de C.musae

Os principais métodos moleculares utilizados para identificagdo da espécie C.
musae consistem no uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) e de Sequenciamento do genoma, sendo a base para as anélises filogenéticas.
As reacOes de PCR sdo muito utilizadas para a caracterizacdo da diversidade genética
entre populacgdes e espécies muito proximas de Colletotrichum (NGUYEN et al., 2010).

A identificacdo molecular de isolados de C. musae através de PCR ¢ facilitada,
pois conta com um conjunto de primers destinados a serem especificos para a espécie. O
primer Musae_tub_33F (5-GGTACCCCGACATTATG-3) foi projetado para que a
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extremidade 3’ abranja uma inser¢do tnica do locus TUB2 de C.musae e € usado em
combinagdo com o Musae_tub 387 (5-CAATGTGGCCAGATAGGGGG- 3). As
condigdes de termociclagem consistem em uma desnaturacdo inicial de 95°C por 3
minutos e 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 63°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, seguindo de uma extensdo final a 72°C
por 10 minutos. (VIEIRA, 2016)

Com o auxilio de andlises moleculares da regido ITS e genes GAPDH, TUB2,
ACT e APMAT, além das espécies C. tropicale, C. dianesei, C. fragarie e C.
chrysophilum relatadas em 2016, no Brasil, em associacdo a antracnose na cultura da
banana, Huang et al,(2021) relataram na China duas espécies associadas a doenca sendo
estas C.karstii e C. siamense.

2.5 Métodos de controle da antracnose da bananeira

O controle da antracnose se da por meio de medidas curativas, bioldgica,
cultural e quimica, além de medidas preventivas através da realizacdo de praticas
culturais em campo e no decorrer do beneficiamento e transporte dos frutos. O controle
dos niveis do fito horménio etileno, responsavel pelo amadurecimento dos frutos,
produzido tanto pelo hospedeiro quanto pelo patégeno também é visto como uma forma
de manejar preventivamente a antracnose (VIEIRA, et. al, 2018 ; TALHINHAS e
BARONCELLLI, 2021).

Apos a colheita recomenda-se a lavagem e desinfestagdo dos frutos, feitas com o
uso de detergente liquido neutro e sulfato de aluminio em camara de nebulizacdo ou
tanque de imersédo. O controle quimico também pode ser utilizado, feito por imersao dos
frutos em solugdes com fungicidas ou pela atomizacdo de produtos quimicos no campo
(KIMATI, 2005).

No Brasil, existem cinco produtos quimicos para o controle de antracnose para
todas a cultivares de bananeiras, sendo apenas trés ingredientes ativos registrados:
imazalil, tiabendazol e Azoxistrobina (AGROFIT, 2021).

As espécies de Colletotrichum demonstram respostas diferentes aos fungicidas,
portanto, sua utilizacdo deve ser realizada somente apos identificacdo correta da espécie
causadora da antracnose. Assim, no intuito de conhecer melhor o comportamento de
isolados de Colletotrichum spp. a diferentes grupos quimicos, iniumeros trabalhos sao

realizados em todo o mundo, pois 0 manejo da antracnose € um processo complexo
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resultante da gama de hospedeiros susceptiveis, e da diversidade de viruléncia entre
diferentes espécies (LIMA et al., 2013).

Compreender a diversidade de patdgenos, a interacdo patdgeno-hospedeiro e
outras informacdes associadas com esta espécie, contribui para a tomada de decisdes
sobre as medidas mais adequadas de controle (TALHINHAS et al., 2015;
SILVEIRA,2020).

2.5.1 Difenoconazol (c19h17cl2n303)

O difenoconazol ((cis,trans-3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-metil)-1,3-
dioxolan-2-il]) fenil-4-clorofenil éter) (Figura 2) € um fungicida organico pertencente ao
grupo quimico dos triazois, formado pela adicdo de radicais a uma molécula 1,2,4-
triazol (SANCHES, 2018). Possui acdo sistémica, de répida absor¢do e translocacao
pelo tecido vegetal que ocorre de forma acropetal. E classificado como extremamente
toxico eamplamente utilizado em diferentes de paises por atuar no controle de uma
ampla gama de doencas fungicas que acometem culturas agricolas (DONG et al., 2013;
QUANGLIANG et al., 2014).

Figura 2: Formula quimica estrutural do principio ativo difenoconazol.
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Fonte: ANVISA, 2022

O principio ativo foi sintetizado para inibir a biossintese de ergosterol, um
importante componente na formacgdo da membrana celular. Com agéo protetiva toxica,
seu mecanismo de acgéo interfere diretamente no crescimento micelial, na formacéo de
tubo germinativo e do apressorio, comprometendo o crescimento fungico, entretanto,
esta protecdo € parcial, ja que o patogeno pode penetrar em tecidos tratados. Ja a agédo
curativa se da pela inibigdo do desenvolvimento do haustorio e micelial no interior do
tecido do hospedeiro (WANG et al., 2008; SALGADO, 2021).
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Este processo ocorre através da inibicdo da desmetilacdo (DMI) direcionada ao
esterol 14a-desmetilase, enzima que regula a biossintese do ergosterol, ou seja, ao entrar
em contato com este fungicida as células do fungo acumulam esterois, pois o fungicida
ocupa os sitios ativos destinados a ligagdo da enzima 140-desmetilase ao citocromo P-
450, catalisador da reagdo de oxidacao de 14a-metil até 14a-hidroximetil (DONG et al.,
2013; PRICE et al., 2015; HE et al., 2019).

O aumento de compostos intermediarios de 14a-metil até 14a-hidroximetil
promovem uma desorganizacdo da estrutura celular, induzindo a formacdo de
membranas alternativas, a partir da elevacdo das doses deste fungicida, observa- se dano
direto sobre a membrana do fungo assim como alteracdes morfoldgicas. Estas alteragdes
se caracterizam por inchamento das células, vacuolizacdo excessiva, septacao
incompleta, aparecimento de vesiculas entre a membrana e a parede celular e a
formacéo de inclusdes membranosas (FORCELINI, 1994; TOMLIN, 2002).

Formulado como concentrado emulsionavel com aspecto liquido castanho claro
a escuro com odor aromatico, e nome comercia Score® é indicado para o controle de
fungos fitopatogénicos nas seguintes familias botanicas: Alstroemeriaceae (Alternaria
solani; Sphareoteca pannosa), Amaranthaceae (Cercospora beticola), Amaryllidaceae
(A. porri), Anacardiaceae (C. gloeosporioides; L. theobrome; Oidium mangiferae),
Apiaceae (A. dauci), Arecaceae (Bipolaris incurvata; L. theobromae;), Asteraceae (A.
helianthi; Erysiphe cichoracearum; Puccinia horiana; Septoria lactucae; S. pannosa),
Begoniaceae (S. pannosa), Brassicaeae (A. brassicae) Cacicaceae (Asperisporium
caricae), Caryophylaceae (A. solani), Cucurbitaceae (Didymela bryoniae; S. fuginea),
Ericaceae (Phoma exigua), Fabaceae (C. arachidicola; C. dematium; C. kikuchii; E.
polygoni; Microsphaera difusa; Phaeoisariopsis griseola; Phomopsis sojae;
Pseudocercospora personata S. glycines; Sphaceloma arachidis; Uromyces
appendiculatus), Gentiaminiaceae (Cercospora sp.; C. gloeosporioides; P. horiana),
Geraniaceae (P. pelargonii-zonalis), Lauraceae (C. gloeosporioides; S. perseae),
Malvaceae (Ramularia areola), Musaceae (Mycosphaerella musicola; M. fijensis),
Passifloraceae (C. gloeosporioides), Plantagicaceae (Cercospora sp.), Poaceae
(Bipolaris oryzae; C. zeae-maydis; Exserohilium turcicum; Phaeosphaeria maydis),
Rosaceae (Diplocarpon rosae; Entomosporium mespili; Monilinia fructicola; M.
fragariae; Podosphoaera leucotricha; S. pannosa; Venturia inaequalis), Rubiaceae (C.

coffeicola), Rutaceae (C. gloeosporioides; Elsinoe australis), Salicaceae (Melampsora
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medusae), Solanaceae (A. solani; C. capsici; P. exigua var. exigua; S. lycopersici)
Violaceae (C. gloeosporioides S. pannosa) (SYMGENTA, 2022).

E apesar da recomendacdo deste principio ativo para o controle de
Colletotrichum musae néo ser descrita pelo MAPA, estudos in vitro apontam que as
espécies C. abscissum, C. gloeosporioides e C. karstii sdo altamente sensiveis ao
fungicida difenoconazol, indicando uniformidade na sensibilidade dos isolados com
mais de 50% de inibicdo do crescimento (SALGADO, 2021).

2.6 Resisténcia de fungos a fungicidas

As resisténcias a fungicidas tratam-se de uma alteracdo estavel e herdavel na
sensibilidade de um patégeno a uma determinada dose de fungicida. A baixa eficiéncia
no controle quimico é resultante do surgimento de isolados do patégeno resistentes que
ocorrem devido & mutacdo ou outro mecanismo de variabilidade do patdégeno, como
alteracdes bioquimicas. Para evitar o desenvolvimento da resisténcia € necessario o
planejamento prévio dos métodos de aplicacdo para cada principio ativo, realizacdo de

rotagdo e coeréncia na utilizagdo da dose recomendada (FRAC, 2015).

Para compreender o desenvolvimento de resisténcia aos triazois, € necessario
considerar diferencas no espectro de acdo entre os fungicidas deste grupo. Ha relatos de
resisténcia provenientes destes em varias espécies de fungos, estando algumas
relacionadas aos inibidores de desmetilagdo (DMI) como e o caso do difenoconazol. No
entanto, a literatura relata 100% de inibicdo de crescimento micelial in vitro de 52
isolados de C. gloeosporioides associados a Morus nigra L (amora preta) (GAVIRIA-
HERNANDE?Z, et, al.2013).

O monitoramento de possiveis resisténcias pode ser realizado por meio de um
bioensaio, pois sdo facilmente adaptaveis e podem ser aplicados a maior parte dos
sistemas (SILVEIRA et. al, 2020). Os efeitos sobre a germinacdo dos esporos s&o um
rapido indicativo para avaliar a sensibilidade ao fungicida, mas podem ser equivocados
quando o fungicida ndo tem efeito sobre a germinacdo, mas atua em um estagio
posterior do desenvolvimento do fungo. Os componentes do meio de cultura assim
como outras variaveis sdo controlados e afetam minimamente a analise (SILVEIRA et
al, 2020).

Estas investigagdes sdo importantes para a tomada de decisdo no manejo

integrado de doencas e seus resultados surtem efeito positivo para a producao de frutas
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no Brasil. Por este motivo estudos relacionados a espécies causadoras de antracnose na
cultura da bananeira séo desenvolvidos a cada ano pela comunidade cientifica dos
paises que lideram o ranking de producdo deste fruto (ZAKARIA, 2021)
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3 Deteccao, morfologia e sensibilidade in vitro a difenoconazol de Colletotrichum
musae no estado de alagoas

RESUMO

A banana é a fruta in natura mais consumida do mundo, e o Brasil é o0 quarto
maior produtor mundial com 6,7 milhGes de toneladas por ano. A regido Nordeste
representa 40% das areas brasileiras cultivadas com bananais e o Estado de Alagoas é
parte atuante nesta producdo. No entanto, o rendimento médio da producao de bananas
em Alagoas encontra-se duas toneladas abaixo da faixa nacional, e a ocorréncia de
doencas na pos-colheita como a antracnose da bananeira contribui para diminuicdo da
producdo. Esta doenca tem como agentes causais os fitopatogenos do género
Colletotrichum responsaveis por acelerar a maturacdo das frutas deixando-as com
caracteristicas pouco desejaveis ao consumo. Este estudo buscou investigar a
distribuicdo, morfologia e resisténcia ao fungicida difenoconazol pela especie C.musae,
associadas & antracnose em banana no estado de Alagoas. Os isolados obtidos de frutas
de bananeira oriundas de 18 municipios do estado foram identificados atraves de PCR e
sequenciamento como pertencentes as espécies Colletotrichum musae e Colletotrichum
siamense. Sendo constatada alta taxa (50%>85%) de inibicdo no crescimento in vitro de
C.musae pelo fungicida difenoconazol.

Palavras-chave: Antracnose da bananeira; Biologia molecular; Inibicdo por fungicida.
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3.1 Detection, morphology and in vitro sensitivity to difenoconazole from
colletotrichum musae in the state of alagoas

ABSTRACT

Banana is the most consumed fresh fruit in the world, and Brazil is the fourth largest
producer in the world with 6.7 million tons per year. The Northeast region represents
40% of the Brazilian areas cultivated with bananas and the State of Alagoas is an active
part of this production. However, the average yield of banana production in Alagoas is
two tons below the national range, and the occurrence of post-harvest diseases such as
banana anthracnose contributes to a decrease in production. This disease has as causal
agents the phytopathogens of the genus Colletotrichum responsible for accelerating the
maturation of fruits, leaving them with characteristics that are not desirable for
consumption. This study aimed to investigate the distribution, morphology and
resistance to the fungicide difenoconazole by the species C.musae, associated with
anthracnose in banana in the state of Alagoas. The isolates obtained from banana fruits
from 18 municipalities in the state were identified through PCR and sequencing as
belonging to the species Colletotrichum musae and Colletotrichum siamense. A high
rate (50%>85%) of in vitro growth inhibition of C.musae was observed by the fungicide
difenoconazole.

Keywords: Banana anthracnose; Molecular biology; Fungicide inhibition.
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4 INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) é uma planta herbacea, pertencente a familia Musaceae,
cuja maioria das espécies € oriunda do continente asiatico. Seu fruto € o mais
consumido do mundo, fato que contribui para a ampla distribuicdo mundial de cultivos
de Musa spp. em mais de 130 paises. No ranking de maiores produtores desta fruta,
estdo a India, Brasil, Filipinas, México e Equador (DIAS, 2011; SILVEIRA, 2018;
FAO, 2021)

O Brasil apresenta um rendimento médio anual em produtividade de 15,02
t/Cacho por hectare, producédo esta que movimenta em média cerca de R$ 9,9 bilhGes de
reais ao ano. A regido brasileira com maior extensao de areas cultivadas com bananais e
0 Nordeste, abrangendo 40% da producdo nacional da fruta. Dentre os estados
produtores que compde esta regido, Alagoas possui area de cultivo equivalente a 9.016
ha destinados a colheita que produzem cerca de 110 t/Cachos ao ano, porém o
rendimento médio em produtividade do estado ainda encontra-se 2 t/ha abaixo da faixa
nacional de producéo (IBGE, 2021).

Em Alagoas, a bananicultura é desenvolvida, principalmente, nas regides dos
Tabuleiros Costeiros, no Agreste e no Vale do Mundad. O atual cenério econémico do
Estado estimula o aumento de areas destinadas ao cultivo de banana, no entanto este
crescimento acelerado e acompanhado pelo desenvolvimento de doencas relacionadas a
cultura (COELHO, 2019).

Entre estas doencas esta a antracnose que pode comprometer até 40% da
producdo, e tem como principal agente causal o fungo Colletotrichum musae,
responsavel por infectar bananas verdes ainda em campo, e comprometer durante o
amadurecimento o pericarpo das frutas através de lesdes coalescidas que evoluem a
grandes areas necrdticas e deprimidas. Em condicdes favoraveis de alta umidade, os
frutos cobrem-se de frutificacbes de coloracdo rosa a salmdo, onde os acérvulos
fangicos adquirem uma coloracéo acinzentada. Estes constituem sintomas e sinais que
inviabilizam a comercializacdo destas frutas (CORDEIRO, et. al, 2016).

Portanto, investigacdes a respeito da espécie C. musae possui grande relevancia
para a sociedade alagoana, pois além de causar grandes prejuizos em campo e na pés-
colheita, este fitopatdgeno é fator limitante para a qualidade da fruta ao prejudicar sua
comercializacdo (SILVEIRA, et. al., 2020). Assim, a fim de contribuir para o melhor

desempenho da bananicultura no Estado de Alagoas o objetivo do presente estudo foi
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investigar a distribuicdo, morfologia e resisténcia ao fungicida difenoconazol de

diferentes espécies de Colletotrichum associadas a antracnose.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Locais de coleta e desenvolvimento do estudo

Amostras de frutos de banana das cultivares Prata, Branca e Terra, foram obtidas

em 18 municipios pertencentes a seis regides do estado de Alagoas-AL (norte,

metropolitana, serrana dos quilombos, agreste, alto sertdo e planalto da borborema;

Figura 3) (SEADES, 2022).

Figura 3: Localizacdo municipal geogréafica da origem de frutos de bananas utilizados

no estudo.
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5.2 Obtencéo dos isolados

As frutas recepcionadas foram destacadas da coroa e lavadas com sab&do neutro
em aguas corrente e, posteriormente, secas em papel toalha e mantidas em bancada a
temperatura ambiente (aproximadamente 28°C). O frutos coletados permaneceram em
monitoramento por 4 dias, para a observacdo do surgimento de lesGes necrdticas e
deprimidas, de coloracdo marrom-escura e/ou aparecimento de sinais caracterizados por
mucilagem de coloracdo alaranjada, resultante da producéo de conidios em acérvulos

sob tecido hospedeiro (Figura 4).

Figura 4: Frutos recem-lavados (A), fruto em processo de maturacéo apdés trés dias

de recepcéao (B) e fruto com sintoma e sinal (C).

Fonte: Autora, 2022.

O isolamento ocorreu de forma direta e indireta de acordo com ALFENAS E
MAFIA, (2016) em meio de cultura Agar-Agar. Os isolamentos foram mantidos em
meio Agar-Agar (AA) na bancada em temperatura ambiente durante dois dias.
Observado o crescimento do patdgeno, foram retirados discos (5 mm) das bordas das
colbnias e, posteriormente, transferidos para novas placas de Petri contendo meio de
cultura BDA, sendo mantidos em temperatura ambiente por sete dias

Apls a observagdo de esporulacdo dos isolados, foi realizada a cultura
monosporica, garantindo a pureza genética necessaria a realizacdo dos estudos de
caracterizagdo molecular, cultural e morfologica. Estas foram obtidas através da
repicagem da ponta de hifa proveniente de colénias em meio de cultura AA ap6s 48 h
do isolamento, com duas repeti¢bes por isolado. A ponta de hifa foi transferida para
novas placa de Petri contendo meio Batata Dextrose e Agar (BDA) e mantida por 7 dias
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em temperatura ambiente ou até o surgimento das estruturas de reproducéo do patégeno.
(SUTTON, 1980).

5.3 Caracterizagdo molecular
5.3.1 Extracédo de DNA total

A massa micelial utilizada para extracdo do DNA total (Doyle e Doyle, 1987)
dos isolados de Colletotrichum spp foi obtida de culturas puras com 7 dias de
crescimento. Resumidademente, o processo se deu da seguinte forma: com auxilio de
uma alca estéril em chama, o micélio foi raspado e inserido em um micro tubo (vol. 2
ml) contendo 500ul de tampao de lise (1M de Tris-Hcl pH 7,2, 0,5M de EDTA, SDS e
agua). Posteriormente, as amostras foras agitadas em vértex por 5 minutos e levados ao
banho maria (65°C) por 30 minutos, com intervalos de agitacdo no vortex a cada 10
minutos (Doyle; Doyle, 1987).

Apos resfriamento das amostras em temperatura ambiente, foi adicionado a estas
500ul de CIA (cloroformio: alcool isoamilico 24:1) e 200 ul de tampdo de extragdo
hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) 10% (CTAB 10%, NaCl 1,4 M, EDTA
20 mM, Tris-HCI 100 mM, PVP 1%). As amostras foram agitadas em vortex até a
mistura de reagentes + micélio apresentar aspecto leitoso. As amostras foram
centrifugadas em 12.000 RPM, ha uma temperatura de 4°C por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo micro tubo (vol. 1,5 ml), onde foi
adicionado 500uL de Isopropanol. As amostras foram suavemente agitadas e levadas ao
freezer por 2 horas a -20° C. Posteriormente foram centrifugadas em 12.000 RPM , ha
uma temperatura de 4 ° C por 10 minutos para a precipitagdo do DNA (formacdo do
pellet).

O Isopropanol foi descartado e o DNA precipitado passou por duas lavagens
com etanol absoluto e 70%, realizadas com auxilio de centrifugagdo de 12.000 RPM, h&
4°C por apenas 5 minutos. As amostras foram secas em temperatura ambiente e, em
seguida, ressuspendidas com 40 uL de TE (Tris-EDTA,; Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM)
+ RNAse (10pg/mL).

A qualidade do DNA foi estimada visualmente em gel de agarose 1 %, corados
com brometo de etidio e observados em luz UV. O material obtido foi armazenado a

uma temperatura de -20°C.
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5.3.2 Amplificacdo e sequenciamento do DNA

Para os isolados obtidos neste estudo foram realizadas analises via PCR.. As
reacOes foram realizadas em um volume final de 30 L, contendo XX pL de tampéao
10X PCR, XX pL da mistura de dNTPs a 10 mM, XX pL de cada oligonucleotideo a 10
uM, 1 uL do DNA molde diluido (1:50), ¢ uma unidade de Taq DNA Polymerase,
completando-se o volume com H,O ultrapura.

Para todos os isolados foram testados os primers espécie-especificos para C.
musae: Musae tub 33F/ Musae tub 387 (VIEIRA, et al., 2018) (Tabelal). As
condigdes de termociclagem foram: um ciclo a 95°C por 3 minutos (desnaturagédo
inicial); 30 ciclos a 95°C por 30 segundos (desnaturacdo), 53°C por 30 segundos
(anelamento), e 72°C por 30 segundos (extensdo); e um ciclo final a 72°C por 10
minutos, realizada em termociclador Applied Biosystems (2720 Thermal Cycler).

Os isolados coletados que ndo amplificaram com os primers especificos para
C.musae foram submetidos a amplificacdo, via PCR, do gene ApMAT com 0s primers
CgDLF6 / CgMATL1 F2 (Tabela 1)sob as seguintes condi¢bes de termociclagem:
desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94°C; 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos
a 60°C e 1 minuto a 72°C; extenséo final de 7 minutos a 72°C (ROJAS, et al. 2010).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corados com brometo de etidio e observados sobre luz UV. Os isolados que
necessitaram de analises mais precisas como sequenciamento, foram enviados para a
empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).

Tabela 1: Primers especificos para amplificacdo de C.musae e Primes de

amplificacdo do gene APMAT utilizados no estudo.

Primer Sequéncias (5°-3°) Referencias
Sequéncia Musae tub 33F GGTACCCCGACATTATG Dos Santos Vieira,
especifica 2018

CgDLF6 AGTGGAGGGCGGGACGTT Rojas, et al. 2010

ApMAT
CgMATL F2 TGATGTATCCCGACTACCG
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5.3.3 Analises filogenéticas

Os componentes genémicos foram montados utilizando o programa Staden
Package versdao 2.0 (www.staden.sourceforge.net/). As sequéncias obtidas foram
inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL, et al., 1990) e o banco
de dados de nucleotideos ndo redundante GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
para determinar as espécies de Colletotrichum spp. com as quais elas compartilham
maior identidade de sequéncia.

Para determinacdo do relacionamento filogenético entre os isolados de
Colletotrichum spp. obtidos nesta pesquisa e demais espécies do género foram
realizados alinhamentos mdltiplos das sequéncias nucleotidicas utilizando o algoritimo
MUSCLE implementado no pacote MEGAG6 e ajustado manualmente. A arvore foi

construida por estimativa de maxima verossimilhanca, utilizando o MEGAG.

5.4 Testes de patogenicidade e viruléncia

Setenta e cinco isolados representativos de C. musae oriundos de 15 municipios
do estado de Alagoas, foram submetidos aos testes de patogenicidade e viruléncia. A
inoculacao foi realizada em frutos das cultivares ‘Pacovan’. Os frutos foram lavados em
agua corrente, desinfetados superficialmente em hipoclorito de sodio a 1% por 3 min e,
em seguida, lavados em agua destilada estéril (ADE). Apds a secagem em temperatura
ambiente, os frutos foram colocados em bandejas plasticas sobre toalhas de papel
umedecidas com ADE. Os frutos foram colocadas sobre placas de Petri esterilizada para
evitar o contato direto com a agua.

As bandejas foram acondicionadas em sacos plasticos e incubadas a 25 °C. Apo6s
48 horas a cdmara Umida foi retirada e os frutos mantidos a mesma temperatura. Os
isolados foram testados em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes para cada um dos cinco isolados representativos para 15 municipios dos
municipios de Flexeiras, Maragogi, Branquinha, Murici, Joaquim Gomes, Limoeiro de
Anadia, Quebrangulo, Messias, Ibateguara, Tanque D’Arca, Maceid, Unido do

Palmares, Porto Calvo, Palmeira dos indios, Taquarana e Piranhas.

O teste foi realizado em frutos com e sem ferimentos. O ferimento dos frutos
ocorreu em 3 pontos, perfurando a sua superficie com um alfinete a uma profundidade

de 3 mm (Figura 5). O indculo constituiu-se de uma gota de 20uL de suspensdo de
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conidios (1x10° conidios/ml), depositadas sobre o ferimento na superficie de cada fruto.

O controle negativo consistiu de frutos inoculados com ADE.

Figura 5: Pontos de inoculacao para frutos feridos (CF) e ndo feridos (SF), utilizados nos

testes de Patogenicidade e Virulencia de isolados de Colletotrichum musae.
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- .LA,‘
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A patogenicidade foi avaliada quatro dias ap6s a inoculagdo, observando a

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

presenca ou auséncia de sintomas. Enquanto a viruléncia foi avaliada pela medi¢éo do
didmetro da lesdo (cm) em duas dire¢bes perpendiculares e calculado a média do
diametro da lesdo. As diferencas na viruléncia entre isolados de C. musae foram
determinadas pelas médias do diametro da lesdo estabelecida pelo isolado e foram
comparadas pelo teste Turkey em nivel de 5% de probabilidade com o Software

Statistix versdo 9.0.

5.4.1 Patogenicidade cruzada

Vinte e cinco isolados, representativos de cada um dos guinze municipios foram
submetidos a um teste de patogenicidade cruzada utilizando Mangifera indica cultivar

‘Tommy Atkins' (manga tommy) (Figura 6).

Figura 6: Teste de patogenicidade com ferimento e inoculacéo de C.musae aos trés

dias de inoculagdo em Mangifera indica cultivar "Tommy Atkins'.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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As condicdes de higienizacdo dos frutos e ambientacdo do teste estiveram de
acordo com o topico “testes de patogenicidade e viruléncia”. O teste foi realizado em
frutos com estagio inicial de maturacao, os ferimentos foram realizados em seis pontos,
perfurando a superficie dos frutos com um alfinete estéril a uma profundidade de 3 mm.
O indculo constituiu-se de uma gota de 20pL de suspensdo de conidios (1x10°
conidios/ml; ALFENAS e MAFIA, 2016).

O controle negativo consistiu de frutos inoculados com ADE. A patogenicidade
foi determinada cinco dias apos a inoculacdo, observando a presenca ou auséncia de

sintomas.

5.5 Caracterizagdo morfocultural de Colletotrichum musae em Alagoas

Setenta e cinco isolados de C. musae identificados com base nas analises
filogenéticas foram utilizados para caracterizacdo morfocultural da populacdo. Para
caracterizacdo cultural, discos de BDA (5mm) contendo o micélio de cada isolado
foram retirados da borda de col6nias cultivadas por sete dias em ambiente controlado
de estufa BOD ha uma temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. A partir do
sétimo dia de isolamento em BDA sintético foi observado o desenvolvimento das
culturas fangicas, sendo caracterizada a partir de uma escala qualitativa (tabela 2) a
coloracdo das colbnias, presenca e/ou auséncia de setores (ALFENAS; MAFIA, 2016;
SANTOS, et. Al, 2015).

Tabela 2: Escala para classificar isolados de C.musae em grupos morfoculturais.

ESCALA COLORACAO DAS COLONIAS
Frente da placa de Petri Reverso da placa de Petri
1 Branca Branca/Castanho
2 Branca/Salmao Braca/Salmao
3 Branca/Salmao Branco/Castanho
4 Cinza Cinza/Salmao
5 Cinza Cinza/Verde

Fonte: Adaptado de SANTOS, et. al, 2015

Para observagdes do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), um
disco de meio BDA contendo o miceélio foi retirado da borda de colénias cultivadas por
sete dias. Estes foram transferidos individualmente para o centro de novas placas de

Petri contendo 20 ml de meio BDA sintético. O diametro das coldnias (mm) foi
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avaliado diariamente com observacéo do reverso das placas, através da mensuragdo, em
dois sentidos perpendiculares, com o auxilio de um paquimetro digital. A partir dos
dados obtidos foi determinado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),

IVCM= Y (D-Da) N @

Onde: IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial (mm dia-1);
D: Diametro médio da coldnia (mm);
Da: Diametro médio da colbnia do dia anterior (mm);
N: Numero de dias ap0s a repicagem.
de acordo com Pereira (2016), utilizando aféormula (1) a seguir:

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes de cada isolado, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri. As
diferencas entre as velocidades de crescimento foram determinadas pelo teste Turkey
em nivel de 5% de probabilidade com o Software Statistix versao 9.0.

No estudo de caracterizacdo de conidios e opressdrios foram utilizados quinze
isolados, sendo cada um de um municipio especifico. Foram avaliados o tamanho e
forma de cingquenta conidios e cinquenta apressorios escolhidos aleatoriamente dentre as
estruturas do patdgeno apds dez dias de crescimento em meio BDA. Para a visualizacdo
dos esporos foram utilizadas laminas de vidro, onde foi depositada uma gota (40 pL) de
ADE juntamente com osconidios e observadas em microscépico éptico.

A formacdo de apressorios foi realizada utilizando uma gota de suspenséo de
esporos depositada sobre uma lamina de vidro estéril acondicionada em placa de Petri
forrada com papel filtro estéril umedecido com ADE, para manter o ambiente imido e
permitir a germinacdo dos conidios. Apos 48 horas, as imagens dos apressorios e
conidios foram capturados. Para a mensuracdo de comprimento e largura, considerou-se
como comprimento, a distancia entre 0 septo existente entre o apressorios e o tubo
germinativo e a extremidade mais distante do mesmo. A largura foi mensurada em
sentido perpendicular ao considerado para o comprimento (COSTA, 2014).

As medidas de comprimento e largura dos conidios e apressorios foram obtidas
através de imagens capturadas por camera digital (Olympus 1X2-SLP) acoplada ao
microscopiodptico com aumento de 400x, projetada em monitor de computador, através
do software Cellsenses Standard (SAMSUNG SDC-415®). As andlises foram
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realizadas em Microsoft Excel, onde foram calculadas as médias de comprimento e

largura, bem como a relagdo comprimento e largura (C/L) de conidios e apressorios.

5.6 Avaliagdo da sensibilidade de c. musae ao difenoconazol

O teste de sensibilidade in vitro de C. musae a difenoconazol (Score, 250 g/L -
25% m/v; Syngenta, Sao Paulo, SP, Brasil), foi realizado da seguinte forma: o fungicida
foi dissolvido em DMSO para facilitar a diluicdo em meio BDA fundente (45°C) e
obter-se a concentracdo de 1 pg de i.a. ml . A concentracéo final do DMSO, incluindo
a testemunha, no meio de cultura foi de 1% (v/v).

Discos contendo micélio (5 mm diametro) de cada isolado foram removidos da
margem das colénias com 7 dias de crescimento em meio BDA e depositados em meio
BDA sintético suplementado com fungicida. Para as testemunhas foram utilizadas
placas de Petri contendo meio de cultura BDA sintético suplementado com DMSO onde
foram depositados discos do patégeno.

As avaliacbes foram realizadas através de medicdes didrias do diametro das
coldnias obtidos através da média de duas medidas perpendiculares, com o auxilio de
régua graduada, obtendo-se a média do crescimento diério para cada repeticdo de cada
tratamento, ap6s 7 dias de incubacdo foi a 25°C no escuro. Com o resultado das
medicdes foi calculada a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC;
BASTOS, 1997), de acordo com a férmula (2), descrita a seguir:

PIC= (Crescimento da testemunha-Crescimento do tratamento)x100

Crescimento da testemunha (2)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 4
repeticdes de 5 isolados de cada um dos 15 municipios, 1 concentracdo de fungicida +
DMSO . As avaliagdes foram realizadas através do crescimento micelial em dois
sentidos, perpendicularmente, durante 7 dias. As placas foram incubadas em estufa
BOD a 25° C no escuro.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Deteccéo de fitopatogenos associados a antracnose da banana em alagoas
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Um total de 225 isolados foi obtido no presente estudo (Tabela 3), sendo 222
identificados como individuos da espécie C.musae através de PCR com 0s primes
especificos desenvolvidos por VIEIRA, et al., (2017). O fato de estes isolados
pertencerem em sua maioria a espécie C.musae corrobora com a afirmativa descrita
anteriormente de que esta ainda € a espécie mais prevalente responsavel pela antracnose
de frutos de bananeiras registradas no Brasil (SANTOS, et. al, 2015; VIEIRA, et al,
2017; ZAKARIA, 2021).

Tabela 3: Quantitativo de isolados de Colletotrichum spp. obtidos em 18 municipio

alagoanos neste estudo.

- - . Hospedeiro

Municipio-AL Codigo Quantidade (Variedade)
Joaquim Gomes BJG 16 Prata/Pacovan
Quebrangulo BQ 8 Prata/Pacovan
Piranhas BPI 23 Pacovan
Messias BMS 12 Prata/Pacovan
Murici BMI 13 Prata
Ibateguara Bl 17 Prata
Taquaranha BTA 12 Pacovan
Branquinha BB 12 Prata/Pacovan
Palmeira dos indios BP 7 Pacovan
Limoeiro de Anadia BLA 15 Prata/Pacovan
Porto Calvo BPC 25 Prata
Unido do Palmares BPU 19 Prata/Maca
Maceid BM 4 Prata
Tanque D'Arca BTD 17 Pacovan
Santana do Mundau BSM 1 Pacovan
Maragogi BMG 13 Pacovan
Rio Largo BRL 1 Prata
Flexeira BTF 10 Terra
Total 18 225 4

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Apenas os isolados BTA 11, BTA12 e BTA14 oriundos de bananas da variedade
‘Pacovan’, advindas do municipio de Taquarana localizado na regido Agreste do estado
de Alagoas ndo amplificaram quando submetidos a analise molecular com os primers
especificos para C.musae. Porém obtiveram resultados positivos quando submetidos a
amplificacdo do gene APMAT, indicando que estes pertencem ao complexo C.
gloeosporioides (SHARMA, et. al., 2015; VIEIRA, et. al., 2017)
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Os isolados BTA12 e BMS8 através de sequenciamento do gene APMAT
apresentaram afinidade de acordo com o algoritmo BLASTN, e agruparam-se a um
clado bem sustentado por meio da construcdo da arvore de maxima verossimilhanca
com as espécies Colletotrichum siamense (100%) e Colletotrichum musae (99%)
respectivamente. A utilizacdo do gene APMAT na identificacdo de espécies pertecentes
ao complexo Colletotrichum gloesporioides de acordo com SHARMA, et al., (2015) e
tida como suficiente. No entanto, € importante ressaltar que ocorre um erro de
nomeclatura depositada no banco de dados GenBank quanto a nomeclatura de um
individuo Singleton (que ndo pertence agrupasse a um complexo) descrito por DOYLE,
et. al., (2013) onde percebe-se a repeticdo do nome da espécie C. siamense onde
deveria constar Colletotrchum sp. (Figura 7).

Este € o primeiro relato da associacdo da espécie C. siamense a antracnose em
frutos de bananeira no estado de Alagoas, no entanto VIERA, et al, (2017) ja havia
relatado esta espécie como patogenica em frutos de bananeiras coletadas no estado de
Pernambuco, e PEREIRA (2016) a descreve em agdo conjunta a C.musae em pomares
de frutas tropicais no estado de S&o Paulo, infectando frutos de abacate e goiaba.

A espécie C. musae é reconhecida por sua relacdo patdgeno-hospedeiro para

diferentes 6rgaos vegetais em individuos do género Musa spp. no mundo todo, as quais
além da antracnose em frutos, também pode causar as podriddes da ponta do caule, da
coroa e da ponta da flor destes hospedeiros por este motivo VIEIRA et. al. (2018)
sugeriram que esta espécie pode ser especifica do hospedeiro para a planta. No entanto,
LI, et. al., (2019) relataram a espécie em associacdo a Mangifera indica em plantios
comercias na China, assim como ZARRAQ, et. al., (2022) a relata infectando Coffea
arabica na Arabia Saudita.
O fato espécie C. siamense comecar a ser encontrada infectando frutos de bananeira
fazendo com estas expressem sintomas tipicos da antracnose é decorrente de diversos
mecanismos que estimulam a variabilidade genética em fungos mitosporicos, tais como
a mutacdo, ambiente e outros fatores propicios em que podem estar sujeitos em
condicBes naturais. Sendo importante ressaltar que antracnose € uma doenga endémica
nas areas de cultivo de varias frutiferas, onde ocorrem simulténeas infeccbes que
estimulam a reproducdo do patdgeno, o que certamente amplia as chances na geracgdo de
variantes genéticos (FRAC, 2015; PEREIRA 2016, VIEIRA, et al 2017).
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Figura 7: Arvore filogenética de Maxima verossimilnanca do complexo

Colletotrichum gloeosporioides, para regido APMAT e posicdo filogenética dos

isolados BMS8 e BTA12.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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6.2 Patogenicidade e viruléncia

Sé&o patogénicos em banana os setenta e cinco isolados de C.musae testados, pois
foram capazes de induzir ao hospedeiro sintomas especificos de antracnose nas quatro
repeticbes testadas. Os sintomas surgiram em ate trés dias apds a inoculagdo para 0s
frutos inoculados com ferimento e ao quarto dia em frutos inoculados sem ferimento, 0s
sinais surgiram em até cinco dias para ambas as condicGes e os frutos utilizados como
tratamento controle ndo apresentaram sintomas no decorrer da conducdo do
experimento.

Os sintomas observados incialmente caracterizam-se pelo surgimento de
pequenas lesdes individuais afundadas de coloracdo preta ou marrom-escura que
coalesceram formando lesdes maiores. Os sinais do fitopatdgeno foram pequenas
pontuacBes (acérvulos) subepidérmicas, que exsudam uma massa de conidios, de
coloracdo rosada ou salméo (Figura 8). Sendo estes aspectos 0s principais responsaveis
pela reducéo significativa do valor de mercado da fruta (GARRITO e GAVA, 2014;
ZAKARIA, 2021).

Figura 8: Lesdo individual marrom escura, coalescida com a presenca de acérvulos
de coloracdo salmon, caracteristicos dos sintomas e sinais de antracnose em frutos de
bananeira ocasionadas por C.musae ao quarto dia ap6s a inoculagdo para o teste de

viruléncia.

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Esta massa mucilaginosa que envolve estruturas de propagacao, os conidios, €
descrita botanicamente por RODRIGUES et al. (2015) como esporopolenina, que é
caracterizada por sua hidrossolUbilidade, ou seja, pode ser desfeita na presenca de

respingos de chuva, permitindo a disseminacao dos conidios que germinam, produzem o
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apressorio e penetram a cuticula de frutos em todos os estadios de desenvolvimento
(GARRITO e GAVA, 2014).

Os dados quantitativos (didmetro das lesbes) representados pelo teste de
viruléncia indicam que ndo houve correlacdo entre o grau de viruléncia dos isolados e
sua origem relacionada a localizacdo geografica do municipio onde foi coletado. Porém,
a auséncia ou presencga de ferimento no fruto foi fator determinante para o tamanho
meédio das lesdes.As lesdes em frutos com ferimento (CF) foram maiores do que em
frutos sem ferimento (SF), quando avaliadas quatro dias pds-inoculagdo (Figura 9) O
tamanho médio das lesdes de frutos com ferimento foi de 18,67 mm e as SF de 12,43
mm, indicando que o ferimento favorece o estabelecimento do fitopatdgeno em banana.
SANTOS, et al, (2015) ao encontrarem resultados semelhantes descrevem que o
ferimento é importante para a penetracdo de algumas espécies de Colletotrichum, pois

favorece sua entrada e, consequentemente, o processo de infeccdo e colonizacéo.

Figura9: Frutos inoculados com Colletotrichum musae; sem ferimento (A) com

ferimento (B).

Fonte: Dados da Pesquisa (2023)

Além de maiores lesdes os frutos feridos (CF) também maturaram primeiro. Este
fato é resultante da acdo conjunta de dois estimulos (ferimento + fitopatdgeno) na
ativacdo de enzimas presentes no tecido vegetal, denominadas de fosfolipase D (PLD),
que séo responsaveis por desempenhar reacdes fisiologicas em resposta & deterioracao e
senescéncia dos frutos (Y1, et al, 2022). Estas ajustam expressdes génicas que ativam
processos de transporte vesicular, degradacdo da membrana e sinalizacdo intracelular
para quando o tecido vegetal passa por estresses como congelamento, desidratagéo, alta

salinidade, ferimentos e interacGes planta-patdgeno (LI, et al, 2017).
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Estudos relacionados a ativacdo de processos metabolicos em resposta a
infeccdo por C.musae em banana, principalmente a maturagdo, vem sendo
desenvolvidos a mais de duas décadas, como por YI, et al, (2022). Os autores
investigam diretamente a funcdo dos genes MaPLD e sua resposta direta a C.musae, a
fim de desenvolver novos mecanismos de resisténcia que regulem o fator maturacdo em
bananas na pds-colheita infectadas por este patdgeno. Pois isto possibilitaria um maior
tempo de vida atil do fruto na pés-colheita, dentro da rede de comercializagdo como o

tempo de logistica e armazenamento.

6.2.1 Patogenicidade cruzada

Dentre os vinte e cinco isolados submetidos ao teste de patogenicidade cruzada
os isolados BMS8, BM5 e BM6 provenientes de frutos de bananeira foram patogénicos
em manga, causando lesdes necréticas apos cinco dias de inoculacdo (Figura 10). No
entanto, desenvolveram apenas sintomas e nao foi observado sinais do fitopatégeno nos
tecidos inoculados, isto pode ser resultado da baixa especializacdo estabelecida com o
hospedeiro, como relatado em estudos desenvolvidos com espécies de Colletotrichum
spp. em anonéceas por KAMEI et. al., (2014) que verificou nos isolados de pinha e
graviola certa preferéncia por seu hospedeiro.

Ainda que os sinais ndao tenham sido reproduzidos em sua totalidade, os
resultados de patogenicidade observados indicam que os isolados de C. musae oriundos
de frutos de bananeira ndo apresentam especificidade apenas em relagcdo a género Musa
spp, fato constatado também por Li et al, (2019) que isolou C. musae provenientes de
pomares de manga no sul da China. Nota-se o estabelecimento de ambiguidade do que
outrora era relatado em literatura de que C. musae possui especificidade para com
hospedeiros do género Musa spp., como sugerido por VIEIRA et al. (2017)
responsaveis pelo desenvolvimento dos primers especificos na identificacdo de C.
musae utilizados neste estudo.

Informacdes a respeito da gama de hospedeiros para fitopatdogenos sdo de suma
importancia para 0 manejo integrado de doencas e, principalmente, quando se trata da
antracnose, que de acordo com ZAKARIA (2021) é uma doenca recorrente em espécies
fruteiras tropicais como Carica papaya, Mangifera indica, Musa spp, Persea
americana, Psidium guajava, Hylocereus spp., entre outras, pois 0s individuos do
género Colletotrichum geralmente sdo cosmopolitas e encontram um propicio ambiente
em area de producdo consorciada (ALMEIDA, 2011).
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Figura 10: Frutos de manga inoculados com Colletotrichum musae; sintomas
iniciais apo6s 3 dias de inoculacdo comparados ao controle(A), controle inoculado
com ADE (B), lesbes caracteristicas de antracnose ao quinto dia pos inoculacéo (C)
patogenicidade de BMS8 (D) e BM6 (E).

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Porém, em funcdo do amplo debate estabelecido sobre o grau de especificidade
de C.musae, para BMS8, BM5 e BM6 foi realizado o reisolamento, extracdo de DNA e
amplificacdo com primers especificos para a espécie que demonstraram um resultado
novamente positivo. O isolado BMS8 foi encaminhado para o sequenciamento do gene
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ApMAT a fim de identificar possiveis alteracGes genéticas, apresentados e discutidos no

topico anterior.

6.3 CaracterizacGes morfoldgicas de Colletotrichum musae

Os 75 isolados de C.musae avaliados foram classificados dentro dos cinco
morfogrupos em escala (1 a 5) estabelecida previamente para esta analise (Tabela 2). As
coloragdes do crescimento micelial dos isolados variaram entre: branca, salméo, e cinza,
com reversos variando em branco, castanho, salmé&o, cinza e verde. Para 66,2% dos
isolados observou-se a producdo de massas de conidios de coloracdo laranja na
superficie das coldnias sendo classificados como pertencentes ao grupo 2 (Anexol).
Também houve variacdo quanto a formacao de micélio aéreo (Figura 11), desde flocoso

sem mucilagem aparentes, até micélio escasso, submerso e bem esporulado.

Figura 11: Variacdo quanto a formacao de micélio aéreo, de BM1 (A), BJG4 (B) e

BPC3 (C), pertencentes ao grupo morfocultural 2.

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Col6nias de C. musae com caracteristicas semelhantes ao grupo 2, sdo descritas
por MENEZES (2006) e SANTOS (2015) no estado de Pernambuco, e por DA
SILVEIRA et al, (2019) nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Santa Catarina e Rio
Grande do Norte coletados em areas de producdo comercial em larga escala de bananas.
Recentemente, na Arabia Saudita, o grupo 2 também foi descrito por ZARRAQ), et al,
(2022) em um isolado obtido em cultivos de café, que descreve a col6nia em meio
BDA apresentando micélio aéreo branco que tornou-se laranja claro. O morfogrupo 4 é
relatado por SAKINAH, et al. (2014), na Malasia, que descrevem coldnias de C. musae

com coloracéo de branca a cinza.
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O indice de velocidade de crescimento micelial (IVMC) dos isolados de C.
musae variou entre 17 mm/dia desenvolvidos pelo isolado BB3 a 8,17 mm/dia pelo
isolado BQ7, estando ambos classificados como morfogrupo 2. Os dados de IVMC
submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade apontam diferencas significativas
de crescimento dos isolados, independentemente do grupo morfoldgico descrito no
presente estudo (Anexol). SAKINAH et al. (2014) observaram diferencas de
crescimento em seus isolados de C. musae em um mesmo substrato, no entanto,
sugerem que esse fato relaciona-se com a presenca de racas fisioldgicas.

O comprimento dos conidios dos 15 isolados avaliados variou entre 7,72 um a
9,69 um com média de 8,74 um e a largura variou entre 3,21 pm e 3,94 uym com média
de 3,61 um (Tabela 4). As variagdes dimensionais para a espécie encontram-se dentro
dos padrdes descritos por Li et al. (2019) em isolados de C. musae obtidos em pomares
de Mangifera indica (manga) na China. Em geral, apresentaram-se hialinos, retos,
obtusos nas extremidades, predominantemente cilindricos, curtos ou elipsoidais,
unicelulares de parede fina e delgada e em seu interior apresentavam um glébulo oleoso
(Figura 12 C-1,2,3,4 e 5) que confere um elemento de reserva energética, conhecido
como gutula (GARRITO e GAVA, 2014).

Multiplos tubos curtos de anastomoses conidiais com até dois apressorios por
conidio foram observados em todos os isolados, 0 que confere uma caracteristica
comumente observada em isolados pertencentes ao complexo Colletotrichum
gloeosporioides (ARAUJO e STADNIK, 2013; COSTA, 2014; GONCALVES, et al,
2016).

Os apressorios miceliais apresentaram coloracdo variavel de marrom claro a
marrom escuro (Figura 13), indicando melanizacdo, sinal de alta capacidade em
penetracdo no tecido hospedeiro. Estes sdo formados por meio da diferenciacédo
morfoldgica do apice de uma hifa micelial que passa a ter a capacidade de adesdo, com
funcdo de penetracédo e sobrevivéncia do patdgeno, suportando a ativagdo de defesas do
tecido vegetal, langadas contra o patdgeno por meio de eventos bioquimicos localizados
que ocorrem apds o reconhecimento do contato do patégeno.Estes eventos de acordo
com DIXON; LAMB (1990) dependem de uma combinagdo complexa de componentes
de defesa constitutivos (barreiras fisicas e quimicas) e induziveis (ativacdo da expresséo
de genes que codificam para proteinas relacionadas a defesa de plantas). No entanto,
como Visto neste estudo, a melanizagdo também ocorre em membranas e meios
artificiais (GONCALVES, et al, 2016; VELHO e STADNIK, 2020).
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Figura 12: Caracteristicas morfoldgicas dos 5 grupos de coldnias de C.musae, seus
conidios e apressorios em Alagoas. Reverso (A) e frente da placa de petri (B),

conidios (C) e apressorios (D).

A B C D

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Basicamente para todos os isolados foram observadas trés formas de apressorios
(irregular, circular e ovalada). Também, quanto a disposic¢éo em relacdo ao conidio, pelo
comprimento do tubo germinativo observaram-se apressorios sesseis e pedicelados
(Figura 15 D- 1,2,3,4 e 5) (GONCALVES E STADNIK, 2012). O comprimento dos
apressorios para os isolados variou de 4,71 um a 5,95 um e a largura dos apressorios
variou de 3,81um a 4,46pum. As médias de dimensdes foram de 5,22 para comprimento

e 4,14 para a largura (Tabela 3).
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Figura 13: Multiplos tubos germinativos e apressorios em isolados de C.musae.

AP

TG

AS

AS-Apressorio sessil
AP-Apressorio pedicelado
TG- Tubo germinativo

Fonte: Dados da Pesquisa (2023)

A avaliacdo do tamanho dos conidios e apressorios pela relagdo C/L demonstrou
resultados esperados, sem diferenca significativa, uma vez que os isolados sdo
pertencentes a mesma espécie oriundas de hospedeiros do género Musa spp. O valor
deste quociente indica que os isolados apresentam em média as mesmas dimensdes
morfolégicas (SANTOS, et. al., 2015).

Tabela 4: Dimensdes morfologicas de conidios e apressorios de C.musae de bananas de

quinze municipios do Estado de Alagoas.

CONIDIO APRESSORIO

Isolado  Largura  Comprimento C/L Largura Comprimento C/L
BLA3 3,62 7,84 2,16 3,98 4,91 1,23
BPI113 3,58 8,23 2,30 3,93 5,06 1,29
BB8 3,60 9,24 2,57 4,09 4,97 1,21
BPC8 3,77 8,45 2,24 3,87 4,80 1,24
BJG21 3,34 9,15 2,74 4,18 5,33 1,28
BMS15 3,54 9,43 2,66 4,24 4,86 1,15
BMI9 321 9,31 2,90 4,00 5,47 1,37
BMU8 3,64 9,69 2,66 4,46 5,46 1,22
BTAl 3,94 8,32 2,11 4,43 5,12 1,16
BM3 3,76 9,45 2,51 4,44 5,78 1,30
BTD18 3,55 8,20 2,31 4,32 5,95 1,38
BQ9 3,55 8,20 2,31 4,32 5,95 1,38
BI11 3,56 7,72 2,17 3,89 4,71 121
BTF6 3,65 8,78 2,41 3,81 511 1,34
BMG14 3,89 9,06 2,33 4,19 5,29 1,26
MEDIA 3,61 8,74 2,42 4,14 5,25 1,27

C/L: Relagdo Comprimento/Largura

Fonte: Dados da Pesquisa (2023)
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O conhecimento da morfologia de conidios e apressérios € um dado relevante
para caracterizacdo das espécies, mas ndo deve ser considerado como Unico parametro
na identificagdo, uma vez que o patégeno sofre influéncias do ambiente e pode
apresentar alteracdes morfologicas plasticas. Diferencas encontradas entre as dimensoes
morfologicas de conidios de C. musae descritas neste estudo e as descritas por
ZARRAQ, et al, (2022) na Arabia Saudita em um isolado patogénico de café descritos
com 14 um de comprimento e 7 um de largura. Portanto, é necesséria a utilizacdo
conjunta destas técnicas morfologicas a analises moleculares (KAMEL, et. al., 2014).

A identificacdo correta de fitopatdgenos e de extrema importancia para evitar
dados ambiguos em relacdo a classificacdo de espécies, como ocorreu principalmente
com C. musae que por vezes era classificado como C. gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc. A solugédo encontrada foi demonstrada em trabalhos recentes desenvolvidos com
isolados de banana que enfim determinaram as caracteristicas fenotipicas e moleculares
da espécie como um grupo monofilético dentro do complexo “C. gloeosporioides”

(DOS SANTOS, 2015; VIEIRA, et al, 2017; SILVEIRA et al, 2019).

6.4 Sensibilidade in vitro de c. musae ao difenoconazol

Um total de 149 isolados submetidos ao teste de sensibilidade ao fungicida
difenoconazol apresentou inibicdo de crescimento micelial maior que 80% (Grafico 1).
Este resultado corroborou com Veloso et al. (2021), que descreveram o fungicida
difenoconazol como um inibidor moderado do crescimento micelial de Colletotrichum
spp. associadas a cajueiro, reduzindo de 5- 59% e como inibidor da esporulacdo em até
96%.

Para os isolados do municipio de Joaquim Gomes (BJG4, BJG21, BJG11) e
Limoeiro de Anadia (BLA3) a inibigdo do crescimento micelial por difenoconazol
chegou a 88% (Figura 14). Caracterizando este fungicida como altamente eficiente em
controlar o crescimento in vitro de C. musae, ndo sendo observada resisténcia dos
isolados do patogeno ao fungicida. O difenoconazol foi altamente eficiente em controlar
o0 crescimento in vitro de C. gloeosporioides isolados de abacate por FISCHER, et al.

(2017) que, também, ndo observaram resisténcia a este fungicida.
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Gréfico 1: Percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC) em C.musae por

difenoconazol

PIC(%) por difenoconazol
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Fonte: Dados da Pesquisa (2023)

Como resisténcia a fungicidas trata-se de uma alteracao estavel e herdavel de um
patdgeno a determinada dose ou principio ativo, pode-se entender que os isolados de C.
musae originarios de municipios que apresentaram inibicdo superior a 60% até o
presente momento, tiveram pouco e/ou nenhum contato com o difenoconazol. Sendo
este um dado relevante para 0 monitoramento de possiveis resisténcias do patdgeno para
0 estado de Alagoas (FRAC, 2011; SILVEIRA et al, 2020).

No entanto, pode ser observada ainda uma expressiva esporulacdo dos isolados
em BDA tratados com difenoconazol, demonstrando ser uma estratégia de
sobrevivéncia do patogeno utilizando energia advinda do pequeno disco de BDA ao

centro da placa livre de fungicida. Portanto, sugere-se a realizagdo de estudos quanto a
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capacidade fugitoxica e fungistatica de difenoconazol sobre a esporulacdo de C. musae

(SILVEIRA, et al, 2020; SALGADO, 2021).

Figura 14: Isolados de Joaquim Gosmes (1,2,3) e Limoeiro de Anadia (4), em meio

BDA e em meio BDA tratado com Difenoconazol

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Atualmente, ndo se encontram recomendac@es para o controle da antracnose em
frutos de bananeira por difenoconazol, porém ha recomendacdo pelo MAPA para sua
utilizacdo no controle de antracnoses em frutos tropicais como cajueiro e abacate
(AGROFIT, 2023). No que diz respeito a bananeiras sua recomendacdo e para 0
controle da Sigatoka Negra, doenca causada pelo fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis.
Sendo esta uma doenca que ameaga chegar no estado Alagoas nos proximos anos, ja
que ocorre em estados fronteiricos como Pernambuco. Portanto, a utilizacdo do
difenoconazol seria conveniente para reducdo de custos de producdo ao ser utilizado
para o controle de duas doencas, pois aqui se sugere que tem efeito inibitorio também
para C. musae (VELOSO, et al, 2022;ADAGRO0,2023).

8 CONCLUSAO

A espécie Colletotrichum musae é o fitopatdgeno mais prevalente em associacdo
a antracnose em frutos de banana no Estado de Alagoas, porém ndo é a Unica
(Colletotrichum siamense), e o fungicida difenoconazol exerceu neste estudo inibigcdo
variavel entre 50 e 80% em seu crescimento micelial in vitro.
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ANEXO - Descricdo da morfologia, indice de velocidade de crescimento inibicdo por

difenoconazol e teste de patogenicidade para os 75 isolados de C.musae avaliados neste

estudo.
Inibicéo por Teste de
Isolado Cor Seto IVMC (mm) Difenoconazol Patogenicidade
r (%) Banana Manga
BB3 2 - 17 a 86 *
BMI14 4 - 17 a 86 *
BPI13 2 - 17 a 86 *
BTD18 3 * 17 a 86 *
BM110 2 * 16,95 a 86 *
BMUS 3 - 16,925 ab 83 *
BTD8 3 - 16,9 abc 81 *
BMS2 2 - 16,85 abc 81 *
BLA10 1 - 16,8 abcd 75 *
BLA3 5 - 16,8 abcd 88 *
BTF10 2 - 16,775 abcd 84 *
BPC13 2 - 16,7 abcde 76 g
BPC3 2 - 16,7 abcde 87 *
BPC17 2 - 16,7 abcde 84 *
Blll 2 * 16,75 abcde 82 *
BTA7 5 & 16,75 abcde 81 *
BPC25 2 * 16,25 abcde 79 *
BPI110 2 * 16,25 abcde 84 *
BTAl 3 * 16,25 abcde 80 *
BMS8 2 * 16,6 abcdef 80 &
BPI123 2 * 16,6 abcdef 82 *
BB16 3 * 16,55 abcdef 87 *
BTF2 2 - 16,52 abcdef 79 *
BUP12 2 * 16,50 abcdef 85 &
BMS4 3 * 16,475 abcdef 78 *
BMS11 2 - 16,325 abcdefg 78 g
BTF8 2 - 16,275 abcdefg 75 * *
BM5 2 - 16,275 abcdefg 76 &
BQ4 2 - 16,175 abcdefg 85 *
BMI21 4 - 16,075 abcdefg 79 i g
BQ13 2 - 16,150 abcdefg 78 *
BB8 2 - 16,075 abcdefg 83 <
BMG5 4 - 16,0 abcdefg 67 *
BUP6 3 - 16,0 abcdefg 80 »
BTF4 3 - 15,95 abcdefg 75 *
BTF6 3 - 15,825 abcdefg 78 &




(o))

BPCS8 2 - 15,7 abcdefgh 78 * *

BPI116 2 - 15,6 abcdefgh 86 *

BMU7 2 - 15,5 abcdefgh 83 *

Bl14 4 - 15,295 abcdefgh 85 *

BMI9 3 - 15,175 abcdefgh 79 *

BUP1 3 - 15,075 abcdefgh 84 *

BMG14 4 - 14,9 abcdefghi 81 *

BPCS8 2 - 14,8  abcdefghij 78 *

BJGS8 2 - 14,4 abcdefghij 85 *

BMG4 4 - 13,95 abcdefghijk 77 *

BM6 2 - 13,775 bcdefghijkl 79 *

BB11 2 - 13,65  defghijkl 72 *

BQ9 2 - 13,45  fghijkl 79 *

BM3 2 - 12,45 hijkl 82 *

BMS15 4 * 12,075 hijklm 70 *

BI15 2 * 11,8 ijkim 86 *

BMG1 2 - 11,375  jkim 73 *

BMI6 4 - 10,9 kimn 59 *

BMG19 3 - 9,825 mn 52 *

BLA7 5 - 9,5 mn 75 *
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