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RESUMO

A pitaia (Hylocereus sp.) é uma fruta que pertence a familia Cactaceae, a qual possui aproximadamente 100
génerose 1,5 mil espécies. A diversidade de frutas exéticas como a pitaia vem ganhando espago no mercado
nacional. O aumento da procura pelo produto, frutos com alto preco de venda e 0 acesso a informagées
atualizadas de cultivo favorecem o crescimento da atividade no pais. No entanto, algumas doencas tém sido
associadas a esta cultura, especialmente agentes etiolégicos flngicos causadores de antracnose e podriddes.
Essas doencas estdo associados aos cladddios e frutos de pitaia. Contudo, conhecer o agente etioldgico é
essencial para a eficacia de controle das doencas. Portanto, o objetivo do trabalho foi identificar espécies
fangicas que acometem a cultura da pitaia por meio de caracteristicas moleculares, morfol4gicas e culturais.
Realizou-se coletas de cladodios de pitaia no estado de Alagoas, em plantios comerciais e uma area
experimental localizada no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de
Alagoas. Os isoladosfungicos foram obtidos a partir de amostras de cladédios com sintomas de antracnose
e podrid&o, pelo método de isolamento indireto e cultivados em meio batata-dextrose-agar.Apos sete dias,
os isolados fungicos foram previamente identificados a nivel de género, utilizando chaves taxonémicas
existentes na literatura. Para testar a patogenicidade dos isolados foram utilizados cladodios assintomaticos
de pitaia. Os isolados considerados patogénicos foram submetidos a estudos de caraterizacdo molecular,
morfoldgica e cultural dos géneros fungicos. Primeiramente, realizou-se a extracdo de DNA e aamplificacdo
dassequéncias parciais da regido ITS e dos genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-
tubulina para os isolados de Colletotrichum e fator de alongamento da tradugdo 1-o (TEF-1a) e RPB2 para
os isolados de Fusarium. Obteve-se um total de 36 isolados fungicos, dos quais 14 pertencem ao género
Colletotrichum e 22 ao género Fusarium. As culturas de Colletotrichum apresentaram micélio variando
entre tons de cinza, laranja e branco, com conidios hialinos, ndo septados, cilindricos e extremidades
redondas. Os isolados de Fusarium produziram micélio em tons de branco, rosa e laranja, com macro e
microconidios hialinos e presenca de clamidospdros. A observacdo das caracteristicas morfoldgicas e
culturais juntamente com as andlises filogenéticas permitiu agrupar os isolados de Colletotrichum nos
complexos C. gloeosporioides, e C. truncatum. Os isolados de Fusarium foramagrupados com espécies do
complexo F. incarnatum—equiseti, F. fujikuroi e F. oxysporum.

Palavras-chave: Cactaceas; Doencas fungicas; Patogenicidade; Colletotrichum; Fusarium.



ABSTRACT

The dragon fruit (Hylocereus sp.) is a fruit that belongs to the Cactaceae family, which has
approximately 100 genera and 1,500 species. The diversity of exotic fruits such as dragon fruit has
been gaining ground in the national market. The increase in demand for the product, fruits with a
high selling price and access to updated cultivation information favor the growth of the activity in
the country. However, some diseases have been associated with this crop, especially fungal
etiological agents that cause anthracnose and rot. These diseases are associated with cladodes and
dragon fruit fruits. However, knowing the etiological agent is essential for effective disease control.
Therefore, the objective of the work was to identify fungal species that affect dragon fruit crops
through molecular, morphological and cultural characteristics. Dragon fruit cladodes were
collected in the state of Alagoas, in commercial plantations and in an experimental area located on
the Engineering and Agricultural Sciences Campus of the Federal University of Alagoas. The
fungal isolates were obtained from samples of cladodes with symptoms of anthracnose and rot,
using the indirect isolation method and cultivated on potato-dextrose-agar medium. After seven
days, the fungal isolates were previously identified to the genus level, using taxonomic keys
existing in the literature. To test the pathogenicity of the isolates, asymptomatic dragon fruit
cladodes were used. The isolates considered pathogenic were subjected to molecular,
morphological and cultural characterization studies of fungal genera. Firstly, DN A extraction and
amplification of partial sequences of the ITS region and of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) and B-tubulin genes were carried out for Colletotrichum isolates and
translation elongation factor 1-a (TEF -1a) and RPB2 for Fusarium isolates. A total of 36 fungal
isolates were obtained, of which 14 belong to the genus Colletotrichum and 22 to the genus
Fusarium. Colletotrichum cultures presented mycelium varying between shades of gray, orange
and white, with hyaline, non-septate, cylindrical conidia and round ends. Fusarium isolates
produced mycelium in shades of white, pink and orange, with hyaline macro- and microconidia
and the presence of chlamydospores. The observation of morphological and cultural characteristics
together with phylogenetic analyzes allowed the Colletotrichum isolates to be grouped into the C.
gloeosporioides and C. truncatum complexes. Fusarium isolates were grouped with species from
the F. incarnatum—equiseti complex, F. fujikuroi and F. oxysporum.

Key words: Cactaceae; Fungal diseases; Pathogenicity; Colletotrichum; Fusarium.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de frutas no Brasil se destaca por sua diversidade produtiva, sendo o tercei
maior produtor mundial de frutas, produzindo cerca de 40 milhdes de toneladas/ano (FAO, 2021).
A diversidade de frutas exéticas como a pitaia (Hylocereus sp.) vem ganhando espaco no mercado
nacional. O aumento da procura por esta fruta, o alto preco de venda e o acesso a informacdes de
cultivo favorecem o crescimento da atividade no pais (LONE et al., 2020).

A pitaia € uma fruta conhecida mundialmente como Fruta-do-Dragdo. Esta inserida na
familia Cactaceae, a qual possui aproximadamente 100 géneros e 1,5 mil espécies, originarias da
América com os principais centros de diversidade localizados em regides aridas e semiaridas do
sudoeste dos Estados Unidos, México e varios paises Sul-americanos como Peru, Argentina, Chile
e Brasil (BARTHLOTT; HUNT, 1993).

A pitaia possui uma fonte riquissima de compostos bioativos, sendo considerada uma
“super fruta” devido aos inimeros beneficios que o seu consumo traz para a saude (PIO et al.,
2020). Além do potencial farmacéutico, a pitaia também vem sendo muito utilizada na culinaria.
Os frutos podem ser consumidos frescos ou utilizados para a preparacdo de geleias, doces, bebidas,
sorvetes e corantes. Seus cladddios e flores tambem possuem aplicagdes significativas na
alimentacdo, geralmente como verduras (MARTINEZ et al., 1996).

No comércio, a pitaia faz parte do grupo do mercado de frutas exéticas. Mesmo seu preco
sendo mais elevado que os demais frutos convencionais, ha registros do aumento de sua venda,
ganhando muita atencdo apos sua comercializagdo, tem se destacado no mercado, além de despertar
o interesse de fruticultores no plantio e cultivo (JUNIOR et al., 2019).

Algumas doencas tém sido relatadas para esta cactacea, especialmente agentes etiologicos
fungicos associados aos cladddios e frutos (PALMATEER et al., 2007). As principais doencas
relatadas na cultura sdo a antracnose e podridao, sendo responsaveis pela reducdo da qualidade, o
que justificam os precos altos da pitaia nos mercados, o que limita a acessibilidade da fruta aos
consumidores e causam perdas econdmicas aos produtores (SOBRAL et al., 2019).

Produtores, técnicos e agronomos ainda possuem davidas sobre o cultivo de pitaia, devido
ser uma cultura considerada recente no pais, mostrando que mesmo em regides com alta producao

do fruto, ainda ha necessidade de divulgacdo e construcdo de material didatico sobre o cultivo da
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pitaia, destacando a falta de informacGes sobre pragas e doencas nas regides produtoras (LONE,
2020).

Nesse contexto, estudos de identificacdo necessitam ser desenvolvidos, visto que 0s
produtores possuem ddvidas sobre o0s agentes causais dos sintomas de antracnose e podridao que
acometem a cultura. Isto mostra a necessidade de divulgacdo e construcdo de material didatico,
destacando a falta de informacdes sobre os patdgenos que causam doengas na cultura. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi identificar espécies de fungos associadas a cultura da pitaia

utilizando estudos morfolégicos, culturais e filogenia molecular.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos botanicos

A cultura da pitaia, também conhecida como “fruta do dragdo”, ¢ uma planta perene, epifita
ou semiepifita, pertencente a familia Cactaceae, género Hylocereus e ordem Caryophyllales
(MOREIRA et al., 2012). Apresenta como centro de origem as florestas tropicais da América Latina,
e nos ultimos anos encontram-se distribuidas por paises como: Brasil, Uruguai, Colémbia, México,
Venezuela e Costa Rica (CHAGAS et al., 2014).

O fruto da pitaia é uma baga, tamanho médio, formato globuloso e subglobuloso,
apresentando coloracdo externa verde quando imatura e amarela ou vermelha quando madura. A
polpa é gelatinosa e apresenta cores que variam do vermelho-purpura brilhante ao branco, com
inlmeras sementes escuras e comestiveis que medem aproximadamente 3 mm de diametro e estdo
inseridas uniformemente pela polpa (CAJAZEIRA, 2016). A colheita do fruto, geralmente, ocorre
quando atinge a maturacdo completa em torno de 30 dias ap6s a antese (abertura da flor) (CANTO,
1993).

Classificada como planta trepadeira, a pitaia apresenta caules modificados denominados
cladddios, sdo caules suculentos, cilindrico ou globular, com sulcos e relevos, com capacidade de
realizacdo da fotossintese e acimulo de &gua e nutrientes, o que da a planta a capacidade de resistir
as secas prolongadas, pois estes apresentam em sua superficie ceras naturais que reduzem a perda
de agua e possuem abertura estomatica noturna. Os cladddios apresentam espinhos com 2 a 4 mm
de comprimento (SANTOS et al., 2013; MARENCO; LOPES, 2011).



As flores medem cerca de vinte a trinta e cinco centimetros de comprimento, sdo completas,
possuem coloragdo branca e estames amarelos, aléem de serem monoicas, hermafroditas e
levemente perfumadas. Sua abertura floral é de habito noturno e inicia-se ao final da tarde, podendo
estender-se até o inicio da manhd, produzindo grande quantidade de pdlen, contudo seu 6rgéao
sexual feminino pode estar em diferentes alturas em relacdo as anteras, o que dificulta sua
autopolinizacdo (FERNANDES et al., 2017).

As raizes sdo do tipo fasciculada, ramificadas e bem distribuidas na superficie do solo,
podem atingir profundidades por volta de quinze centimetros dependendo do tipo de solo a ser
cultivado. Também desenvolvem raizes grampiformes ao longo dos cladodios, das quais servem
principalmente para fixar suas estruturas em superficies e serem capazes de absorver agua e
nutrientes, embora néo seja sua funcdo principal. A presenca das raizes grampiformes demonstra
grande importancia na reproducdo vegetativa da espécie, facilitando sua propagacédo assexuada em
diversos tipos de ambientes (CAVALCANTE, 2008).

2.2 Variedades de pitaia

Encontram-se diferentes espécies de pitaia, sendo algumas comerciais e outras nativas. As
trés variedades mais cultivadas e encontradas comercialmente ao redor do mundo séo: a pitaia de
polpa branca e casca amarela (Hylocereus megalathus), a pitaia de polpa branca e casca vermelha
(Hylocereus undatus) e a pitaia de polpa vermelha e casca vermelha (Hylocereus polyrhizus) (LE
BELLEC et al., 2006).

A especie H. polyrhizus é uma planta nativa do México, cultivada em todo o mundo, com
destaque para Taiwan, Israel, Vietnd e sul da China. Com cultivos mais recentes na Tailandia,
Australia, Estados Unidos, Malasia e Brasil. Seus frutos destacam-se por sua coloracdo vermelha
e seu alto teor de antioxidantes (MIRANDA-CASTRO, 2016).

No Brasil, a espécie H. undatus (polpa branca) passou a ser cultivada na década de 1990,
no estado de Sao Paulo, (JUNQUEIRA, etal., 2002). Esta espécie € a mais cultivada mundialmente,
em paises como Australia, Camboja, Coldmbia, Equador, Guatemala, Indonésia, Israel, Japéo,

Nova Zelandia, Nicaragua, México, Peru, Filipinas, Espanha, Taiwan, Tailandia, Estados Unidos,
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Vietnd e Uruguai. Muitos destes paises ja produzem pitaia, comercialmente, sendo Colémbia e
México 0s principais produtores e exportadores para paises da Europa, Estados Unidos e Japdo
(MOLINA; CRUZ; QUINTO, 2009).

A pitaia amarela (H. megalanthus) vem se tornando promissora para o0 mercado, seus frutos
possuem polpa branca com sementes escuras e casca de coloragdo amarela conhecida, também,

como “pitaia colombiana” sendo amplamente difundida na Colémbia (MOREIRA et al., 2012).

2.3 Importancia econdmica

A pitaia encontra-se no importante grupo de frutas exéticas (HA et al., 2014), apresentando
alto valor comercial (MOREIRA et al., 2011), o que desperta elevado interesse dos fruticultores
em seu plantio e cultivo (CAVALCANTE et al., 2011; CORDEIRO et al., 2015). Por seus frutos
apresentarem cor e aparéncia atraente e com inumeros beneficios para a saude, vem despertando o

interesse dos consumidores (FAN et al., 2016).

Os frutos, de modo geral, sdo as partes que apresentam maior importancia econémica, as
quais, segundo Moritz (2012), podem ser consumidos in natura, como ingredientes na culinaria e
em diversas receitas doces e salgadas, como mousses, cremes, cocadas, geleias, risotos, tortas e
bastante presente também em bebidas, na forma de sucos tropicais, drinks, caipinhas e licores
(GREENME, 2017). Os cladddios também sdo utilizados na culinaria, como ingrediente principal
nas receitas de alguns tipos de refolgados (OLIVEIRA et al., 2023).

Além do fruto, estudos recentes indicam que extratos da casca e dos cladédios possuem um
grande potencial antioxidante, podendo ser utilizados como produtos cosméticos
antienvelhecimento. Esses extratos também oferecem outros beneficios para a saude e, quando
combinados com protetores solares, proporcionam fotoprote¢do, ajudando a prevenir doencas

relacionadas a exposicao excessiva ao sol (CAVALCANTE, 2008).

Na industria farmacéutica estudos demonstram que a pitaia vermelha apresenta capacidade
de agir na prevencao do cancer, apresenta propriedade anti-inflamatoria, antidiabética e de reducao
do risco de mortalidade cardiovascular (SONG et al., 2016b; LEONG et al., 2017), além de
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combater as doengas relacionadas ao sistema respiratorio como bronquite (DONALDO, 2009;
MOLINA et al., 2009). Além disso, possui uma fonte riquissima de compostos bioativos, sendo
considerada uma “super fruta” devido aos inimeros beneficios que o seu consumo traz para a saide

(PIO et al., 2020).

Na América Latina, além do México, a producao do fruto se encontra distribuida nos paises
da Costa Rica, Venezuela, Panama, Uruguai, Brasil e Colémbia. De forma geral, a pitaia ainda é
considerada, na maioria dos paises, uma cultura exdtica e com perspectiva de crescimento de
producdo e aceitabilidade do mercado consumidor. O crescimento comercial da fruta tem ocorrido
principalmente em paises como Israel, Vietnd, Taiwan, Nicardgua, Australia e nos Estados Unidos
(FROES JUNIOR et al., 2019).

Em 2017, o Brasil produziu cerca de 1.459 toneladas de pitaia, em 536 hectares, distribuidos
em 640 estabelecimentos agropecuarios, com valor da producdo em torno de 9.129.000 de reais.
Estima-se que existam 553 mil plantas de pitaias no pais (IBGE, 2019). Ja no quadro de exportacéo,
0 pais se posiciona em quadragésimo quarto lugar no ranking mundial, com 0,1% do total e cerca
de US$ 4.000 faturados em exportagdo, no ano de 2018. Apesar do baixo volume de exportagdo
brasileira de pitaia ha tendéncia de aumento para os proximos anos (PIO; RODRIGUES; SILVA,
2020).

Segundos dados publicados pelo IBGE no ano de 2019, o maior produtor de pitaia no Brasil
é 0 estado de S&o Paulo. Apesar da regido Sudeste brasileira ser a principal produtora de pitaia no
Pais, o plantio comercial da cultura vem se expandindo para outros locais, com destaque para a
regido Nordeste, onde as plantas produzem frutos durante parte do ano, sendo os frutos
comercializados a precos elevados em meses de menor producdo (NUNES et al., 2014). A maior

parte da producéo, cerca de 80%, ocorre nos meses de novembro a maio (OLIVEIRA, 2019).

2.4 Cultivo da pitaia
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As plantas de pitaia foram domesticadas nos ultimos anos na América Central e as primeiras
referéncias com praticas de cultivo foram publicadas ha aproximadamente duas décadas (LIMA,
2013). O pouco conhecimento técnico existente até entdo foi adquirido a partir do cultivo na
América tropical, centro de origem das pitaias. Os métodos tradicionais de cultivo foram entéo

alterados, adaptados e aperfeicoados em novas areas de producdo (BECERRA, 1994).

A propagacéo pode ser realizada por sementes ou vegetativamente (atraves dos cladddios),
destacando-se a estaquia, enxertia e micropropagacdo. Apesar das sementes apresentarem rapida e
elevada taxa de germinacdo, as plantas propagadas por esse método apresentam variabilidade
geneética, crescimento inicial lento e requerem um maior periodo para inicio de producédo
(HERNANDEZ, 2000).

O método de cultivo mais adotado e recomendado € o tutoramento em palanque ou mouréo
de concreto ou madeira, conduzindo em haste Unica até chegar a altura de 1,60 m - 1,80 m, em que
é realizada uma poda para estimular brotagdes laterais, sendo conduzida em sistema de pernadas
em pneu de borracha cortados ou néo, presos ao mourao por hastes de ferro, sustentando a copa da
planta (PENHA, 2019).

A época de producdo desses frutos ocorre entre os meses de dezembro e junho, e se divide
em quatro floradas, sendo as duas primeiras as mais produtivas. Seus frutos apresentam coloracdo
verde quando imaturos e podendo variar de cor apés atingir a maturacdo, levando em média de

trinta a quarenta dias até o ponto de colheita (DONADIO, 2009).

A fruta possui alta produtividade por area, que pode chegar até cerca de 25 a 30 toneladas
por hectare sob condi¢des climaticas ideais, apds 3 anos de implantacdo. A pitaia possui capacidade
de se adaptar ao clima tropical, subtropical ou arido, assim, a umidade nao é um fator que limita o
desenvolvimento da cultura. Todavia, condi¢des de elevada umidade favorecem infecgbes por

fungos e bactérias nos frutos e caules, o que pode prejudicar o cultivo (REZENDE et al., 2017).

2.5 Doencas fungicas na cultura da pitaia
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Com a expanséo do cultivo, atrelado ao aumento do interesse comercial por essa cultura,
notou-se o aparecimento de doencas ocasionadas por bactérias, virus e fungos que configuram um
importante entrave na producdo, com perdas que podem chegar até 44 % , constituindo-se em
problemas para a sustentabilidade e crescimento da cultura (MOURA, 2020; BALENDRES;
BENGOA, 2019).

No Brasil, as principais doengas que acometem a pitaia, sobretudo no campo, sdo: a
antracnose (C. gloeosporioides e C. truncatum), podriddo por Fusarium, Bipolaris e as bacterioses,
principalmente a pectobacteriose. Em varios paises, como China, Japdo e Malasia, onde ha grande
producdo de pitaia, diversas pesquisas acerca de doencas dessa cultura tém sido relatadas (PIO,
2020).

Alguns géneros fungicos ja foram associados as diversas espécies de Hylocereus, dentre
eles estdo: Alternaria sp.; Aureobasidium sp.; Bipolaris sp. Botryosphaeria sp.; Colletotrichum sp.;
Curvularia sp.; Diaporthe sp.; Fusarium sp.; Gibberella sp.; Monilinia sp.; Neocosmopora sp.;
Neoscytalidium sp.; Nigrospora sp. e Sclerotium sp. (BALENDRES; BENGOA, 2019; WANG et
al., 2021). Alguns fatores como a temperatura e pluviosidade elevada favorecem a ploliferagdo de
doenca (COSTA, 2012).

25.1 Podriddo

O primeiro relato de podriddo que se tem conhecimento foi em Bangladesh, em 2019, em
que observaram sintomas de podriddo no caule. A lesdo possuia uma depressdo coberta por uma
massa picnidial preta na superficie e com margens amarelas, presentes em 82% das plantas de
Hylocereus undatus. Apds analises morfologicas, moleculares e teste de patogenicidade, o fungo

foi identificado como Diaporthe phaseolorum (KARIN et al., 2019).

Valencia-Botin et al., 2013 relataram, em pitaia vermelha, uma podriddo na base do fruto
causada por Bipolaris cactivora. Esse mesmo patdgeno foi constatado causando manchas aquosas
de cor oliva a preto, que coalescem, causando uma podriddo mole em estadgio avancado, em pitaia

de polpa branca (HE et al., 2012). Em lugares como na China e Florida, sdo relatados problemas
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com o fungo Bipolaris cactivora causando podriddo em flores e frutos em algumas espécies de

pitaia (Hylocereus costaricensis) (QIU et al., 2020).

Na Sumatra Ocidental, foi observado 99,5% de incidéncia de podriddo amarela do colo
causada por Fusarium sp. em H. polyrhizus (BARTHANA; NASIR, 2013), sendo identificado por

caracterizacao molecular como F. solani (RITA etal., 2013).

Diferentes patdgenos podem acometer as varias partes das plantas, Junqueira et al., (2002)
relataram o aparecimento de podridGes no fruto causadas por Dothiorella sp., nos cladoédios por
Lasiodiplodia theobromae e em flores por Phomopsis sp., porém, sem atingir niveis de danos

expressivos.

Algumas espécies de Fusarium causam a doenca conhecida por podridao basal do fruto ou
podriddo mole, o sintoma comega com uma lesédo amarela no caule, no ponto de insercdo do fruto
com o cladddio, causando prematuridade no amadurecimento. A infec¢do avanca para o centro do
fruto, produzindo podriddo parcial e afetando até 50% da area de superficie (VARON, 2006;
ROJAS et al., 2008; KONDO et al., 2013).

2.5.1.1 Género Fusarium

O género Fusarium pertence ao filo Ascomycota, ordem Hypocreales e familia Nectriaceae,
compreendendo um grupo de fungos filamentosos que representam uma ameaga a uma variedade
de culturas de importancia econdmica. (CROUS et al., 2021). Foi primeiramente descrito por Link,
(1809) com base no carater distintivo dos conidios em forma de banana, mas o género recebeu mais
atencdo quando “Die Fusarien” foi publicado por Wollenweber e¢ Reinking em 1935
(SUMMERELL, 2019). O género compreende cerca de 300 espécies filogeneticamente distintas
distribuidas entre 23 complexos de espécies (O’DONNELL et al., 2020).

As espécies do género sdo responsaveis por perdas significativas nos campos de cultivo,
com énfase para as espécies de importancia econémica (BARRAL et al., 2020). Este género €

conhecido como um dos mais importantes patégenos de plantas do mundo e tem recebido grande
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atencdo devido a sua alta incidéncia (PASQUALI et al., 2016). As espécies de Fusarium séo
abundantes em regides temperadas e tropicais, sobrevivendo como saprofitas no solo e restos
vegetais (BOOTH, 1971; LESLIE; SUMMEREL, 2006).

Os fungos do género Fusarium infectam o hospedeiro por meio dos esporos ou micélio,
podendo ocorrer a penetracdo de forma direta ou por meio de ferimentos. Apés a infeccdo, o fungo
atravessa o cortex e entra nos tecidos do xilema. O micélio se ramifica e produz microconidios,
que sdo transportados pelo sistema vascular, tornando a infecgéo sistemica, o fungo produz enzimas
que degradam a parede celular dos vasos, bloqueando o transporte de dgua, o que resulta no

fechamento dos estdmatos, murcha e morte dos 6rgdos vegetais (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A disseminacdo do patégeno pode ocorrer pelo solo e pela agua principalmente em
decorréncia das estruturas de sobrevivéncia como 0s esporos vegetativos (clamiddsporos) que
podem colonizar as folhas, inflorescéncias e frutos, atraves de seus conidios, sendo capazes de

sobreviver por longos periodos no solo (MILANESE, 2009).

Para a identificacdo de espécies do género Fusarium, sdo empregados diferentes conceitos
basicos de espécies: morfoldgico e filogenético (LESLIE et al., 2001). O conceito morfolégico € o
mais utilizado e é baseado em caracteristicas fisicas e fisioldgicas, como formato e tamanho de
macro e microconidios, auséncia e presenca de clamidosporos, aparéncia da col6nia, pigmentacédo
e taxa de crescimento em meio de cultura (GERLACH; NIRENBERG, 1982; NELSON et al.,
1981; LESLIE; SUMMERELL, 2006). Espécies que compartilham a mesma morfologia podem
representar espécies filogenéticas distintas (O’DONNELL, 2000), necessitando de analises

filogenéticas para classicar de maneira correta a espécie fungica.

A filogenia multilocus auxilia a classificacdo dos fungos fusarioides, contribuindo para a
identificacdo de especies cripticas (COSTA et al., 2016; LAURENCE et al., 2014). Devido a alta
variabilidade morfolégica em Fusarium spp., técnicas moleculares se tornaram uma importante
ferramenta para identificacdo de espécies de forma mais precisa e complementada com os testes de
patogenicidade e caracterizacdo morfoldgica (KOYYAPPURATH et al., 2016). Sendo esta
realizada através da amplificacdo e analise de sequéncias de DNA de genes selecionados,

fornecendo informacgdes sobre a variabilidade e relagdes evolutivas desse patdgeno (LESLIE;
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SUMMERELL, 2006). Segundo O 'Donnel et al. (2015), as regides TEF1 e RPB2 possuem maior
confiabilidade e consisténcia para a delimitacdo de espécies, devido ao alto nivel de polimorfismo
da sequéncia e ndo possuirem copias nao-ortologas, outro ponto importante é que estas regies sao

facilmente amplificadas para todas as espécies do género.

Ha relatos de espécies de Fusarium causando danos em variedades de pitaia. Na variedade
amarela, os patégenos Fusarium moniliforme e F. oxysporum sdo encontrados com frequéncia,
sendo relacionados a sintomas de podriddo (VARON, 2006). Em pitaia vermelha, foi observado
incidéncia de uma podriddo amarela no caule, sendo o agente causal detectado como Fusarium
solani (WIWIK; DEWA; MADE, 2013).

2.5.2 Antracnhose

Entre as principais doencas ja relatadas na cultura da pitaia tem-se a antracnose, a qual causa
0 aparecimento de lesdes com coloracdo avermelhada a preta e presenca de halos clordticos
(ISKANDAR et al., 2015). A doenca pode acometer cladodios e frutos sendo causada por agentes
etiologicos fungicos (PALMATEER et al 2007) e pode reduzir gravemente a producdo
(MASY AHIT, 2009).

As manchas nos frutos de pitaia nas fases de pré e pds-colheita podem gerar graves perdas
econémicas (PIERANGEL, 2019). Inicialmente, as plantas apresentam descoloracdo da cuticula
adquirindo cor clara com pequenos pontos de cor azeitona. Posteriormente, as manchas adquirem
coloracdo café-escuro, com didmetro entre 3 e 4 cm, apresentando também uma margem amarela.
Em seguida, a parte afetada seca e muitas vezes o tecido afetado cai deixando orificios
noscladddios. Outro sintoma observado, embora menos frequente, caracteriza-se por manchas
indefinidas que podem invadir todo ou parte dos cladédios (MENDEZ-GALLEGOS et al., 2008).

Dentre os agentes fitopatégenos causadores de antracnose nos cladodios, destaca-se o
género fungico Colletotrichum, responsavel pela antracnose em uma infinidade de culturas

agricolas nas mais diversas regides do planeta (KELLY; OLSEN, 2011).

2.5.2.1 Género Colletotrichum
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O género Colletotrichum foi descrito em 1831 por August Carl Joseph Corda (1809-1849),
sendo publicado em 1837 com a espécie tipo C. lineola. Trata-se de fungos filamentosos, que estdo
posicionados na classe Ascomycetes e ordem Phyllachorales, cujo teleomorfo é representado por
Glomerella (Sutton, 1992).

Esses fungos sdo capazes de sobreviver em tecidos vivos ou mortos caidos no chéo, e tém
numerosos hospedeiros, proliferando em condicdes de alta temperatura e umidade, especialmente
quando ocorrem chuvas fregiientes. E disseminado, principalmente, pelo vento e por respingos de
chuvas, penetrando na planta através das aberturas naturais ou por ferimentos, podendo incidir nos
orgdos da planta e permanecer inerte até que ocorram condi¢Ges favoraveis de temperatura e
umidade relativa alta, podendo se expressar apenas na pos-colheita, mesmo que tenha havido a
infeccdo no periodo da floracdo (ANDRADE; DUCROQUET, 1998; TAVARES et al., 2005).

No Brasil, apesar dos desafios, varios estudos tém sido realizados com o género nos ultimos
anos, visando o seu conhecimento e identificacdo, tendo singular importancia, principalmente na
agricultulra (MELLO et al., 2004; BRAGANCA 2016). Encontram-se listadas na U.S. National
Fungus Collections, 1215 espécies do género na Ameérica do Sul, e destas, 758 espécies no Brasil
(FARR & ROSSMAN, 2022).

Fungos do género Colletotrichum sdo conhecidos por serem patdgenos agressivos que
ocasionam doencas e acarretam perdas em diversas culturas por todo o mundo (HYDE etal., 2009).
Este género é considerado o oitavo mais importante dos fungos causadores de doencas em plantas,
de acordo com sua relevancia cientifica e econémica. O género causa doencas que afetam uma
ampla gama de hospedeiros, incluindo cereais, gramineas, leguminosas, hortalicas, culturas
perenes e arvores frutiferas (DEAN et al., 2012). As espécies apresentam uma ampla distribuicao

geografica, particularmente em regides quentes e umidas, como nos tropicos (PEREIRA, 2009).

Os estudos para a identificacdo e taxonomia do género Colletotrichum consideram, em
conjunto, caracteristicas morfoldgicas, culturais, fisiolégicas e moleculares (WEIR, JOHNSTON,
DAMM, 2012). As caracteristicas morfologicas das espécies de Colletotrichum sdo baseadas na

cor, tamanho e forma de setas, células conidiogénicas, conidios e apressorios que podem ser
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encontrados nos substratos naturais e/ou em culturas. Outras caracteristicas morfologicas sdo: a
formacdo de acérvulos, com a presenca ou ndo de setas e conidios hialinos, predominantemente
cilindricos (CANNON et al., 2012).

As colbnias de Colletotrichum sdo polimorficas, a cor varia de acordo com o meio de cultura
e a idade da col6nia. As tonalidades variam do branco ao cinza-escuro, com a presenca ou nao de
setores, de circulos concéntricos de cores distintas, de cirro conidial e de esclerocios e
microesclerécios (CROUCH 2014). Os estudos para a identificacdo e taxonomia do género
Colletotrichum consideram, em conjunto, caracteristicas morfoldgicas, culturais, fisioldgicas e
moleculares (WEIR, JOHNSTON, DAMM, 2012).

Diversas espécies de fungos sdo identificadas por meio de caracteres morfolégicos e
culturais. Entretanto, a identificacdo baseada apenas nesses métodos apresenta dificuldades devido
a grande diversidade fenotipica resultante das condi¢cdes ambientais (CAl et al., 2009; ANDRADE
etal., 2007). Técnicas moleculares utilizando marcadores filogenéticos sao utilizadas em conjunto
com métodos morfoculturais e permitem uma identificacdo mais precisa das espécies de

Colletotrichum.

Para melhor compreender a variabilidade genética da espécie Colletotrichum, utiliza-se a
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) e varios marcadores filogenéticos como gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), actina (ACT), chitin synthase (CHS-1), B-tubulina (TUB2),
calmodulina (CAL), histamina (HIS3), glutamine synthetase (GS) e superdxido-dismutase de
manganés (SOD) (CANNON et al., 2012).
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OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Identificar espécies fungicas associados a cultura da pitaia utilizando estudos de

caracterizacdo molecular e morfocultural.

3.2 Objetivos especificos

e Obter isolados fungicos a partir de sintomas de antracnose e podriddo em
cladodios de pitaia;

e Realizar o teste de patogenicidade;

e Realizar andlises multi-locus para identificacdo das espécies fungicas
associados a cultura da pitaia;

e Realizar a caracterizacdo morfoldgica e cultural.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtengao dos Isolados

Os isolados foram obtidos a partir de amostras de cladddios com sintomas de antracnose e
podriddo. As coletas foram realizadas entre 0os meses de junho a outubro do ano de 2023 em plantios
comerciais em quatro cidades do estado de Alagoas: Craibas, Feira Grande, Maragogi, Palmeira
dos indios e uma area experimental localizada no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias
(CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), na cidade de Rio Largo (Figura 1).

Figura 1: Locais de coleta dos isolados de pitaia.

Palmeira dos Indios

Craibas

. Feira Grande
B Rio Largo
. Maragogi

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Os cladodios provenientes das coletas foram encaminhados para a Clinica fitossanitaria,
localizada no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias. O material vegetal foi lavado em agua
corrente e secos em papel toalha, posteriormente, pequenos fragmentos (4-5mm) foram retirados
da regido de transicdo entre o tecido doente e o sadio das lesbes, com auxilio de um bisturi
esterilizado, anteriormente flambado. Em camara de fluxo laminar foi realizada a desinfestacédo
superficial dos fragmentos com alcool a 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio a 1% por uml
minuto e duas lavagens com agua destilada e esterilizadas (ADE) por 30 segundos cada uma.

Os fragmentos foram secos em papel filtro esterilizados e transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), preparados com 20g de dextrose, 17g de
agar, 1000 mL de agua destilada (AD). As placas foram incubadas a 25 °C, até o surgimento das
hifas fangicas. Discos (5 mm) das bordas das colonias foram retirados e depositados em novas
placas de Petri com BDA, mantidas a 25+ 1°C, com observacéo diaria das estruturas vegetativas e
reprodutivas dos isolados. Estes foram previamente identificados a nivel de género com o auxilio
de chaves taxondmicas disponiveis na literatura (LESLIE; SUMMERELL, 2006; WEIR et al.,
2012; DAMM et al., 2019).

4.2 Obtengao da cultura monospdrica e preservacao dos isolados

Para obtencdo da cultura monospdrica, realizou-se uma raspagem em col6nias que foram
cultivadas em meio BDA e incubadas por 7 dias, sob fotoperiodo de 12h a 25+ 1°C, posteriormente,
foram realizadas diluicdes seriadas (1:2) de uma suspensdo de esporos de 1x10° conidios/mL da
concentragdo inicial.

Uma aliquota de 20 pL foi uniformemente distribuida em placas de Petri contendo meio
AA (agar agua), usando uma al¢a de Drigalski. Apos 24 horas, o esporo germinado de cada isolado
foi transferido para novas placas de Petri, contendo meio BDA. Os isolados foram preservados em
tubos de eppendorf e pelo método Castellani (1967) para realizacdo dos estudos de caracterizagao

molecular, morfoldgica, cultural e teste de patogenicidades.

4.3 Teste de patogenicidade
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Para testar a patogenicidade dos isolados, foram utilizados cladodios assintomaticos de
pitaia das variedades de polpa branca e vermelha. Os cladddios foram lavados com detergente e
agua corrente. Apos a secagem, foram realizados ferimentos com o auxilio de um furador de 5 mm
de didmetro. Colonias crescidas em meio de cultura BDA, por 7 dias, foram lavadas com 20 ml de
ADE para obter uma suspensao de esporos que, posteriormente, foi ajustada a uma concentracao
de 10° conidios/mL, com auxilio de um hemacitdometro. Uma gota de 30 pL da suspensdo de
esporos foi adicionada em cima dos ferimentos realizados nos cladddios. Cada isolado contou com
3 repeticOes e a testemunha, foi composta apenas por ADE. Os cladéddios foram acondicionados
separadamente em bandejas plasticas contendo papel filtro esterilizado e umedecido com ADE e
envoltos com saco de polietileno para manter a umidade relativa do ar elevada e, assim, favorecer
o0 desenvolvimento do patdgeno. Os experimentos foram mantidos em temperatura ambiente por
15 dias. O patogeno foi reisolado para comprovar a patogenicidade das espécies conforme os
postulados de Koch (1882).

4.4 Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR

Para a extracdo de DNA, obteve-se a massa micelial dos isolados, a partir de trés discos de
BDA contendo estruturas do patdgeno que foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo
meio sacarose-extrato de levedura-asparagina (ZAUZA et al., 2007). As culturas foram incubadas
durante sete dias a 26t 1°C e fotoperiodo 12h, o micélio foi coletado, lavado em ADE, seco em
papel filtro autoclavado e armazenado em freezer até o0 momento da extracdo de DNA, que foi
realizada utilizando o protocolo de Doyle e Doyle (1987).

A integridade do DNA foi determinada por eletroforese, em gel de agarose 1% usando o
corante azul de bromofenol, e corados com brometo de etideo, visualizados em transiluminador
sob luz ultravioleta (UV) e fotografada em L-PIX-Chemi Loccus Biotecnologia®. Em seguida, o
material foi armazenado sob temperatura de -20°C.

O DNA extraido foi usado como molde para a amplificacdo por PCR das sequéncias
parciais de ITS, com os primers ITS1F/ITS4R (WHITE et al., 1990), B-tubulina com os primers
T1/BT2B (O’DONNELL & CIGELNIK, 1997) ¢ GAPDH, com os primers GDF/GDR
(GUERBER et al., 2003; WEIR et al., 2012), para os isolados do género Colletotrichum. Para o
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género Fusarium foram determinadas as sequéncias parciais para os genes TEF-lo ¢ RPB2
utilizando os pares de primers EFI/EF2 (O’DONNELL et al., 1998) e 5f2/7cR (REEB et al., 2004),
respectivamente. As reagcdes de PCR foram ajustadas para um volume final de 30 pL com agua
Milli-Q autoclavada, tampao 10X (3 puL), MgCI2 50 mM (0,9 puL), 10 mM DNTP (2,4 uL), 10 uM
de cada oligonucleotideo (2 uL), 1U Taq DNA polimerase (0,2 uL) e 1uL de DNA (30ng/uL). As
reacOes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems (Thermal Cycler) conforme os
protocolos estabelecidos para cada par de primer (Tabela 1).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% utilizando o
corante azul de bromofenol e o brometo de etidio como agente intercalante do DNA e visualizados
em transiluminador sob luz ultravioleta (UV) e fotografada em L-PIX-Chemi Loccus
Biotecnologia®. Em seguida, os produtos de PCR foram e enviados para o sequenciamento na
empresa ACTgene Moleculares Ltda.

Tabela 1. Primers e condi¢des de amplificagdo utilizadas no estudo.

Genes Primer Condicdes termicas Referéncias

ITS1E Desnaturacéo inicial de 95 °C a 2 min,

ITS seguida de 38 ciclos de 95 °C a 1n_1in, 55 White et al., (1990)
ITSR4 °C a 30s, 72 °C a 45s e extensdo final de
72 °C a 10 min.
T1 Desnaturacdo inicial de 95 °C a 4 min,

seguida de 35 ciclos de 95 °C a 30s, 55 °C

p-tubulina gTop 2308 72 °C a45se extensio final de 72~ ©ass e Donaldson (13995)
°Ca7 min.
GDE Desnaturacdo inicial de 95 °C a 4 min,
seguida de 35 ciclos de 95 °C a 30s, 52 °C
GAPDH GDR a 305,72 °C a 45s e extensdo final de 72 Guerber etal., (2003)
°Ca7 min.
EF1 Desnaturacéo inicial 94 °C por 35s,
TEE-1a osegmda por 40 ciclos de 52 ~C a 55se 72 O’donnell et al., (1998)
EFo C a2 min, com uma extensao final de 10

mina 72 °C.
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SF2 Desnaturacao inicial de 94 °C a 30s,
RPB2 seguida de 40 ciclos de 55 °C a 30s, 68 °C Reeb et al., (2004)
7CR a2 min e extensdo final de 68 °C a 5 min.

4.5 Analise filogenética

As sequéncias de DNA geradas a partir dos primers forward e reverso de cada regido
gendmica foram editadas usando o Staden Package software (STADEN et al., 1998), afim de obter
sequéncias consenso (contig) para cada isolado. Estas sequéncias foram analisadas com o algoritmo
BLASTn e comparadas no banco de dados de nucleotideos ndo-redundantes GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar as espécies fungicas com as quais elas
compartilnam maior identidade nucleotidica. Em seguida, multiplos alinhamentos foram realizados
com o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e ajustados manualmente no MEGA11 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis). Foram incluidas nos alinhamentos sequéncias de referéncia

disponiveis no GenBank.

As arvores de Inferéncia Bayesiana foram construidas utilizando os alinhamentos das
sequéncias parciais dos oligonucleotideos selecionados de acordo com 0s géneros previamente
identificados, empregando o método da cadeia de Markov Monte Carlo, na web portal CIPRES
(Miller et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (Ronquist et al., 2012). O melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos foi determinado para cada gene usando MrModeltest 2.3 (Posada;
Buckley, 2004), de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC). As arvores foram
visualizadas no software FigTree v. 1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e editadas no programa

Inkscape.

4.6 Caracterizacdo morfoldgica e cultural

Para caracterizacdo cultural das espécies, discos de meio BDA (5mm) foram retirados da
borda de culturas cultivadas durante 7 dias e transferidos para o centro de placas de Petri contendo

meio BDA sintético. As placas foram incubadas em estufa Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.),
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sob temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes foram obtidas a partir da
medicao diaria, por 7 dias, do didmetro das colonias (cm/dia) tomadas no verso das placas, em duas
direcOes perpendiculares, com o auxilio de uma régua milimetrada, e ao término desse periodo, foi
observada a coloracdo e o aspecto das col6nias. Os resultados foram submetidos ao calculo do
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), de acordo com a formula (1). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes para cada isolado,

sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri.

Didmetra médio atual=Didmetra médio anterior

IveM = % NUmero de dias ap0s a inoculaGdo

Para a caracterizagdo morfologica, avaliou-se 0 comprimento e largura de cinquenta esporos
e apressorios de cada representante das espécies de Colletotrichum e cinquenta macroconidios de
Fusarium juntamente com a presenca de clamiddsporos, identificados com base nas analises
filogenéticas multi-locus.

Os esporos e 0s macroconidios foram visualizados a partir de uma raspagem realizada nas
colbnias e depositadas em laminas de vidro contendo uma gota (40 uL) de ADE. Enquanto para a
formacdo dos apressoérios foram utilizadas 30 uL de suspensdo de esporos depositada sobre uma
lamina de vidro estéril acondicionada em placa de Petri forrada com papel filtro estéril umedecido
com ADE e ap0s 48 horas, o tamanho e forma dos apressorios foram observados.

As medidas de comprimento e largura de cinquenta conidios e apressorios, bem como 0s
macroconidios foram aferidas utilizando o software BEL View, as imagens foram verificadas por
meio de imagens capturadas por camera digital (Olympus IX2-SLP) acoplada ao microscopio de
luz (Olympus CKX41) com aumento de 400x. Os dados das observacdes morfoldgicas foram

resumidos em valores minimos, maximos e médios.

5 RESULTADOS
5.1 Obtencéao dos Isolados
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Um total de 36 isolados foram obtidos a partir das coletadas realizadas nas cidades de
Craibas (9), Feira Grande (2), Maragogi (9), Palmeira dos Indios (12) e uma area experimental
localizada no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), na cidade de Rio Largo (4). Os géneros fungicos mais recorrentes durante a
identificacdo foram Colletotrichum e Fusarium, com um total de 14 e 22 isolados, respectivamente.
Os isolados foram provenientes das variedades de pitaia denominadas Baby do Cerrado, Boreal

Red, Golden de Israel, Pitaia Branca, Roxa do Para e Vermelha do Para (Tabela 2).

Tabela 2. Isolados obtidos a partir de diferentes variedades de pitaia.

Cddigo do

Isolados Variedades Local de coleta Isolados Géneros
1 Borel Red Craibas 12F* Fusarium
2 Borel Red Craibas 14F Fusarium
3 Borel Red Craibas 1C Colletotrichum
4 Borel Red Craibas 17F Fusarium
5 Branca Craibas oF Fusarium
6 Baby do Cerrado Craibas P3 Fusarium
7 Baby do Cerrado Craibas P5 Fusarium
8 Baby do Cerrado Craibas P6 Colletotrichum
9 Baby do Cerrado Craibas P7 Colletotrichum
10 Borel Red Feira Grande P8 Colletotrichum
11 Borel Red Feira Grande P9 Colletotrichum
12 Roxa do Para Maragogi 16C Colletotrichum
13 Roxa do Para Maragogi 6C Colletotrichum
14 Roxa do Para Maragogi 22C Colletotrichum
15 Roxa do Para Maragogi 15F Fusarium
16 Roxa do Para Maragogi 4C Colletotrichum
17 Roxa do Para Maragogi 5C Colletotrichum
18 Roxa do Para Maragogi 21C Colletotrichum
19 Borel Red Maragogi 13F Fusarium
20 Borel Red Maragogi 2C Colletotrichum
21 Branca Palmeira dos indios 16F Fusarium
22 Branca Palmeira dos indios 1F Fusarium
23 Branca Palmeira dos indios 2F Fusarium
24 Branca Palmeira dos indios 3F Fusarium
25 Branca Palmeira dos indios 4F Fusarium
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Boreal Red
Golden de Israel
Vermelha do Para
Borel Red

Palmeira dos indios
Palmeira dos indios
Palmeira dos indios
Palmeira dos indios
Palmeira dos indios
Palmeira dos indios
Palmeira dos indios

Rio Largo

Rio Largo

Rio Largo

Rio Largo

5F
6F
7F
8F
10F
11F
23C
P2
P1
P4
19C

Fusarium
Fusarium
Fusarium
Fusarium
Fusarium
Fusarium
Colletotrichum
Fusarium
Fusarium
Fusarium
Colletotrichum

* |solados destacados em negrito foram enviados para sequenciamento.

5.2 Teste de patogenicidade

Quinze isolados foram testados quanto a patogenicidade causando lesdes nas areas de

inoculacdo ao terceiro dia, sendo possivel observar mudancas na superficie do tecido vegetal. As

lesGes aumentavam de tamanho a medida que os cladddios permaneciam em camara Umida, sendo

possivel observar um escurecimento do tecido vegetal na area de inoculagdo do patdégeno, passados

30 dias observou-se outra caracteristica recorrente, a formagdo de halos na coloragédo cinza e

amolecimento do tecido. Ao final do teste, a testemunha ndo apresentou lesdes e o ferimento

realizado cicatrizou sem causar maiores danos (Figura 2). Posteriormente, foi realizado o

reisolamento do patdgeno. Todas as placas tinham esporos caracteristico dos patdgenos inoculados,

cumprindo-se assim os postulados de Koch.
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Figura 2: Evolucéo da lesdo apds um més da inoculacdo do patoégeno (Isolado 16C) (A e B), verso
do cladddio (C). Evolucao da lesdo apds quinze dias da inoculacdo do patdgeno (isolado 14F) (D,
E e F). Lesdo ap6s um més da inoculagdo do patdgeno (Isolado 12F) (G e H). Os circulos vermelhos
correspondem as testemunhas.

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Caracterizacdo molecular
5.3.1 Caracterizacdo molecular de espécies de Colletotrichum

Foram sequenciados nove isolados do género Colletotrichum que foram codificados como:
P6, P7, P8, P9, 16C, 19C, 21C, 22C, e 23C, e seis do género Fusarium que receberam os codigos:
P1, P2,12F, 14F e 16F.

As sequéncias parciais do gene gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) foram
analisadas juntamente com a pesquisa BLAST do banco de dados GenBank, indicando que sete
isolados de Colletotrichum agruparam-se no complexo de C. gloeosporioides e dois no complexo
de C. truncatum.

As andlises filogenéticas concatenadas da regido ITS e dos genes GAPDH e B-tubulina por
Inferéncia Bayesiana sugeriram que os isolados se agruparam em trés clados distintos dentro do
complexo de C. gloeosporioides. Os isolados 19C e 21C apresentam-se proximo a especie C.
theobromicola. Os isolados P8 e P9 estdo em um clado com as espécies C. siamense e C.
aeschynomene, no entanto, quando comparados com as sequéncias disponiveis no banco de dados

GenBank, demostraram 100 % de identidade com a espécie C. siamense. Os isolados 16C, 22C e
28



23C agruparam-se em um clado com vérias espécies, dentre elas, C. viniferum, C. chrysophilum e
C. nupharicola, apresentando maior identidade nos estudos Blasts com a espécie C. fructicola, com
99,58%, 99,56% e 95,42% (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo Colletotrichum
gloeosporioides baseada nas sequéncias parciais do genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), B-tubulina e regido ITS. Colletotrichum boninense (CNU220002) foi utilizado como
grupo externo. A barra de escala (0,08) representa o nimero de substitui¢do por sitio. Os isolados
obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.

1 — Cxanthorrhosss BRIP 45094
[ xanthorrhosas icw 17820
038, C gravitieas CBS 132879

C grossum CAUGT
€ grossum CAUG32

C changpingensa CGNC 317582
i C cordyinicola 20GDMMO101
x Caasohymomonss ICHPAZE73.
DARTEEM

C slamonse
{— C australlanum BRIP 63700

€ tropicale CBS124949
C tropicate ICMP18672
mL € maksssarense CPC 28612
C musae ICMP17817
1 I: C musae CBS 19231
C vinlferum DLL231

C nupharicola CBS 46396
1| | Chysticss cro 28153
pB4 [ C hystricis CPC 28154

C allonum ICMP18621

C ailonum ICMP120T1

PT | ¢ nanigma KcMP18585
o  conoldes PCISLHI
pe C concides ANWA14

{—— C hebefense MFLUCC 130726
83 | | Cporseao GA100
P‘T ‘(cmm
C asianum INDESAM{
ﬂ.ﬂ_{: C asianum CMCC3

1 C salsolae ICHP19051
o.n_E C salsolas CBS115296
C tainanense ZHKUCC 210101

C cigerro ICMP 18534

C hallaniense CPC 26844
rﬂmm
C rhexise CBS133134

Carecicafa HNBL 15

1~ C alotaa ICMPATS1D
E— R
© proteas CBS 132882
—1[E|lﬁn|:lllm
1; C glososporioldes ICMP17621
1 ¢ glosasportaides cHP12s38
€ artocarpicola MFLUCC 181167
0,92 C endophyticum MFLUCC 230013
_'{cmmummmcnm1
3~ Choril CH1801

_ECMLH

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
30



A filogenia dos isolados do complexo C. trucatum, mostrou que P6 e P7 foram agrupados
com a espécie C. trucatum em um clado bem suportado (Figura 4).
Figura 4. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo Colletotrichum truncatum
baseada nas sequéncias parciais do genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), B-
tubulina e regido ITS. Colletotrichum gloeosporioides (ICMP17821) foi utilizado como grupo

externo. A barra de escala (0,03) representa 0 nimero de substituigdo por sitio. Os isolados obtidos
neste estudo estdo destacados em negrito.
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

31



5.3.2 Caracterizacao molecular de espécies de Fusarium

A analise filogenética mostrou agrupamento dos isolados de Fusarium em trés complexos:

F. oxysporum, F. incarnatum-equiseti e F. fujikuroi. Os isolados P2 e P4 mostraram-se

pertencentes ao complexo de F. oxysporum na construcdo da arvore concatenada de Inferéncia

Bayesiana com o0s genes RPB2 e TEF-1, os isolados agruparam-se proximo a espéecie F.

fabacearum (Figura 5).

Figura 5. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo Fusarium oxysporum baseada
nas sequéncias parciais dos genes TEF-1a e RPB2. Fusarium udum (CBS 17731) foi utilizado
como grupo externo. A barra de escala (0,005) representa 0 nGmero de substituigdo por sitio. Os

isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Trés isolados agruparam-se no complexo F. incarnatum-equiseti, quando utilizou apenas o
gene TEF-1a na construgdo da arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana. O isolado 14F agrupou-
se a um clado proximo a espécie F. lacertarum, 12F com a espécie F. pernambucanum e o isolado

P1 com a espécie F. hainanense (Figura 6).

Figura 6. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo Fusarium incarnatum-equiseti
baseada na sequéncia parcial do gene TEF-1a. Fusarium concolor (NRRL 13459) foi utilizado
como grupo externo. A barra de escala (0,03) representa o nUmero de substituicdo por sitio. Os
isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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A pesquisa realizada no BLAST do banco de dados GenBank, indicou que o isolado 16F
pertence ao complexo F. fujikuroi. Apés a construcdo da arvore de Inferéncia Bayesiana esse

isolado agrupou-se com a espécie de F. pseudocircinatum (Figura 7).

Figura 7. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo Fusarium fujikuroi baseada
na sequéncia parcial do gene TEF-1a. Fusarium equiseti (NRRL 26419) foi utilizado como grupo
externo. A barra de escala (0,05) representa o nimero de substitui¢do por sitio. Os isolados obtidos
neste estudo estdo destacados em negrito.
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5.4 Caracterizacdo morfoldgica e cultural

5.4.1 Caracterizacdo morfoldgica e cultural de espécies de Colletotrichum

Os isolados representativos dos clados, nas arvores filogenéticas do complexo C.
gloeosporioides e C. truncatum, apresentam caracteristicas culturais e morfoldgicas distintas
(Figura 8, 9 e Tabela 3).

O isolado P8, apresentou conidios hialinos, cilindricos alongados, extremidades
pontiagudas, com comprimento e largura médios de 6,36 x 2,53 um, respectivamente, € uma taxa
de crescimento médio de 3,9 mm/dia*. As col6nias se mostraram na cor laranja-claro com micélios
pouco cotonoso e ndo abundantes. Os apressérios possuiam formato ovalado assimétrico de
coloragcdo marrom escuro com longos tubos germinativos. O comprimento e largura médio foram
de 5,75 x 4,21 pm, respectivamente.

O isolado 21C, os conidios apresentaram-se hialinos, cilindricos. O comprimento e largura
tiveram uma média de 13,02 x 3,40 um, respectivamente, a taxa de crescimento médio foi de 4,6
mm/dia’. As col6nias exibiram-se na coloracgdo branca levemente acinzentada, no verso, observou-
se 0 centro com uma coloracdo cinza-escuro. Os apressorios apresentaram formato irregular,
coloragdo marrom escuro e tubos germinativos curtos. O comprimento e largura média foi de 6,10
x 4,11 respectivamente.

Os conidios do isolado 22C, mostraram-se cilindricos, curtos e hialinos, os apices
arredondados, o comprimento e a largura média foi de 8,80 x 3,43 um, a taxa de crescimento médio
foi de 5,0 mm/dial. As colOnias apresentaram coloracdo cinza-claro com a presenca de anéis
concéntricos. Os apressorios exibiram forma globulada, coloragdo marrom escuro e um tubo
germinativo curto. O comprimento e largura médio foi de 4,59 x 3,50 pm.

O isolado P6, apresentou conidios hialinos, formato falcado, com éapices afilados e nao
septados. O comprimento e largura média foi de 19,11 x 2,52 um. A taxa de crescimento micelial

foi de 3,6 mm/dial. Os apressorios apresentaram comprimento e largura média de 9,02 x 5,18 um.
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Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas e culturais dos isolados do género Colletotrichum.

Conidios (um)

Apressorios (um)

Crescimento

Isolados - - o ) Colénia
Comprimento Largura Comprimento Largura micelial (mm/dia)
6,36 2,53 5,87 4,21 Coloracao degradé indo de
) B B 3 laranja a salmdo em relag&o as
P8 (4,77 -14,78) (1,56 -3,54) (4,26 -8,06) (3,07 —4,88) 3,9 bordas. Borda regular e micélio
escasso.
13,02 3,40 6,10 4,22 Coloracdo cinza claro, reverso
21C (954—1477) (2.06-4,08) (492-750) (2.91—5.61) 46 da placa cinza mais escuro,
presenga de anéis concéntricos,
micélio denso.
8,8 3,43 4,59 3,9 Coloragéo do centro cinza com
22C (6,21-10,32) (2,50-4,66) (3,12-6,01) (2,52-4,14) 5,0 borda branca regular e micélio
denso.
19,11 2,52 9,02 518 Coloracdo laranja, anéis
P6 (20,95-16,38) (2,95-9,01) (5,79-17,54) (3,80-7,45) 3,6 conceéntricos cinzas e micélio

€SCasso.

Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

Figura 8: Isolados do complexo C. gloeosporioides. Sintomas de campo (Isolados P8 1A; 21C
2A; 22C 3A). Coldnias em meio BDA (Isolados P8 1B; 21C 2B; 22C 3B). Conidios (Isolados P8
1C-E; 21C 2C; 22C 3C). Apressorios (Isolados P8 1-D-F, 21C 2D; 22C 3D-E-F).
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Figura 9: Isolado do complexo C. truncatum. Isolado P6. Sintomas de campo (A). Colbnias em
meio BDA (B). Setas (C e D). Conidios (G e H). Apressorios (E e F).

5.4.2 Caracterizacdo morfoldgica e cultural de espécies de Fusarium

Isolados representativos dos clados, nas arvores filogenéticas dos complexos F.
oxysporum, F. incarnatum-equiseti e F. fujikuroi apresentam caracteristicas morfol6gicos
semelhantes. As caracteristicas avaliadas foram o tamanho e formato dos macroconidios, aspectos
das col6nias e velocidade de crescimento micelial (Figuras 10, 11 e 12 e tabela 4).

As caracteristicas culturais das col6nias, dos isolados dos complexos F. oxysporum, F.
incarnatum-equiseti e F. fujikuroi, apresentaram heterogeneidade em relacdo a coloracdo do
micélio variando de branco, salméo e rosa-claro, de acordo com o aspecto a maioria apresentou
micélio cotonoso, bordas irregulares e regulares, e alguns com presenca de anéis concéntricos. A
variacdo da taxa de crescimento médio das col6nias dentro do género foi de 1,6 a 4,1 mm.dia*. Os
macroconidios apresentaram-se hialinos, formato falcado, e alguns isolados apresentaram

clamiddsporos. O comprimento médio dos macroconidios variou entre 8,42 e 22,40 um e largura
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média de 2,79 e 3,20 pm.

Tabela 4. Caracteristicas morfoldgicas e culturais de isolados do género Fusarium.

Conidios (um)

Crescimento

Espécies Clamidésporo iceli Colénia
P Comprimento Largura P mlcell_al
(mm/dia)
17,12 2,96 Coloracéo rosa claro, reverso
rosa escuro com anéis
P2 (7,56 —26,78) (2,27-3,87)  Presente 41 concéntricos. Borda regular e
miceélio denso.
18,15 2,63
Presente 36 Coloracdo branco, borda
14F (9,98 -24,65) (2,19-3,34) : regular e micélio escasso.
17,48 2,719 Coloracdo laranja, borda
12F (10,92 -25,01) (2,15 -3,45) Presente 3,0 branca e irregular. Micélio
denso.
22.40 3,20 ) _
p1 (11,40-30,86) (2,36-490)  Presente 16 _ Coloragdo laranja, borda
irregular e micélio escasso.
8,42 2,97
16F (6,23-1339) (233-447)  Ausente 32 Colorago rosada, bora regular

e micélio denso.

Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

Figura 10: Isolado do complexo F. oxysporum. lIsolado P2. Sintomas de campo (A). Coldnias em
meio BDA (B). Conidios (C). Clamiddsporos (D e E).
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Figura 11: Isolados do complexo F. incarnatum-equiseti. Sintomas de campo (Isolados 14F 1A,
12F 2A; P1 3A). Coldnias em meio BDA (Isolados 14F 1B; 12F 2B; P1 3B). Conidios (Isolados
14F 1C; 12F 2C-D; P1 3C-D). Clamidésporos (Isolados 14F 1D-E; 12F 2E; P1 3E).
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Figura 12: Isolado do complexo F. fujikuroi. Isolado 16F. Sintomas de campo (A). Col6nias em
meio BDA (B). Conidios (C e D).

Fonte: Dados da Pesquisa (2024).
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6 DISCUSSAO

Os isolados obtidos demostraram uma diversidade de espécies dos géneros Colletotrichum
e Fusarium causando sintomas de antracnose e podriddo, respectivamente, na cultura da pitaia.
Apesar do numero reduzido de isolados submetidos as analises filogenéticas para os dois géneros,
obteve-se dois complexos para Colletotrichum, com possiveis quatro espécies. Os isolados de
Fusarium agruparam-se em trés complexos e possiveis cinco espécies. Esses géneros fangicos sao
comumente encontrados causando danos em diversas culturas de importancia econémica (SERRA,;
SILVA, 2004; MICHEREFF et al., 2005), incluindo a pitaia (PALMATEER, PLOETZ 2007,
SALAZAR etal., 2016).

Neste estudo, nove isolados pertencentes ao género Colletotrichum foram identificados
causando antracnose em pitaia, a partir dos estudos morfoldgicos, culturais, teste de patogenicidade
e a analise da filogenia multi-locus. Essas analises possibilitaram a distribuicdo desses isolados em
quatro clados dentro de dois complexos, sendo trés clados pertencentes ao complexo C.
gloeosporioides, proximos as espécies C. siamense e/ou C. aschynomenes, C. theobromicola e C.
fructicola e/ou C. chrysophilum e um clado bem suportado no qual estd inserido os isolados
pertencentes ao complexo C. truncatum, préximo & espécie C. truncatum.

Estudos demonstraram a presenca de indmeras espécies do género Colletotrichum a infectar
a mesma planta (MUNIR et al., 2016; MASYAHIT etal., 2009; ALI et al., 2014; ISKANDAR et
al., 2015). As espécies dentro do complexo C. gloeosporioides sdo as mais relatadas, causando
sintomas de antracnose e podriddo em frutos tenros e suculentos em varias culturas. Por
exemplo, espécies de Colletotrichum sdo frequentemente associadas a sintomas de podriddo em
uma ampla variedade de frutos como banana, manga, acerola, mamao, abacate, goiaba, entre
outras (DEAN et al., 2012). No presente estudo, esse sintoma também foi observado em cladddios
de pitaia.

A maioria dos isolados de Colletotrichum obtidos neste estudo pertence ao complexo C.
gloeosporioides, que inclui espécies com uma vasta distribuicdo e em condicdes favoraveis afetam
uma ampla gama de hospedeiros (LI1U et al., 2016; PARK et al., 2020; ASTOLFI etal., 2022). Este
complexo é composto por um total de 57 espécies (WEIR et al., 2012; JAYAWARDENA et al.,
2021), sendo, possivelmente, trés delas obtidas no presente estudo.
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Dois isolados estdo alocados proximos as espécies C. siamense e/ou C. aeschynomenes.
Colletotrichum siamense foi relatada como causadora de danos a uma variedade de culturas, sendo
capazes de infectar frutos de maca, pimentdo e tomate (YANG et al., 2012). Na cultura da pitaia,
foi reportada como causadora da antracnose em plantios localizados na India, Tailandia e China
(ABIRAMI et al., 2019; ZHAO et al., 2018). Em um estudo realizado por Moura (2020), isolados
de C. siamense também mostram-se patogénicos a frutos e cladddios de pitaias. A espécie C.
aeschynomenes foi associada a algumas culturas, como o cacau (NASCIMENTO et al., 2019) e
camu-camu (MATOS et al., 2020).

Outra espécie presente em nosso estudo foi C. theobromicola, conhecida por causar
antracnose em diversas culturas com importancia agricola em muitos paises (RODRIGUES et al.,
2014). No Brasil, este patogeno € relatado em uma variedade de culturas, afetando folhas e frutos
de cacaueiro (ROJAS et al., 2010), acerola e graviola (BRAGANCA, 2013). Alguns autores
relatam que C. theobromicola causa manchas de coloracdo marrom-escura no caule, nos frutos,
incluindo também, podridao pds-colheita dos frutos (RODRIGUES et al., 2014; SHARMA et al.,
2017; HAN et al., 2022). Até o presente momento, ndo ha relato deste patdgeno na cultura da pitaia.

Os isolados 16C, 22C e 23C que agruparam-se em um clado com as espécies de C.
fructicola e/ou C. chrysophilum. Existem relatos de que C. fructicola acomete uma grande gama
de hospedeiros, no Brasil, estando relacionado com a antracnose em culturas como o caqui, caju,
pinha, graviola, manga e acelora (ANDRIOLI et al, 2021; NASCIMENTO, 2014). Estudos
apontam que C. fructicola causa danos em duas espécies de pitaia Hylocereus undatus e H.
monacanthus, nas Filipinas (EVALLO et al., 2021). A espécie de C. chrysophilum foi relatada
causando antracnose em diversas culturas, incluindo maca em plantios localizados em Nova Y ork
(KHODADADIE, 2020), mamdo no México (PACHECO-ESTEVA et al.,, 2022) e banana
(ASTOLFI et al., 2022) no Brasil.

No complexo C. truncatum foi possivel agrupar dois isolados, sendo estes pertencentes a
espécie C. truncatum, na qual é relada em plantios de H. polyrhizus, na Malésia e na China
causando antracnose em cladddios, formando lesGes marrom-avermelhadas, marrom escuras ou
pretas, com halos cloréticos e acérvulos pretos foram frequentemente observados em lesbes
maduras (ISKANDAR et al., 2015).

Neste estudo, espécies de Fusarium foram relacionadas com sintomas de podriddo em
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cladodios de pitaia. As analises filogenéticas mostraram trés complexos dentro desse género: F.
oxysporum, F. incarnatum-equiseti e F.fujikuroi. O género Fusarium inclui alguns dos patégenos
de plantas mais devastadores, afetando uma ampla gama de culturas agrondmicas. Sendo
responsavel por causar podriddes pds-colheita em diferentes areas de producdo em todo o mundo
(ARAUJO et al., 2021). As espécies de Fusarium sdo citadas como sendo os principais patégenos
associados as diversas espécies de Hylocereus, havendo relatos no Brasil (BALENDRES;
BENGOA, 2019; WANG et al., 2021).

O complexo F. oxysporum, é um complexo de espécies, que consiste em numerosas
espécies cripticas (GORDON e MARTYN 1997; LAURENCE et al., 2014), inclui atualmente em
torno de 26 espécies que representam patogenos de diferentes hospedeiros, tais como algodao,
banana, soja, e tomate (LOMBARD et al., 2019; MARYANI et al., 2019). Entre esses patogenos
estd a espécie F. fabacearum, onde dois isolado (P2 e P4) do presente estudo agruparam-se. Esta
espécie foi descrita por Lombard et al., (2019), encontradas em soja na Africa do Sul. Até o
momento, ndo foi associada a cultura da pitaia.

O complexo F. incarnatum-equiseti foi 0 que apresentou uma maior variedade de espécies:
F. lacertarum, F. pernambucanum, e F. hainanense. O complexo incarnatum-equiseti (FIESC) é
composto por aproximadamente 30 espécies (PFENNING; MARTINS, 2000). As espécies de
fungos pertencentes a este complexo possuem caracteristicas semelhantes e sdo em sua maioria
diferenciadas apenas por analise de DNA gendmico. Ha relatos dessas espécies causando podridao
em plantas de casuarina (Casuarina equisetifolia L.), sorgo (Sorghum bicolor L.) e palma (N.
Cochenillifera L.) Mill) (CABARNES et al., 2014)

A espécie F. lacertarum foi relatada causando tombamento em mudas de Casuarina no
Brasil. Na semeadura, os sintomas da doenca foram observados em cachos, e as mudas que
apresentaram lesdes necréticas nos caules e raizes, que mais tarde progrediu em amarelecimento
das folhas, estagnacéo de crescimento, tombamento e morte, com perdas de até 80% das mudas de
viveiro (POLETTO et al., 2015). Néao existem relatos desta espécie causando danos na cultura da
pitaia, entretanto, este patdgeno foi relatado no estado de Pernambuco, Brasil, como um patégeno
em palma-doce (Nopalea cochenillifera) (SANTIAGO et al., 2018). A palma, assim como a pitaia
pertencem a familia das cactaceas (JUNQUEIRA et al., 2022; CAVALCANTI at al., 2017).

A espécie F. pernambucanum foi descrita pela primeira vez por Santos et al., (2019),
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estando associadas a insetos como a mosca negra dos citros. Este patogeno foi relatado como
causador de podriddes em frutos de meldo (ZHANG et al., 2021) e em flores de maracuja (LI1U;
TANG; ZHOU, 2021), relatos estes feitos na China. As espécies F. pernambucanum e F.
hainanense apresentam hospedeiros em comum, havendo relatos no Brasil de podridao em pimenta
malagueta (SANTOS et al., 2022). Nenhuma das espécies até o momento foi relacionada a cultura
da pitaia.

O complexo F. fujikuroi apresentou um Unico isolado, este pertencente a espécie F.
pseudocircinatum. Muitas das espécies neste complexo estdo associadas a doencas devastadoras
de plantas de importancia econémica (BRANKOVICS et al., 2020). Espécies pertencentes a este
complexo sdo de extrema importancia para diversas culturas, incluindo o arroz e milho (NIEHAUS
etal., 2014).

A espécie F. pseudocircinatum € uma espéecie amplamente distribuida e ecologicamente
diversa que infecta varias plantas silvestres e cultivadas, sdo capazes de infectar sementes e/ou
outros tecidos vegetais no campo, causando perdas significativas (WIGMANN et al., 2019). Essa
espécie foi relatada causando podriddes do caule em plantas de baunilha (Vanilla planifolia Jacks
ex Andrews), na Indonésia (PINARIA et al., 2010). No Brasil, ha relatos desta espécie causando
nanismo e malformacao em plantas de girassol (FARIAS et al., 2022). Apesar de ser um patégeno
com ampla distribuicdo, ndo ha relatos dele causando danos na cultura da pitaia.

Os isolados do género de Colletotrichum apresentaram ampla variagdo na coloragao de suas
coldnias e na forma dos conidios, provavelmente por pertencerem a diferentes complexos. Estes
resultados sdo semelhantes aos estudos de diversos autores (KAMEI et al., 2014; DAMM et al.,
2014; BALENDRES et al., 2020). Alguns fatores podem influenciar na estabilidade e aspectos das
colénias, como, por exemplo, a temperatura, armazenamento, luminosidade e meio da cultura
(VIEIRA et al., 2018; KHODADADI et al., 2020). Os resultados encontrados neste trabalho para
as caracteristicas culturais e morfoldgicas dos isolados estdo convergentes com os descritos em
outros estudos publicados.

As caracteristicas dos isolados do complexo C. gloeosporioides estdo de acordo com 0s
resultados obtidos por Cannon, Buddie e Bridge (2008); Weir, Johnston e Damm (2012) e Costa et
al., (2019), nos qual a coloracéo das colbnias abrangeram tonalidades que foram do branco, cinza-
claro e laranja. Os conidios apresentam-se hialinos, subcilindricos com extremidades arredondadas
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e paredes lisas.

As colbnias dos isolados do complexo C. truncatum apresentaram resultados semelhantes
aos citados por Damm et al., (2009). A col6nia apresentou-se pigmentada de laranja e os conidios
com formatos falciformes, hialinos e unicelulares, apressorio predominantemente truncados e
presenca de setas.

As caracteristicas morfoculturais dos complexos de Fusarium assemelham-se e sdo
descritas por (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Houve uma significativa variabilidade cultural,
principalmente em relagdo as cores das colbnias, que variaram de branco para laranja e rosa-claro.
Observou-se a presenca de macroconidios com o formato falcado e microconidios, os isolados de
todos os complexos produziram clamiddsporos, exceto a espécie F. pseudocircinatum, que
pertencem ao complexo F. fujikuroi, a principal caracteristicas deste complexo € a auséncia de
clamidésporo (NIRENBERG; O'DONNELL, 1998).

Ao relacionar os géneros fangicos aos locais das coletas, observou-se uma distribuicdo
homogénea dos isolados. Todas as localidades apresentaram os dois géneros flngicos:
Colletotrichum e Fusarium, excteto a cidade de Feira Grande, de onde obteve-se somente dois
isolados de Colletotrichum, fato que pode ser atribuido pelas poucas amostras coletadas. O género
Colletotrichum e Fusarium sdo considerados espécies cosmopolitas e de ampla distribuicdo
geografica, principalmente em regides de climas tropicais e subtropicais (FREEMAN et al., 1998;
ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os isolados testados de Colletotrichum e Fusarium foram patogénicas aos cladodios de
pitaia de polpa branca e polpa vermelha. Foi possivel observar crescimento da lesdo e mudangas
no tecido vegetal, culminando em escurecimento e amolecimento da superficie do tecido, onde
houve a inoculacdo do patdgeno. Resultados semelhantes foram obtidos por Moura et al., (2020).

No presente estudo, houve relatos de espécies dos géneros Colletotrichum e Fusarium, que
até 0 momento ndo tinham sido associadas a cultura da pitaia, assim, como outros patdgenos que
causam doencas em pitaia, que ndo foram escontrados neste estudo. A identificacdo de patdgenos
na cultura da pitaia é de extrema importancia para a seguranca fitossanitaria e para o
desenvolvimento de préaticas agricolas eficazes. Trabalhos que focam na identificacdo precisa dos
agentes causadores de doencas, como fungos fitopatogénicos, sdo importantes para um
entendimento dos varios patdgenos que assolam esta cultura.
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7 CONCLUSAO

Isolados de Colletotrichum associados a antracnose na cultura da pitaia estao inseridos nos

complexos C. gloeosporioides e C. truncatum.

Isolados de Fusarium associados a podriddo na cultura da pitaia estdo inseridos nos

complexos F. oxysporum, F. incarnatum-equiseti e F. fujikuroi.
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