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RESUMO

SANTOS, V. O. Especificidade patogénica de Fusarium oxysporum, em
bananeira e outras espécies cultivaveis. Cruz das Almas, 2016. Dissertagédo
(Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia.

A bananeira (Musa spp.), € uma das principais espécies frutiferas do Brasil e em
diferentes regides do mundo, é responsavel pela geracdo de renda na agricultura.
Entretanto, como toda espécie cultivada, ela €& acometida por problemas
fitossanitarios como por exemplo, o mal-do-Panama, causado pelo fungo F.
oxysporum f. sp. cubense- FOC, sendo a doeng¢a mais importante da cultura, pelos
prejuizos econdmicos causados aos bananicultores. A estratégia mais adequada
ao manejo é a utilizacdo de variedades resistentes, porém atualmente novas
variantes do patégeno tém ameacado a viabilidade dos cultivos em médio a longo
prazo. Desta forma, este trabalho objetivou, investigar a patogenicidade especifica
de isolados de FOC e outras forma especiales de F. oxysporum de outros
hospedeiros como: Alface, algodao, feijdo-caupi, mamona, maracuja e tomate, por
meio de inoculagdo cruzada, visando estabelecer um conhecimento da
especificidade e da gama de hospedeiros. Para isso utilizou-se dez isolados de
FOC e sete isolados de diferentes hospedeiros com duas metodologias de
inoculacao: Imerséo de raizes em suspensao de conidios - MIR; areia-fuba de milho
infestado com o fungo — MAFI. No experimento com inoculagdo cruzada, 0s
isolados de FOC incitaram sintomas tipicos de murcha de Fusario para a grande
maioria das culturas avaliadas; e os isolados de diferentes hospedeiros, causaram
sintoma de murcha e de descoloracdo vascular em bananeira, independentemente
do método de inoculacdo. Sendo assim, com base nos resultados obtidos é
possivel verificar interacfes inespecificas entre FOC e outras culturas, e diferentes
formae speciales a variedades de bananeira, indicando que a bananeira pode ser
afetada por diferentes variantes de F. oxysporum e que outras espécies vegetais
podem ser afetadas por FOC, que teoricamente € uma forma specialis exclusiva de
Musaceas.

Palavras-chave: Gama de hospedeiros, mal-do-Panam4, formae speciales.



ABSTRACT

SANTOS, V. O. Pathogenic specificity of Fusarium oxysporum in banana and
other cultivable species. Cruz das Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

Banana (Musa spp.) is one of major fruit crop in Brazil and worldwide and
responsible for generating significant income in agriculture. However, as all crop
species, it is affected by pest such as the Panama disease caused by the fungus
Fusarium oxysporum f. sp. cubense - FOC, the most important disease of culture,
and responsible for economic losses caused to banana growers. The most
appropriate strategy for the management of this disease is the use of resistant
varieties, but currently new pathogen variants have threatened the viability of the
crops in the medium to long term. Thus, this study aimed to investigate the
pathogenicity of specific isolates and other FOC formae speciales F. oxysporum on
other hosts such as lettuce, cotton, cowpea, castor bean, Passion fruit and tomato;
by cross inoculation, in order to establish a knowledge of the specificity and host
range. Ten isolates of FOC and seven isolates of different hosts with two inoculation
methodologies were used: Root immersion in conidial suspension - MIR; Sand-corn
meal infested with the fungus - MAFI. In the cross-inoculation experiment, FOC
isolates prompted typical symptoms of Fusarium wilt for the vast majority of cultures
evaluated; and isolates from different hosts caused wilt symptom and vascular
discoloration in banana, regardless of inoculation method. Thus, based on the
results obtained it can be seen nonspecific interactions FOC and other crops, and
different formae speciales infecting banana varieties, plantain indicating that can be
affected by different variants of F. oxysporum and other plant species can be
affected by FOC, which theoretically is a forma specialis exclusively of Musaceas

Keywords: Host range, Panama disease, formae speciales.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da bananeira (Musa spp.), € uma das mais importantes do mundo,
ficando atras apenas do arroz trigo e milho (FAO, 2015). Sendo uma cultura tropical
cultivada extensivamente em mais de 120 paises, a maioria dos quais sdo paises
em desenvolvimento (GHAG et al., 2015).

Cultivada principalmente por pequenos produtores, a bananicultura esta
entre as atividades agricolas de maior expressao econdmica e social no Brasil, em
que produziu quase 7 milhdes de toneladas em 2013, sendo a regido Nordeste o
destaque como a maior produtora, seguida da regido Sudeste, representando,
respectivamente, 40,4% e 30,6% da producdo nacional (FAOSTAT, 2014). De
acordo com Andrade et al. (2009), € indiscutivel a importancia da banana na
complementacao alimentar das populacées de baixa renda, tendo praticamente

toda a producéo brasileira destinada ao mercado interno.

Como ocorre em qualquer espécie cultivada, as doencas constituem um fator
limitante para aumentar sua producgéo e, a maioria das cultivares de bananeira uti-
lizada pelos agricultores é suscetivel as principais doencas da cultura (“Sigatoka-
negra’, a “Sigatoka-amarela” e o “mal-do-Panamd), conduzindo a severas perdas
no rendimento, podendo alcancar 100%, uma vez que as alternativas de controle
apresentam-se pouco eficientes e/ou de custo elevado (SILVA, et al., 2011). O Mal-
do-Panama, causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) (E.F.
Smith) Snyder & Hansen, € uma das doencas mais destrutivas da bananeira, sendo
considerada uma das seis doencas mais economicamente importantes de todos 0s
tempos (PLOETZ, 2005). A doenca causa a morte de plantas, dificulta e até mesmo
impede, a implantacéo de novos plantios, pois o fungo pode permanecer no solo,
por meio de estruturas de sobrevivéncia, durante muitos anos (CORDEIRO e
MATOS, 2005; PLOETZ, 2006).

Embora, Snyder e Hansen em 1984, tenham estabelecido o conceito de
formae speciales onde estirpes de F. oxysporum possuem a capacidade de
parasitar hospedeiros especificos baseados em ensaios, alguns fungos causam
doencas em uma Unica espécie hospedeira, enquanto outros possuem gamas de

hospedeiros extremamente amplas (ORTONEDA, et al., 2004).
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Testes moleculares utilizando DNA de isolados F. oxysporum proveniente de
bananeiras infectadas, evidenciaram que apesar da maior frequéncia de individuos
geneticamente mais proximos a outros isolados de FOC, existe a ocorréncia de
isolados estreitamente relacionados com outras formae (Dados ndo publicados).
Com base neste resultado e nos estudos populacionais realizados anteriormente
(COSTA et al., 2015), pretendeu-se avaliar a especificidade patogénica e a gama
de hospedeiros de isolados de F. oxysporum, para 0 manejo dessa doenca tao

importante em campo.
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Objetivo Geral

* Investigar a patogenicidade de isolados de F. oxysporum de diferentes
espécies, por meio de testes de inoculagcédo cruzada, estabelecendo assim

um conhecimento da especificidade e da gama de hospedeiros.

Objetivos especificos

* Avaliar a patogenicidade de diferentes forma especiales de F. oxysporum
em bananeira;

+ Estabelecer gama de hospedeiros de F. oxysporum, por meio de inoculagcao
cruzada,

* Avaliar a patogenicidade de FOC a outras culturas;



CAPITULO |

14

Revisao de literatura
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A cultura da bananeira

A bananeira (Musa spp.) pertence a familia botanica Musaceae e € originaria
da regi&o sudeste da Asia, que hoje compreendem Filipinas, Malésia e Indonésia.
(DE LANGHE et al., 2009). E uma planta tipicamente tropical, exigindo altas
temperaturas, precipitacdes bem distribuidas e elevada umidade para o seu bom
desenvolvimento e producdo. A banana é a fruta mais consumida no mundo e no
Brasil, sendo um alimento energético, rico em carboidratos, sais minerais, como
sodio, magnésio, fosforo e, principalmente, o potassio (BORGES E SOUZA, 2004).

A planta é caracterizada por apresentar caule suculento e subterraneo
(rizoma) e o pseudocaule é formado pelas bases superpostas das folhas, onde
termina em uma copa de folhas largas e compridas com uma nervura central
desenvolvida (BORGES E SOUZA, 2004). Foi provavelmente a primeira planta
frutifera a ser cultivada pelo homem, esta presente em mais de 107 paises,
ocupando cerca de quatro milhdes de hectares (SILVA et al., 2013).

Os cachos geram frutos abundantes, em forma de bagas alongadas, cujo
formato lembra dedos (0 nome banana, vem justamente da palavra arabe “banan”
que significa dedo) (MANICA, 1997).

De acordo com dados da FAO (2014), o Brasil € quinto maior produtor de
bananas no mundo, atras apenas da india, China, Filipinas e Equador.

Dentre as frutiferas tropicais exploradas em todo o mundo, a banana se
destaca apresentando o segundo maior volume de producdo e o primeiro em
consumo. No Brasil, sua produgdo tornou-se uma atividade realizada
principalmente por médio e pequeno produtor e a maioria dessa producdo é
destinada a comercializacéo interna (ANDRADE, et al., 2009). No Brasil predomina
as cultivares AAB, como “Prata” e “Pacovan”, que juntas correspondem a
aproximadamente 60% da area plantada, seguido pelas cultivares do sub-grupo
‘Cavendish’ (AAA), como ‘Nanica’ e “Nanicao’ (SILVA et al, 2001).

Como ocorre em gqualquer espécie cultivada, a bananeira é afetada por
diversos problemas fitossanitarios, destacando-se aqueles causados por fungos
como, a “Sigatoka-negra” causada por Mycosphaerella fijiensis Morelet, a
“Sigatoka-amarela” causada por mycosphaerella musicola Leach e o “Mal-do-
Panama causado por F.oxysporum f. sp. cubense FOC Snyder & Hnsen
(CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005).
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O mal-do-Panam@, é conhecida como a principal doencga da bananeira no
mundo, sendo endémico de todas as regides produtoras de banana.

O mal-do-Panama

A doenca foi detectada pela primeira vez na Australia em 1874, sendo em
seguida disseminado para paises da América Central e do Sul (SILVA et al, 2011).
A denominacdo mal-do-Panama é devida a destruicdo que a doenca causou em
bananais da cultivar Gros Michel no Panama, onde cerca de 40.000 hectares foram
destruidas pela doenca. FOC afeta tanto espécies do género Musa como do
género Heliconia, e suas estirpes foram classificadas em quatro racas fisioldgicas
com base na patogenicidade de cultivares em campo (racal cv '‘Gros Michel’; raca
2, cv '‘Bluggoe’ raca 3, Heliconia spp.; e raca 4,
plantas do sub-grupo Cavendish e todas as cultivares suscetiveis as ragas 1 e 2)
(CORDEIRO et al., 2005; BENTLEY et al., 1998). A raca 4 € subdividida em raca 4
tropical (R4T) e raca 4 subtropical (R4S), a raca 4 subtropical se refere a
populacdes de FOC que séo capazes de afetar Cavendish em areas expostas a
baixas temperaturas, enquanto que a R4T pode afetar Cavendish tanto em
condig¢des tropicais quanto subtropicais (BUDDENHAGEN, 2009).

No Brasil o mal-do-Panaméa foi inicialmente observado em 1930, em
Piracicaba (Séo Paulo) onde dizimou cerca de um milhdo de plantas de banana da
cultivar “Mac¢d” (CORDEIRO et al., 2005). Esta doenca esta disseminada em todas
as regibes do Brasil e desde que o fungo entrou no pais, a banana ‘Macga’,
altamente susceptivel, tem sido também substituida pelas variedades resistentes
(SILVA et al., 2012)

Os sintomas exibidos pelas plantas infectadas podem ser observados
interna ou externamente. Externamente nota-se um amarelecimento progressivo,
das folhas mais velhas para as folhas mais novas, comecando pelos bordos do
limbo em dire¢do a nervura principal. Posteriormente ocorre murcha, seguida da
quebra do peciolo junto ao pseudocaule, 0 que da a planta a semelhanca de um
guarda-chuva fechado (CORDEIRO et al., 2005).

A caracteristica dos sintomas internos sdo a descolora¢do vascular e a

necrose de vasos do xilema (DITA et al., 2010). Estes podem ser notados ao se
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realizarem cortes transversais ou longitudinais no pseudocaule ou rizoma.
Dependendo do nivel de resisténcia da cultivar, plantas doentes ndo chegam a
produzir cachos ou, quando produzem, tém frutos com valor comercial
comprometido, apesar de sintomas da doenca nédo terem sido observados dentro
ou fora dos frutos (LI et al., 2013).

O fungo Fusarium oxysporum

O género Fusarium é extremamente diversificado e extensivamente
distribuidos em todo o mundo, sendo encontrado em regides temperadas a tropicais
(LESLIE E SUMMERELL, 2006). O género é caracterizado morfologicamente,
apresentando inicialmente em meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar), um
rapido crescimento, colénias com coloracdo palida ou colorida (violeta a purpura
escuro ou do creme ao laranja) e com micélio aéreo e difuso, podendo ser flocoso,
escasso ou abundante (FIGUEIREDO E SILVA, 2014; PLOETZ, 2006; LESLIE E
SUMMERELL, 2006).

Fusarium oxysporum pertence ao filo Ascomycota, classe Pezizomycotina,
ordem Hypocreales, familia Nectriaceae e género Fusarium (MYCOBANK, 2014).

Este fungo produze trés tipos de esporos assexuais: macroconidios,
microconidios e clamidésporos (FOURIE et al., 2011): microconidio, produzidos
abundantemente em fidlides curtas, ndo possuem septos, podendo ter formato oval,
eliptico e reniforme (forma de rim); macroconidio, sdo de comprimento meédio,
curvados, geralmente com trés septos e produzidos em conidiéforos ou na
superficie de esporoddquios; clamiddsporos, constituem a estrutura de resisténcia
do patégeno, sao formados na parte terminal ou intercalar no micélio pela maioria
dos isolados, podendo apresentar superficie lisa ou rugosa, geralmente formados
isolados ou em pares mas podem apresentar-se também em cadeia (LESLIE E
SUMMERELL, 2006).

O género Fusarium é constituido por espécies de fungos habitantes de solo,
gue causam graves doencas de plantas em todo o mundo (AGRIOS, 2005). O
complexo de espécies F. oxysporum (FOSC) compreende um grupo de fungos que
sdo intensivamente estudados devido a sua capacidade de causar doenca em

plantas e seres humanos. As estirpes patogénicas de plantas causam doencgas
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como murchas vasculares devastadoras ao longo de uma ampla gama de
hospedeiros e estdo entre os mais importantes economicamente fitopatégenos
habitantes do solo do mundo, devido ao nivel de perda resultante quando infecta
uma planta (LESLIE E SUMMERELL, 2006).

O processo de infeccdo, como outros patégenos vasculares, ocorre apos a
fixacdo do fungo a superficie radicular, penetracdo e posterior colonizacdo da raiz
da planta e proliferacdo dentro dos vasos do xilema. O patégeno permanece
confinado ao xilema e, a partir dai, distribui-se por toda a planta, por meio do
crescimento de hifas ou pela producédo de conidios. Com a evolugdo da doenca,
inicia-se a obstrucéo e o escurecimento dos vasos condutores (BEDENDO, 1995;
LI et al., 2011), impedindo assim, o0 movimento da agua para a parte superior da
planta hospedeira que por sua vez provoca 0 amarelecimento, murcha e,
eventualmente, a morte do hospedeiro (BERROCAL-LOBO E MOLINA, 2008;
LEONG, et al., 2009).

F.oxysporum pode persistir em areas infestadas por um periodo de tempo
prolongado na superficie das plantas como macroconidios ou mesmo sobreviver
no solo na forma de clamidéporos latentes na auséncia de uma planta hospedeira
adequada (BERROCAL-LOBO E MOLINA, 2008). Por isso, € importante ressaltar
a adocao de medidas que impecam a entrada do fungo em areas onde ainda néo
foi constatada a doenca (KUROZAWA E PAVAN, 2005). Esta espécie € composta
por varias estirpes individuais classificadas em varias formae speciales (CORREL,
1991). As formae speciales comuns de F. oxysporum, provocam murcha vascular
em uma grande variedades de culturas (RONCERO et al, 2003).

Atualmente, ndo existem tratamentos curativos eficazes para controlar F.
oxysporum e plantas infectadas devem ser removidos rapidamente para evitar a
propagacédo da doenca (LIEVENS et al., 2008). Acredita-se que um dos métodos
efetivos de combater a doenca seja 0 uso de gendtipos resistentes (MICHIELSE E
REP, 2009).
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Utilizacao da rotacédo de cultura para controle de Fusarium oxysporum

A rotacao de culturas € uma pratica recomendada para reduzir o potencial
de inéculo de patdgenos para a cultura sucessora ou interromper o ciclo de
determinadas pragas. Essa pratica constitui-se num dos principais fatores
determinantes da sustentabilidade do sistema de plantio direto e da agricultura
organica (ANDREOLA E FERNANDES, 2007). Os principais métodos utilizados
para controlar doencas fungicas sdo a rotacdo de culturas, a resisténcia do
hospedeiro e, especialmente, o uso de fungicidas quimicos (ABAWI E WIDMER,
2000). A rotacdo de culturas, com o emprego de espécies de plantas de familias
botanicas diferentes contribui para a eliminagcdo ou reducdo do in6culo de
patdogenos na area cultivada (REIS et al, 2011). Porém, a rotacdo de cultura no
caso de Fusarium oxysporum pode ndo ser muito prospero devido a ampla gama
de hospedeiros deste fungo.

As principais caracteristicas de fitopatbgenos ndo controlaveis na rotacédo de
cultura sdo: i) apresentar habilidade saprofitica; ii) apresentar estruturas de
sobrevivéncia que possam permanecer viaveis por um longo periodo de tempo,
como € o caso de clamidosporos produzidos por Fusarium; e iii) possuir ampla
gama de hospedeiros (REIS et al, 2011). Outra pratica corriqueira entre 0s
agricultores é a utilizacdo de consércio entre culturas, pois, a necessidade de
cultivar duas ou mais culturas na mesma area leva o pequeno produtor a buscar
melhores combinacdes de cultivo, a fim de diversificar a sua producdo e obter
outras fontes de alimento e renda. Além disso, possibilita uma exploracdo mais
intensiva da propriedade agregando valor a cultura da bananeira que é a principal
(LIMA et al., 2005). Essas espécies vegetais escolhidas para o consorcio, ndo
devem ser hospedeiras comuns dos patdgenos das culturas cultivadas na mesma
area da lavoura, pois Fusarium oxysporum pode incidir em uma série de plantas
cultivadas, bem como plantas daninhas e silvestres, podendo servir de hospedeiro
alternativo para o fungo na auséncia do hospedeiro original (REIS E FORCELINI,
1995).
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Especializagédo de Fusarium oxysporum

A murcha de Fusarium, causada por formae speciales do fungo F.
oxysporum que se desenvolve no solo, é um problema importante em muitas
culturas (GHINI et al., 2000).

A capacidade de Fusarium em colonizar determinadas espécies hospedeiras
especificas, permitiu que Snyder e Hansen (1940) instituissem uma nova
classificagdo chamado de formae speciales (KURAMAE E SOUZA, 2002).

O conceito formae speciales foi proposto por SNYDER E HANSEN (1940),
para caracterizar a imensa diversidade de isolados de F. oxysporum e de acordo
com o este sistema, as estirpes patogénicas individuais sao colocados juntos em
grupos chamados formae speciales, se eles possuem a habilidade de parasitar
hospedeiros especificos (GANOPOULOS et al.,, 2012) tal como, um isolado
particular produz tipicamente doenca apenas em uma gama limitada de espécies
hospedeiras. Além disso, algumas formae speciales incluem estirpes que soO
causam doencas em certas variedades de uma espécie de planta e sao
subdivididas em racas (SUGA et al., 2013).

Isolados patogénicos de F. oxysporum estao classificados dentro de mais de
150 formae speciales, cada uma delas constituida
de um ou mais grupos de compatibilidade vegetativa (VCGSs) e racas (BAAYEN et
al., 2000; GANOPOULOS et al., 2012). Entre eles, F. oxysporum f. sp. cubense
(FOC), agente causal da murcha de fusario na bananeira, uma das doencas mais
destrutivas da cultura (FOURIE et al., 2009), sendo um fungo morfologicamente
similar a outros membros da espécie F. oxysporum, mas separado por sua
especializacéo fisiologica em relacdo a bananeira (CORRELL, 1991). Com base na
compatibilidade vegetativa, isolados de FOC foram separados em 24 grupos de
compatibilidade vegetativa (VCGs). Na sua forma mais simples, compatibilidade
vegetativa significa que duas hifas podem anastomosar e se fundem para formar
um heterocario estavel. Sendo a parassexualidade, heterocariose e recombinacao
sexual, fatores que implicam na evolucao deste patdogeno (FOURIE et al., 2009).

Na realidade, segundo Armstrong & Armstrong, (1981) a especificidade de
hospedeiro ocorre , mas ndo para todas as formae speciales. Para algumas, a
classe de hospedeiro é ampla. Além dos clamidésporos, FOC pode sobreviver de

forma saprofitica nos restos de tecidos e endofiticamente em plantas hospedeiras,
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sendo os hospedeiros principais pertencentes aos géneros Musa e Heliconia e
hospedeiros secundéarios (HENNESSY et al., 2005).

Hospedeiros alternativos de Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum, a espécie mais amplamente conhecida do género
Fusarium, é capaz de causar doenca em inumeras culturas vegetais, possuem
cepas nao patogénicas e também aquelas que podem causar sintomas em seres
humanos (ORTONEDA et al., 2004). Excessao das gramineas e da maioria das
culturas arvenses, poucas das espécies cultivadas ndo sdo hospedeiros de uma
forma patogénica de F. oxysporum ( DI PIETRO et al., 2003).

O fato desse fungo, poder atacar inimeras espécies, leva a questionamentos
quanto sua especificidade. Gordon et al. (1989), realizou um estudo para
determinar a frequencia de infeccdo da raca 2 de F. oxysporum f. sp. melonis,
outras espécie de Fusarium e cepas ndo patogénicas em raizes de seis culturas
utilizadas em rotacdo com cultivares de melédo susceptiveis. O resultado mostrou
que todas as culturas tiveram suas raizes colonizadas por F. oxysporum f sp.
melonis e as cepas nao patogénicas apresentaram a maior frequencia de
colonizagéo.

A maior preocupagédo porém, € que fungos fitopatogénicos habitantes do solo
compdem um problema de dificil controle em uma area cultivada, pois produzem
estruturas de resisténcia que podem sobreviver no solo por um extenso periodo
(BUENO, et al., 2006). Portanto, uma vez o patégeno estabelecido na éarea, dificil
sua erradicacgao.

Em um outro estudo realizado para determinar se plantas daninhas que
ocorrem naturalmente juntamente com outras culturas cultivadas na mesma area
com tomate, podiam atuar como hospedeiras assintomaticas de F. oxysporum f. sp,
lycopersici, revelou que tanto as ervas daninhas como a cultura utilizada,
apresentaram varios graus de coloniza¢do (FASSIHIANI, 2000), mostrando que o
fungo pode utilizar outras plantas nao identificadas como potenciais hospedeiras,
devido ao conceito de especificidade patogénica. Demonstrando a importancia do

conhecimento da gama de hospedeiros e de um bom manejo da doenca.
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CAPITULO I

Especificidade patogénica de Fusarium oxysporum, em bananeira
e outras espécies cultivaveis

Artigo a ser submetido a Revista Tropical Plant Pathology
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RESUMO

SANTOS, V. O. Especificidade patogénica de Fusarium oxysporum, em
bananeira e outras espécies cultivaveis. Cruz das Almas, 2016. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recbncavo da

Bahia.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), é o agente causal da doenca conhecida
como mal-do-Panama, sendo muito importante para as regides produtoras de
banana (Musa spp.) em todo o mundo por seu potencial destrutivo a cultura. Em
estudos anteriores, verificou-se uma alta diversidade genética em FOC, além da
presenca de isolados geneticamente relacionados a outras formae speciales que
ndo a f. sp. ‘cubense’. Dessa forma, este trabalho objetivou, investigar a
patogenicidade especifica de isolados de FOC e F. oxysporum de outros
hospedeiros como: Alface (Lactuca sativa); algoddo (Gossypium hirsutum); feijao-
caupi (Vigna unguiculata), mamona (Ricinus communis), maracuja (Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Deneger) e tomate (Solanum lycopersicum) por inoculacéo
cruzada. Utilizou-se dez isolados de FOC e sete isolados de F. oxysporum de
diferentes hospedeiros com dois métodos de inoculagdo: Imersdo de raizes em
suspensao de conidios e areia-fuba de milho infestado com o fungo. Os isolados
estudados mostraram sintomas tipicos da doenca em todas as culturas em pelo
menos, um método de inoculacdo. Com base nos resultados obtidos é possivel
verificar que a bananeira pode ser afetada por diferentes variantes de F. oxysporum
e que outras espécies vegetais podem ser afetadas por FOC, que teoricamente é

uma forma specialis exclusiva de Musaceas.

Palavras-chave: Gama de hospedeiros, mal-do-Panama, formae speciales
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ABSTRACT
SANTOS, V. O. Pathogenic specificity of Fusarium oxysporum in banana and
other cultivable species. Cruz das Almas, 2016. Dissertation (Master of

Agricultural Microbiology). Federal University of Bahia Reconcavo.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), is the causal agent of the Panama
disease, being very important to the banana (Musa spp.) producing regions
throughout the world for its destructive potential on the culture. A high genetic
diversity of FOC isolates were evidenced on previous studies, and the presence of
isolates genetically related to other formae speciales than 'FOC’, was also notices.
Thus, this study aimed to investigate the specificit of pathogenicity of FOC and
others F. oxysporum from other hosts such as lettuce (Lactuca sativa); cotton
(Gossypium hirsutum); cowpea (Vigna unguiculata), castor bean (Ricinus
communis), passion fruit (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deneger) colonization
and tomato (Solanum lycopersicum) by cross inoculation. Ten isolates of FOC and
seven isolates of F. oxysporum from different hosts were inoculated using two
methods: Immersion of roots in conidial suspension and sand-corn meal infested
with the fungus. The isolates studied showed typical symptoms of the disease in all
cultures in at least one method of inoculation. Based on the results is possible to
noticed that the banana can be affected by different variants of F. oxysporum and
other plant species may be affected by FOC, which theoretically is a forma specialis

exclusively of Musaceas.

KEYWORDS: formae speciales, host range, Panama disease.
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INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) esta entre as culturas alimentares mais importantes
mundialmente, servindo como alimento basico e fonte de renda em muitos paises
em desenvolvimento (DITA et al., 2010; PLOETZ, 2015). Considerando o aspecto
nutricional, € a principal cultura fruticola do mundo e, em termos de valor
econdmico, ocupa o quinto lugar no comércio mundial (AURORE et al., 2009). No
panorama nacional, segundo FAO (2015), o Brasil mesmo ocupando a quinta
posicdo mundial de producédo, a cultura é cultivada principalmente por pequenos
produtores e sua grande producdo, abastece quase que exclusivamente a
demanda interna. A importancia socioeconémica da fruta pode ser destacada pelo
fato dela constituir uma fonte de alimento em paises das faixas tropicais do globo
com populacdes de baixa renda, por sua facilidade de cultivo, simplicidade no
preparo, preco acessivel e boas caracteristicas alimentares (MARTINS &

FURLANETO, 2008).

Por ser uma cultura tdo importante para a economia mundial, o cultivo da
banana é ameacado por doencas e pragas que constituem importante fator
limitante para o aumento da sua producdo podendo citar o mal-do-Panam@, que
tem como agente causal, o fungo habitante de solos, F. oxysporum f. sp. cubense
(FOC), que esta entre 0s mais destrutivos patégenos da bananeira (FRASER-
SMITH et al.,, 2014; GHAG et al., 2015). FOC acarreta a severas perdas no
rendimento, que podem alcancar 100% e inviabilizar plantios uma vez que produz
clamidésporos, que podem sobreviver no solo durante muito tempo e as
alternativas de controle apresentam-se pouco eficientes e/ou de custo elevado

(PEREIRA et al, 2005; SILVA et al, 2011).
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Os principais métodos de controle baseiam-se em medidas preventivas
como, evitar areas com historicos da doenca ou com cultivos anteriores de
bananeira, fumigacdo do solo, rotacdo de culturas e principalmente o uso de
variedades resistentes (FRAVEL, et al, 2003). A rotacdo de cultura visa diminuir a
populacao de patégenos especificos de alguns hospedeiros mas ndo é uma pratica
muito eficiente em patdégenos de solo que produz estruturas de resisténcia como F.
oxysporum (GHAG et al., 2015). Como esse fungo pode causar doengca em uma
série de culturas economicamente importantes, 0 manejo adequado da doenca
causada por ele € muito importante para o estabelecimento, desenvolvimento e

sucesso da lavoura e para evitar a disseminagdo do patégeno.

Perante da importancia da cultura da bananeira e da seriedade no manejo
da doenca causada por F. oxysporum, foram desenvolvidos estudos prévios
moleculares, onde estes testes mostraram similaridade genética de FOC com
outras formae speciales de F. oxysporum. Porque apesar da importancia do
patégeno e da doenca que ele causa, nao ha muitos estudos da especificidade, ou
seja, nao se sabe se os isolados de FOC sédo capazes de causar murcha em outras
espécies de plantas e nem se diferentes formae speciales de F.oxysporum

realmente ndo sdo danosos a cultura da bananeira.

Diante do acima mencionado, o presente trabalho teve como objetivo,
investigar a especificidade patogénica de isolados de F. oxysporum de diversas
espécies cultivadas potencialmente nocivos a cultura da bananeira, e isolados de
bananeira avaliados atravées de testes de inoculacdo cruzada, estabelecendo assim
um conhecimento da gama de hospedeiros, sendo essenciais para o manejo de
doengas em campo, uma vez que, estudos como este revelam que hospedeiros

alternativos podem atuar como fonte de indculo para a cultura da bananeira.
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MATERIAL E METODOS

Escolha dos isolados

Os isolados utilizados foram escolhidos com base em resultados de estudos
prévios de diversidade genética e sequenciamento do gene fator alfa de elongacéo
(COSTA et al., 2015). Foram incluidos nos testes os isolados que apresentaram
similaridade genética com diferentes espécies e formae speciales de F.oxysporum
(Figura 1).
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Os isolados utilizados neste experimento foram oriundos de diferentes

hospedeiros como bananeira, algoddo, tomate, maracuja, feijao-caupi, algodao e

mamona, obtidos da micoteca da Embrapa Mandioca e Fruticultura e solicitados a

colecdo Maria Menezes, conservados pelo método Castellani em agua destilada

estéril (ADE) e foram gentiimente cedidos para execucdo deste trabalho. Os

isolados utilizados encontram-se listados na tabelal.

Foram utilizados 17 isolados monosporicos de F. oxysporum, sendo que 10

deles pertencem a f. sp. cubense — FOC.

Tabela 1. Identificacdo e origem dos isolados utilizados para o experimento.

Isolados Municipio Identificacdo  Hospedeiro
CNPMF 2011. 6A Porteirinha-MG FOC Bananeira
CNPMF 2011. 15A Jaiba-MG FOC Bananeira
CNPMF 2011. 32A Tancredo Neves-BA FOC Bananeira
CNPMF 2011. 36A Juazeiro-BA FOC Bananeira
CNPMF 2011. 36B Juazeiro-BA FOC Bananeira
CNPMF 2011. 39B Juazeiro-BA FOC Bananeira
CNPMF 2011. 41A Juazeiro-BA FOC Bananeira
CNPMF 2011. 61A Bom Jesus da Lapa-BA FOC Bananeira

CNPMF 2011. 119B Teolandia-BA FOC Bananeira
CNPMF 2011. 122B Mossoro-RN FOC Bananeira
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CNPMF 2011. 139B  Trés cachoeiras —RS F. sacchari Bananeira

CNPMF 2011. 005 Cruz das Almas- BA F. o.f. sp. Maracuja
passiflorae
CMM 2011.5 Séo Joao- PE F. o.f. sp. Feijao-caupi

tracheiphilum

CMM 2007. 800 Irecé- BA F. o.f. sp. Mamona
ricini
CMM 2002.1437  Campina Grande —PB F. o.f. sp. Algodéao

vasinfectum

CMM 2012. 3576 Campinas -SP F. o.f. sp. Alface
lactucae
CMM 2001. 4115 Gama- DF F.o.fsp. Tomate
lycopersici

Obtencao de mudas

As mudas de bananeira utilizadas neste trabalho, foram obtidas a partir de
cultivos in vitro e aclimatadas em substrato em casa de vegetacdo. As mudas das
demais culturas inoculadas, foram obtidas através de sementes e o plantio destas,
realizado em casa de vegetacdo em bandejas de plastico com 60 células, contendo
substrato para plantas e fibra de coco, quando as plantulas apresentaram o
segundo par de folhas verdadeiras e as mudas de bananeira tinham em média 100
dias de micropropagadas, foram inoculadas.

Em bananeira as inoculag¢des foram feitas em mudas variedade “Prata-ana”.

Nos outros hospedeiros, as mudas foram obtidas de maracuja amarelo (Passiflora
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edulis Sims f. flavicarpa Deneger); algodédo (Gossypium hirsutum) variedade “FM
975 WS”; Feijao caupi (Vigna unguiculata) variedade “Nova Era”; Alface (Lactuca
sativa) variedade “Moénica SF 31”; Tomate (Solanum lycopersicum) variedade

“Santa Clara 5800” e Mamona (Ricinus communis).

Producao do in6culo e inoculagéo

Foram utilizadas duas metodologias de inoculacdo: a) Método imerséo de
raizes (MIR) em suspenséo de conidios; (b) Método areia e fuba de milho infestado

(MAFI) com F. oxysporum.

a) Suspenséo de conidios

Para a producéo do in6culo por suspensao de conidios, os isolados foram
multiplicados em placa de Petri contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar),
mantidos em incubadora tipo BOD a 25°C por 7 a 10 dias. Em seguida as col6nias
foram lavadas com 10 mL de agua destilada para a remocdo dos esporos com
auxilio de uma escova, obtendo uma suspenséo. Esta suspenséo foi filtrada em
gaze dupla e em seguida realizada a contagem dos micro e macro esporos
utilizando a camara de Neubauer em microscopio optico. Apds a contagem ajustou-

se a concentracgdo para 10° conidios mL™.
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b) Substrato Infestado

Para a producéo do inéculo por substrato infestado com F. oxysporum foi
usada a propor¢ao de 5 partes de areia para 1 parte de fuba de milho. Esta mistura
foi submetida a autoclavagem por duas vezes em sacos plasticos. Em seguida
adicionados na mistura 10 discos do meio BDA contendo o F. oxysporum
umedecidos com 50 mL de ADE. Posteriormente, o material permaneceu incubado
por 15 dias em camara de crescimento a 25 °C. Os sacos contendo a mistura foram
agitados a cada 4 dias para favorecer o crescimento e a colonizagdo homogénea
do substrato pelo fungo. Apés o periodo de incubacéo ajustou-se a concentracéo

para 10° UFC grama.

Teste de patogenicidade: Postulados de Koch

A patogenicidade foi obtida efetuando a inoculacdo cruzada dos isolados
adquiridos das plantas de bananeira em plantas de outras espécies citadas
anteriormente e destas em bananeira. Foram nove tratamentos para a bananeira
(sete isolados de F. oxysporum de diferentes hospedeiros e duas testemunhas,
uma absoluta e uma relativa) e com 12 tratamentos para as demais culturas (10
isolados de FOC e duas testemunhas, uma absoluta e uma relativa) com 10
repeticdes e duas plantas por unidade de parcela e sob delineamento inteiramente
casualizado

No método de inoculacdo por imerséo de raizes na suspensao de esporos,
as mudas foram removidas cuidadosamente do substrato e suas raizes foram

lavadas em agua corrente, e tiveram as extremidades cortadas e imersas na
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suspensdo por 60 minutos sendo homogeneizada a cada 10 minutos.
Posteriormente, realizado o replantio das mudas em vasos, contendo o substrato
com areia autoclavada. O tratamento testemunha absoluta, foi constituido por
mudas das culturas com seus sistemas radiculares imersos apenas em agua
destilada estéril.

Para o método por MAFI, ap6s o periodo de incubacéo, foi colocado 10
gramas do inéculo (108 UFC grama) do substrato infestado abaixo das raizes das
mudas em copo descartaveis de 200 mL contendo substrato mais fibra de coco. As
mudas com dois pares de folhas verdadeiras foram transplantadas para os copos.
Como plantas controle foi utilizado o mesmo procedimento, com excecao que o

substrato ndo conteve o fungo.

Avaliacdo dos sintomas: Incidéncia e Severidade da doenca

A patogenicidade foi avaliada, apds a inoculacéo, por meio da observacédo
de sintomas de murcha e sintomas no sistema radicular das plantas. Apresentando
0s sintomas, o patégeno foi re-isolado de tecidos sintomaticos para identificacao e
comparacao com as culturas originais.

Para a bananeira, a intensidade da doenca foi avaliada aos 60 dias ap6s a
inoculacdo (DAI) para o tratamento com inoculagédo por suspensao de esporos
(MIR), e aos 90 (DAI) para o tratamento com inoculacdo por (MAFI). A avaliacéo foi
realizada por meio da expressao dos sintomas externos, mediante a observagao
do amarelecimento das folhas e expressédo dos sintomas internos por meio da

observacéo da descoloracdo vascular causada pela infeccéo do patdgeno.



187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

40

As mudas de bananeiras foram classificadas pelo nivel de intensidade da
infeccdo acusada pelo patégeno, onde foram atribuidas notas de acordo com as
seguintes escalas associadas aos sintomas da doenca proposta por DITA, et al.,
2011: sintomas externos (1: auséncia de sintomas; 2: amarelecimento inicial,
principalmente nas folhas mais baixas; 3: amarelamento de todas as folhas mais
baixas com alguma descoloracédo das folhas mais jovens; 4: Todas as folhas com
intenso amarelecimento; 5: Planta morta), sintomas internos: (1: Auséncia de
sintomas; 2: rizoma com descoloracao inicial; 3: ligeira descoloracdo do rizoma ao
longo de todo o sistema vascular; 4: rizoma com a maioria dos tecidos internos
mostrando necrose; 5: Rizoma totalmente necrosado). Para a andlise estatistica,
as médias dos valores de incidéncia das dez repeticbes, foram agrupados em trés
repeticbes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia utilizando o
programa SISVAR e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott, ao nivel

de 0,5% de probabilidade.

Os dados de avaliacdo dos sintomas na bananeira, foram transformados
para indice da doenca (ID) (MACKINNEY, 1923) e submetidos a analise de
variancia utilizando o programa SISVAR, as médias também foram comparadas

pelo teste Scott-Knott a 0,5%.

Y.(nota atribuida x nimero de plantas com a nota atribuida)x 100

ID (%) =

(numero total de plantas avaliadas x nota maxima da escala)

indice de doenca de MacKinney, 1923

Para as demais culturas, foi avaliada a intensidade da doenca apos 60 dias
(DAI), observando os sintomas externos, como murcha e/ou perda de folhas, e

sintomas internos da descolorag&o vascular em microscopio estereoscopico.
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Reisolamento do patdogeno

As mudas que apresentaram sintomas de murcha foram coletadas e partes
do caule e raiz foram cortadas e desinfestadas por um minuto em etanol 70%, em
seguida por um minuto em hipoclorito de sédio 0,5% e por ultimo lavadas por trés
vezes em agua destilada estéril. Os segmentos desinfestados foram transferidos
para o meio Agar-agua (AA) e ap0s dois dias apresentando o crescimento micelial,
foi repicado para o meio BDA e as colbnias crescidas foram analisadas

morfologicamente para a confirmacéo do agente etioldgico.

Obtencéo de culturas monospadricas de F. oxysporum

Para a obtencdo das culturas monospdricas, cada isolado obtido
anteriormente pelo reisolamento foi crescido em meio BDA por sete dias em BOD.
Discos de aproximadamente cinco milimetros do meio de cultura contendo micélio,
foram transferidos para tubos contendo 10 mL de ADE, e agitados por 30 segundos.
A partir desta suspenséo realizaram-se diluicdes até 10-4. Aliquotas de 100 uL de
cada série de diluicdo foram transferidas para placas de Petri contendo meio AA e
espalhadas na placa, com o uso de alca de Drigalski. Apos 12 horas, foi realizada
a visualizagéo das placas em microscopio Optico, para monitorar a germinacao de
conidios individualizados. Apé6s a localizacdo de um esporo germinado
completamente isolado na placa, com o auxilio de agulha esterilizada, realizou-se
a transferéncia do mesmo para placas de Petri contendo BDA, obtendo-se assim

culturas monosporicas.
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Os isolados obtidos do experimento encontram-se preservados pelo método
Castellani em agua destilada estéril e depositados na Colecdo de Cultura de
Fungos Fitopatogénicos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e

Fruticultura em Cruz das Almas —Ba.

Caracterizacdo morfoldgica

No experimento cada isolado foi caracterizado, quanto a coloracdo da
colbnia, crescimento micelial e para caracteristicas micromorfologicas (LESLIE &

SUMMEREL, 2006), utilizando o microscépio 6ptico com o programa LAs v4.7.

Para a taxa de crescimento micelial, um disco de micélio de 5,0 mm foi
transferido para uma placa de Petri contendo meio de cultura BDA, em seguida as
placas foram incubadas a 25°C por 10 dias, quando foi tomada a medida do
diametro ortogonal das colénias formadas. O mesmo procedimento foi realizado

para avaliar a pigmentacao das colonias.

Para as caracteristicas micromorfolégicas, um disco de micélio de cada
fungo reisolado foi transferido para uma placa de Petri contendo meio de cultura
Synthetic nutrient-poor agar (SNA), contendo fragmentos secos e esterilizados de
folhas de cravo (Dianthus caryophyllus L.). Essas placas foram incubadas a 25°C
por 14 dias, para observacdo em microscopio optico das caracteristicas como a
presenca ou ndo e cor de esporodoquios; frequéncia, tamanho, formato e origem
de macro e micro conidios, comprimento de fidlides; presenca ou nao de

clamidosporo e presenca ou ndo de macro e micro conidios em falsas cabecas.
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RESULTADOS

1.0 Gama de hospedeiros - Incidéncia de sintomas externos e internos em
culturas inoculadas com FOC, sob os métodos de inoculacédo por imersao
de raizes em suspenséao de esporos e areia-fuba de milho infestado com o

fungo.

O experimento foi avaliado 60 dias apos a inoculacdo, e os sintomas de
murcha comecaram entre 8 e 45 (DAI). Todos os isolados de FOC avaliados
mostraram sintomas as culturas trabalhadas. O percentual de incidéncia de doenca
nas plantas, variou de 0 a 100%. Observou-se que houve uma diferenca entre os

tratamentos, nas incidéncias externa e interna e no método de inoculacao.

Patogenicidade em Feijao-caupi

Os resultados em feijdo caupi, mostraram que as plantas apresentaram
sintomas bem caracteristico da doenca, inicialmente com perda da turgescéncia,
amarelecimento e perda das folhas, sendo denominadas essas caracteristicas
como reflexo. A queda das folhas comecgou incidindo sobre as folhas mais velhas,

progredindo em algumas plantas até parte apical, levando algumas plantas a morte.

A partir de um corte longitudinal, iniciando da haste até as raizes foi possivel
observar os sintomas internos como, escurecimento e necrose no sistema vascular
0 que evidencia a presenca dos patdégeno nos vasos, tanto na testemunha relativa
COmMoO nOS outros tratamentos, principalmente naqueles com alta incidéncia. Em

plantas submetidas apenas ao tratamento testemunha absoluta, ou seja, nao
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inoculada, ndo houve sintomas (Figura 2). Estes sintomas foram observados em
plantas inoculadas por substrato areia-fuba infestado, para o método imersao de
raizes, ndo houve sintomas da doenca, as plantas conseguiram finalizar o ciclo da

cultura mesmo apds a inoculagao.

Figura 02 - Sintomas externos (A, B, C e D) e sintomas internos (E, F e G) em

plantas de Feijdo-caupi inoculadas por Imersdo de Raizes. Planta sadia néo
inoculada (A); Planta inoculada com F.oxysporum f. sp. tracheiphilum CMM 5 (B e
E); Planta inoculada com FOC 39B (C e F) e Planta inoculada com FOC 119B (D e

G).

Os tratamentos que mais se destacaram em relagcdo aos sintomas externos
em feijdo-caupi, foram os isolados CMM 5, sendo a testemunha relativa e o FOC
39B, que apresentaram média acima de 60% e nao se diferiram estatisticamente.
Resultado semelhante ocorreu ao considerar a incidéncia interna em que, esses
mesmos isolados foram os melhores seguidos dos tratamentos FOC 119B e FOC

36B (Figura 03), ndo havendo diferenca significativa entre eles. Para o método
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imerséao de raizes, ndo houve sintomas da doenca, as plantas conseguiram finalizar

o ciclo da cultura mesmo apos a inoculagéo.
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Figura 03 - Relacao entre a incidéncia externa e interna em mudas de feijdo-caupi,
inoculadas por Imerséo de Raizes (MIR) e os isolados de FOC. Média seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Patogenicidade em Tomate

Os sintomas em tomate avaliando o método areia-fuba infestado, foram bem
caracteristicos nas mudas, perda do vigor, paralizacdo no crescimento murcha e

perda de folhas. Internamente os sintomas foram observados mais fracamente mas
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mesmo assim, foi possivel verificar a descoloracdo nos vasos xilematicos (Figura
04). Por imersdo de raizes, as mudas de tomate ndo mostraram sintomas da

doencga, conseguindo assim como o Feijao-caupi, completar o seu ciclo.

Figura 04 - Sintomas externos (A, B e C) e sintomas internos (D, E e F) em plantas
de tomate inoculadas por MAFI. Planta sadia (A e D); Planta inoculada com F.
oxyporum f. sp. lycopersici CMM 4115 (B e E) e Planta inoculada com FOC 32A (C

e F).

Para as inoculagdes realizadas em tomate, os resultados mostram que as
médias obtidas foram semelhantes e expressivos nha maioria dos tratamentos. Os
tratamentos com os isolados FOC 32A e FOC 119B apresentaram as maiores
medias de incidéncia de sintomas. Os isolados FOC 119B, FOC 122B, FOC 36A,
FOC 15A e FOC 36B, foram capazes de causar sintomas em proporcao
estatisticamente igual a testemunha relativa (CMM 4115), os outros tratamentos
com os isolados FOC 39B, FOC 06A, FOC 61A e FOC 41A, apresentaram as

menores médias e nao diferiram estatisticamente (Figura 05).
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Internamente, quase todos os isolados foram capazes de causar sintomas,
exceto, o tratamento FOC 39 B. O tratamento com o isolado FOC 32A se comportou
de forma semelhante na avaliacdo externa, sendo também o destaque mas nao
diferindo estatisticamente do tratamento FOC 122B. A testemunha relativa, CMM
4115, internamente apresentou um resultado com baixa incidéncia de plantas
apresentando abaixo dos 40% e néo diferiu estatisticamente dos tratamentos FOC

36B, FOC 06A, FOC 15A e FOC 119B (Figura 05).
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Figura 05 - Relag&o entre a incidéncia de sintomas externos e internos em mudas
de Tomate, inoculadas por Areia-Fuba infestado (MAFI) e os isolados de F.
oxysporum. Média seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-

Knott (p>0,05).

Patogenicidade em Alface
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A patogenicidade testada em mudas de alface por imerséo de raizes e por
areia-fuba infestado, mostrou uma sintomatologia bem caracteristica da doenca,
comecando com um leve amarelecimento foliar ou verde palido e com uma reducéo
no crescimento da planta. Com o progresso da doenca, as folhas mais velhas
passaram a ficar murchas totalmente, levando a planta ao colapso. Com o corte no
sentido longitudinal no caule dessas plantas com sintomas, foi possivel notar uma
coloracdo escura no sentido ascendente dos vasos condutores das plantas, o

tratamento com a testemunha absoluta, ndo mostrou sintomas. (Figura 06).

Para o método de inoculacdo com substrato areia-fubd infestado, a
sintomatologia foi a mesma observada no método anterior, mesmo levando mais
tempo para mostrar sintomas externos, o que fez com que, as mudas se
desenvolvessem mais, as plantas com o tratamento testemunha absoluta, n&o

mostraram sintomas (Figura 07).
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Figura 06 - Sintomas externos (A, B, C e G) e sintomas internos (D, E, F e H) em

plantas de Alface inoculadas por Imersédo de Raizes. Planta sadia (A e D); Planta
inoculada com F. oxysporum f. sp. lactucae CMM 3576 (B e E); Planta inoculada

com FOC 36A (C e F) e planta inoculada com FOC 39B (G e H).
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Figura 07 - Sintomas externos (A, B, C e G) e sintomas internos (D, E, F e H) em
plantas de Alface inoculadas Areia-Fuba infestado. Planta sadia (A e D); Planta
inoculada com F. oxysporum f. sp. lactucae CMM 3576 (B e E); Planta inoculada

com FOC 15A (C e F) e planta inoculada com FOC 39B (G e H).

No experimento com mudas de alface, das 240 plantas inoculadas por MIR
169 (70,4%) mostraram sintoma externos. Essa alta incidéncia de sintomas foi
observada na maioria dos tratamentos, evidencia-se o0s tratamentos com o0s
isolados FOC 39B e FOC 36A, mesmo nao diferenciando estatisticamente da

testemunha relativa (CMM 3576) sendo este, isolado de alface. Porém
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internamente, os resultados ndo foram muito elevados, ficando todos os
tratamentos com incidéncia menor que 60%. Sendo as maiores incidéncias dos
tratamentos FOC 122B, FOC 36A mas, ndo diferenciaram estatisticamente dos
tratamentos FOC 119B, CMM 3576 (testemunha relativa), FOC 15A e FOC 06A.
(Figura 08-A). Os resultados do teste utilizando MAFI, os resultados foram bem
expressivos externamente, ndo havendo diferenca estatistica entre os tratamentos.
Internamente, o isolado FOC 15A abrangeu mais de 80% dos sintomas ficando
muito semelhante ao resultado expresso pelo tratamento com o isolado de alface
CMM 3576 e ndo diferindo estatisticamente também do tratamento FOC 39B

(Figura 08-B).
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Figura 08 - Relagdo entre a incidéncia de sintomas externos e internos em mudas
de Alface inoculadas por método imersédo de raizes — MIR (A) e Areia-Fuba
infestado - MAFI (B) e os isolados de F. oxysporum. Média seguidas de mesma

letra n&o diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).
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Patogenicidade em mamona

Os sintomas expressos por mamona no experimento de patogenicidade,
foram caracterizados pelo amarelecimento das folhas mais velhas para as mais
novas e queda das mesmas. Internamente, apos os corte longitudinal na parte
radicular das plantas que mostravam sintomas, foi verificado os sintomas internos
como, a descoloracdo pardo avermelhada, tanto nos tratamentos com a
testemunha relativa, isto €, com o isolado da mamona, como nas plantas inoculadas
com FOC, isto pelo método de inoculacédo imersédo de raizes (Figura 09). Pelo
método areia-fuba infestado, os sintomas foram os mesmo, porém, com intensidade
menor e, mais tardio no aparecimento de sintomas (Figura 10). Em ambos os
métodos de inoculacdo, ndo houve sintoma no tratamento com a testemunha

absoluta.
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Figura 09 - Sintomas externos (A, B, C, G e |) e sintomas internos (D, E, F, H e J)
em plantas de Mamona inoculadas por Imersdo de Raizes. Planta sadia (A e D);
Planta inoculada com F. oxysporum f. sp. ricini CMM 800 (B e E); Planta inoculada
com FOC 36B (C e F); Planta inoculada com FOC 39B (G e H) e Planta inoculada

com FOC 32A (I e J).
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Figura 10- Sintomas externos (A, B, C, G e I) e sintomas internos (D, E, F, H e J)
em plantas de mamona inoculadas por Areia-fuba infestado. Planta sadia (A e D);
Planta inoculada com F. oxysporum f. sp. ricini (B e E); Planta inoculada com FOC
36B (C e F); Planta inoculada com FOC 15A (G e H) e Planta inoculada com FOC

39B (I e J).

Os resultados para o teste com mamona, revelaram que FOC 36A, FOC 39B,
foram melhores na patogenicidade mas diferenciou estatisticamente apenas dos
tratamentos FOC 119B e FOC 122B para sintomas externos. Internamente, 0s
tratamentos com isolado de bananeira FOC 39B, alcan¢ou o melhor resultado, ndo
diferenciando estatisticamente dos tratamentos com a testemunha relativa CMM

800, FOC 36B, FOC 32A e FOC 06A (Figura 11-A) para o método MIR. Para a



392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

55

inoculacdo por MAFI, o melhor resultado foi com o tratamento com FOC 36B,
apesar de nao diferir estatisticamente de FOC 41A, FOC 119B, FOC 06A e FOC
32A. Internamente as médias os melhores tratamentos FOC 15A, FOC 36A e FOC
39B que atingiram quase 80% de incidéncia mas néo diferindo estatisticamente de

FOC 06A, FOC 61A e FOC 36B (Figura 11-B).
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Figura 11 - Relacao entre a incidéncia de sintomas externos e internos em mudas
de Mamona, inoculadas por método imersao de raizes — MIR (A) e Areia-Fuba
infestado - MAFI (B) e os isolados de F. oxysporum. Média seguidas de mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Patogenicidade em Algodao

Em algodéo, a inoculacéo pelo método imerséo de raizes, os sintomas foram
caracteristicos da doenca, internamente mais que externamente. Se mostraram da
mesma forma que as demais culturas inoculadas, com perda na coloracéo foliar,
passando de um verde forte para um verde palido com queda de folhas apenas em
algumas plantas e com crescimento reduzido. Internamente, também houve a
descoloracdo vascular, principalmente em plantas inoculadas com FOC, néo

ocorrendo sintomas na testemunha absoluta (Figura 12). J& pelo outro método de
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inoculacao, areia-fuba, praticamente ndo houve sintoma externo, poucas plantas
apareceram sintomas, porém internamente o resultado foi melhor, os sintomas de

descoloracao estava presente em todos os tratamentos, exceto o da testemunha

absoluta (Figura 13).

Figura 12 - Sintomas externos (A, B e C) e sintomas internos (D, E e F) em plantas
de Algodédo inoculadas por Imersdo de Raizes. Planta sadia (A e D); Planta
inoculada com F. oxysporum f. sp. vasinfectum CMM 1437 (B e E); Planta inoculada

com FOC 39B (C e F).
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Figura 13 - Sintomas externos (A, B e C) e sintomas internos (D, E, F, G e H) em

plantas de Algodao inoculadas por Areia-Fubda infestado. Planta sadia (A e D);
Planta inoculada com F. oxysporum f. sp. vasinfectum CMM 1437 (B e E); Planta
inoculada com FOC 06A (C e F); Planta inoculada com FOC 41A (G) e planta

inoculada com FOC 39B (H).

Em algoddo os melhores resultados externos para o método imersédo de

raizes foram com os tratamentos FOC 41A e FOC 122B que apresentaram
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424  estatisticamente a mesma incidéncia enquanto que o tratamento FOC 39B néo
425 apresentou nenhum sintoma externo mas internamente mostrou o melhor
426  resultado; o mesmo ocorreu com a testemunha relativa, CMM 1437 (Figura 14-A),
427 Para o método MAFI, os sintomas foram apenas internos, sendo os melhores
428  tratamentos, FOC 41A e FOC 39B e os Unicos tratamentos a diferir estatisticamente

429  dos demais foram FOC 36B e FOC 119B (Figura 14-B).
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430 Figura 14 - Relacdo entre a incidéncia de sintomas externos e internos em mudas
431  de Algodéo inoculadas por Imersédo de Raizes — MIR (A) e Areia-Fubé infestado —
432 MAFI (B) e os isolados de F. oxysporum. Média seguidas de mesma letra nao

433  diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

434  Patogenicidade em Maracuja

435 Os sintomas em maracuja por imersao de raizes, foram muito particulares.
436 As mudas tiveram seu crescimento muito comprometido, as folhas mais velhas
437  amareleciam e caiam, a murcha ndo foi uma caracteristica da doenca, presente

438 neste experimento com maracuja. Nao houve sintomas internos, porém todas as
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plantas foram coletadas para realizar o isolamento (Figura 15). Para o método
areia-fuba infestado, os sintomas externos foram mais fracos, mas com a murcha
caracteristica em alguns tratamentos. Internamente, foi possivel detectar que
houve sintomas na maioria dos tratamentos, com a descoloracdo pardo

avermelhada nos vasos condutores (Figura 16).

Figura 15 - Sintomas externos (A, B e C) e sintomas internos (D, E e F) em plantas

de Maracuja inoculadas por Imersdo de Raizes. Planta sadia (A e D); Planta
inoculada com F.oxysporum f sp. passiflorae FOP 005 (B e E); Planta inoculada

com FOC 36A (C e F).



448

449

450

451

60

Figura 16 - Sintomas externos (A, B, C e G) e sintomas internos (D, E, F e H) em

plantas de Maracuja inoculadas por Areia-Fuba infestado. Planta sadia (A e D);
Planta inoculada com F. oxysporum f. sp. passiflorae FOP 005 (B e E); Planta

inoculada com FOC 06A (C e F); Plantas inoculadas com FOC 36A (G e H).
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O maracuja inoculado por imerséo de raizes, mostrou um resultado muito
convincente sobre a doenca, todos os isolados mostraram uma alta incidéncia
externa da doenca. Entretanto, internamente esse resultado nao refletiu o externo,
apenas os tratamentos com FOC 36A e a testemunha relativa FOP 005 mostraram
sintomas e apenas com uma parcela cada, das 10 repeticbes (Figura 17-A). Por
MAFI, internamente houve resultados melhores, onde o tratamento FOC 06A, foi o
melhor em incidéncia, ndo diferindo estatisticamente de FOC 36A, FOC 36B e FOC

32A (Figura 17-B).
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Figura 17 - Relacéo entre a incidéncia de sintomas internos em mudas de Maracuja
inoculadas por Imersdo de Raizes — MIR (A) e sintomas externos e internos
inoculadas por Areia-Fubé infestado — MAFI (B) e os isolados de FOC. Média

seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Classificacdo daincidéncia em classes da doenca, causada por FOC em

diferentes hospedeiros

O resultado para os isolados provenientes de bananeira, quando inoculados

nos diferentes hospedeiros e agrupados, foi utilizado uma escala de 0 a 2 de acordo
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com o grau de incidéncia: ndo patogénico (0= 0-20%), oportunista (1= 20-60%) e
patogénico (2= >60%) que mostrou que houve uma proximidade dos valores de

incidéncia no hospedeiro e na bananeira em alguns tratamentos.

O agrupamento hierarquico foi baseado numa matriz de similaridade da
diferenca da expressao de incidencia dos isolados, permitindo uma visédo geral de
incidencia causada por FOC em diferentes hospedeiros (Figura 18). Os dados
representam as comparacdes por patogenicidade de FOC em seu hospedeiro
original, isto &, na bananeira e, nas demais espécies inoculadas. As cores estédo
associadas a similaridade: quanto mais claro (bege) mais similar ao hospedeiro

original e patogénico é o comportamento do isolado.

Os resultado para sintomas externos em maracuja e alface inoculados por
imersdo de raizes, a maioria dos isolados foram considerados patogénicos, as
demais culturas a maioria dos tratamentos foram considerados oportunistas ou nao
patogénicos (Figura 18-A). Os resultados mostram que o isolado FOC 39B foi
patogénico, levando em consideracdo os sintomas internos e inoculacdo por
imersdo de raizes, em trés culturas: caupi, mamona e algoddo. A mamona, além
do FOC 39B que apresentou um bom resultado, FOC 36B também foi patogénicos
a cultura (Figura 18-B). Os outros tratamentos foram considerados oportunistas,
mesmo alcancando a metade ou até mais de incidéncia. O maracuja, ndo recebeu
nenhuma nota 2 internamente, apesar da alta incidéncia avaliando os sintomas

externos, na inoculacdo por imersao de raizes.

Todos os isolados de FOC, inoculados em alface pelo método MAFI,
incitaram sintomas externos em 100% das plantas inoculadas, comportamento este

igual ao isolado obtido do hospedeiro original, CMM 3576. Para o tomate, houve
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uma alta incidéncia, mas apenas o tratamento FOC 36B foi considerado como
patogénico a cultura (Figura 18-C). Internamente, no tomate o resultado com FOC
32A ficou mais proeminente que os demais, sendo o Unico considerado patogénico
e mamona recebeu nota 2 em trés tratamentos, FOC 39B, FOC 36B e FOC 15A;
Para a alface FOC 39B, FOC 32A e FOC 15A foram considerados patogénicos a
cultura. No algodao, destaque novamente para FOC 39B e FOC 41A (Figura 18-

D).

Para algumas culturas a inoculagédo com isolados de FOC, foram ainda
melhores que aquelas mudas que receberam a testemunha relativa. Foi o caso de,
caupi, mamona e alface inoculados por imersao de raizes e mamona e tomate por

MAFI.
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Figura 18 Agrupamento hierarquico da incidéncia de sintomas externos e

internos em diferentes hospedeiros por Imerséao de Raizes - MIR (A e B) e por Areia-
Fuba infestado - MAFI (C e D), causados por isolados de FOC em Feijao caupi;

algodao; Maracuja; Mamona; Tomate; Alface e Bananeira.

Comparativo da incidéncia da doenca no hospedeiro original e na bananeira

Os isolados de F. oxysporum originarios de diferentes hospedeiros, quando
inoculados na bananeira, tiveram um resultado semelhante quando inoculados em
seus hospedeiros originais, ou até mais agressivo. Tanto externamente como
internamente na bananeira, os sintomas foram bem caracteristicos da doenca,
levando em consideracdo os dois métodos de inoculacdo. Externamente na
primeira inoculagéo feita por imerséo de raizes (MIR), todos os isolados mostraram

sintomas tanto em seus hospedeiros originais como na bananeira. Internamente
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apenas os isolados de feijao-caupi, mamona e algodao causaram uma incidéncia
alta em seus respectivos hospedeiros, enquanto que na bananeira todos os
isolados causaram sintoma interno e com incidéncia acima de 50%. Na segunda
inoculacao realizada por areia-fuba infestado (MAFI), apenas os isolados de alface
(CMM 3576) e de tomate (CMM 4115) foram considerados patogénicos ao seu
hospedeiro original, enquanto que na bananeira avaliando apenas os sintomas
externos, todos foram considerados patogénicos. Quanto aos sintomas internos,
apenas o tratamento com o isolado do algoddao (CMM 1437) foi considerado

patogénico tanto para seu hospedeiro original quanto para a bananeira.

2.0 Incidéncia de sintomas internos e externos em bananeira, causada por

diferentes formae speciales de F. oxysporum

O experimento foi avaliado ap6s 60 dias (DAI) para o tratamento com MIR,
e aos 90 dias (DAI) para o tratamento com inoculacdo por MAFI. Os sintomas
caracteristicos do fusariose observados em bananeira no experimento com imersao
de raizes, foram: amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais
novas, posteriormente a murcha dessas folhas junto ao pseudocaule e no
tratamento com a testemunha relativa, isto €, com FOC, em algumas parcelas,
morte da planta. Internamente, notou-se uma incidéncia alta, alcangando em alguns

tratamentos, médias equivalentes ao da testemunha relativa (Figura 19).

Pelo método areia-fuba de milho infestado os sintomas demoraram a
aparecer, foi necessario um tempo maior de espera para avaliagdo e estes se
caracterizaram pelo amarelecimento das folhas mais velhas, conseguindo em

alguns tratamentos progredir para folhas mais jovens mas de uma forma mais lenta.
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by

Os sintomas internos por sua vez, foram muito intensos em relacdo a area
lesionada, conseguindo alguns tratamentos, causar lesbes maiores que no

tratamento com FOC (Figura 20).

Figura 19 - Sintomas externos (A, B, C, D, | e K) e sintomas internos (E, F, G, H, J

e L) em plantas de bananeira ‘Prata-anad’ por imerséo de raizes - MIR. Planta sadia
(A e E); Planta inoculada com FOC 36A (B e F); Planta inoculada com F.
oxysporum. f. sp. tracheiphilum (C e G); Planta inoculada com F. oxysporum. f. sp.
vasinfectum (D e H); Planta inoculada com F. oxysporum. f. sp. ricini (I e J) e Planta

inoculada com F.oxysporum. f. sp. passiflorae (K e L).
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Figura 20 — Sintomas externos (A e B) e Sintomas internos (C, D, E e F) em plantas
de bananeira ‘Prata-ana’ por areia-fubéa infestado - AF. Planta sadia, ndo inoculada
(A); Planta inoculada com FOC 36A (B e C); Planta inoculada com F. sacchari, SAC
139B (D); Planta inoculada com F. oxysporum. f. sp lycopersici CMM4115 (E) e

planta inoculada com F. oxysporum. f. sp. vasinfectum CMM1437 (F).
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Os resultados dos isolados inoculados na bananeira por imerséo de raizes,
avaliando os sintomas externos mostraram que todos os isolados manifestaram
sintomas em mais de 60% das mudas nao havendo diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 21-A). Porém, observa-se que houve um ndamero maior de
mudas com sintomas internos em mudas inoculadas com os isolados de bananeira
(FOC 36A), maracuja (FOP 005), mamona (CMM 800), tomate (CMM 4115),
algoddao (CMM 1437), caupi (CMM 5), e apresentando sintomas internos em
propor¢cdes maiores que os isolados de alface (CMM 3576) e cana-de-acucar (SAC

139B) (Figura 21-A).

Para os isolados inoculados por substrato infestado (MAFI), avaliando os
sintomas externos e internos, ndo houve diferenga estatistica significativa. Porém,
os melhores resultados foram os tratamentos com isolados de banana, cana-de-
acucar, tomate e algoddo que apresentaram 80,55%, 77,77%, 72,22% e 69,44%

de incidéncia, respectivamente (Figura 21-B).
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Figura 21 - Relagdo entre a incidéncia externa e interna em mudas de bananeira
inoculadas por Imerséo de Raizes — MIR (A) e por Areia-Fuba infestado — MAFI (B)
e os isolados de F. oxysporum oriundos de diferentes hospedeiros. Média seguidas

de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).
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indice de doenca (ID) em bananeira

A severidade final avaliada na bananeira, ocorreu em diferentes niveis. As
plantas inoculadas por MIR com os isolados de bananeira FOC 36A, de mamona
(CMM 800) e feijdo-caupi (CMM 5) apresentaram incidéncia de sintomas externos
>60% (Figura 22-A). Internamente, apenas a testemunha relativa apresentou uma
severidade da doenca >60%, o restante ficou abaixo dos 50%, apresentando-se

nesse caso, como o melhor tratamento (Figura 22-A).

Quanto a expresséo dos sintomas externos avaliada por MAFI, os isolados,
FOC 36A e CMM 5, foram os que causaram as maiores expressdes de sintomas,
alcangando respectivamente, 52,8% e 50%, mas nao diferiram estatisticamente dos
demais tratamentos (Figura 22-B). Internamente, o tratamento com a testemunha
relativa (FOC 36A) se destacou com o maior ID, estatisticamente diferindo dos
demais isolados (Figura 22-B). Apesar do bom resultado n&o foram considerados

como patogénico, ficando abaixo dos 60%.
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Figura 22 — Relacao entre o indice externo e interno da doenca (ID) e os diferentes
isolados de F.oxysporum inoculados na bananeira por Imersédo de raizes —MIR (A)
e por Areia-Fuba infestado — MAFI (B). Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Classificacao daincidéncia em classes dadoenca causada por F. oxysporum

de diferentes hospedeiros em bananeira

O resultado para os isolados provenientes de diferentes hospedeiros,
guando inoculados na bananeira, foram agrupados utilizando uma escala de 0 a 2
de acordo com o grau de incidéncia: ndo patogénico (0= 0-20%), oportunista (1=
20-60%) e patogénico (2= >60%) mostrou que houve uma semelhanca dos valores

de incidéncia no hospedeiro original e na bananeira em alguns tratamentos.

O agrupamento hierarquico foi baseado numa matriz de similaridade da
diferenca da expressao de patogenicidade dos isolados, permitindo uma viséo geral
de severidade causada por F. oxysporum em bananeira (Figura 23). Os dados
representam as comparcgoes por patogenicidade das diferentes formae speciales

de F. oxysporum em seus hospedeiros originais e na bananeira. As cores estéo
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associadas a patogenicidade: quanto mais claro (bege), mais patogénico foi o

comportamento do isolado.

No tratamento por imersdo de raizes (MIR), a avaliacdo de expressao
externa de sintomas, mostra que todos isolados foram considerados patogénicos a
bananeira, porém, com referéncia a expressao de sintomas internos, apenas 0s
isolados de feijdo-caupi, mamona, maracuja e algoddo se comportaram como
patogénicos a bananeira (Figura 23-A). O comportamento do patdgeno no
hospedeiro original, s6 foi como esperado no tratamento com o isolado de feijao-
caupi. Avaliando a segunda inoculacao, isto €, por MAFI, os isolados de algodao
(CMM 1437) e tomate (CMM 4115), foram patogénicos a bananeira se comportando

como a testemunha relativa (Figura 23-B).

‘ MM 1437 CMM 800
€MM 800 MM 5

Lo FOP 005

:

EMn 3576 CMM 1437
FOR.0US; MM 4115
CMM 4115 MM 3576

LEGENDA
PATOGENICO

HOSPEDEIRO
ORIGINAL EXTERNO
HOSPEDEIRO
ORIGINAL EXTERNO

LEGENDA
PATOGENICO

HOSPEDEIRO
ORIGINAL INTERNO
BANANA INTERNO
BANANA EXTERNO
HOSPEDEIRO
ORIGINAL INTERNO
BANANA INTERNO
BANANA EXTERNO

OPORTUNISTA OPORTUNISTA

- NAQ PATOGENICO/ENDOFITICO - NAQ PATOGENICO/ENDOFITICO

Figura 23 - Agrupamento hierarquico de similaridade de sintomas externos e
internos entre diferentes isolados de F. oxysporum inoculados por Imersdo de
Raizes - MIR (A) e Areia-Fuba infestado - MAFI (B), na bananeira e no hospedeiro

original.
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Reisolamento e confirmacdo do agente etioldgico pela caracterizacdo

morfoldgica dos reisolados.

Os resultados para os reisolamento revelam que foi possivel reisolar em
torno de 60% dos isolados inoculados, confirmando a morte das plantas por
fusariose (Apéndice A). Sendo realizado a partir deste reisolamento, o deposito dos
reisolados na micoteca do Laboratério de Fitopatologia da unidade da Embrapa

pelo método Castellani de conservacéo, para estudos posteriores.

Quanto a caracterizacdo morfolégica, de um modo geral esses isolados
apresentaram micélio aéreo ndo muito denso, com a coloracdo na superficie
superior da col6nia variando entre branco e rosaceo e na superficie inferior variando
entre rosaceo, alaranjado e violeta (Apéndice B). A média de crescimento variou
entre 3,3 e 4,6 cm. A morfologia de macro e micro conidios também variou entre 0s
isolados avaliados, sendo o microconidio muito mais profuso que o macroconidio,
apresentando comprimento entre 6,3 e 8,1um e largura de 1,63 a 2,17, formato
oval, ligeiramente curvado e sem septos, produzidos em monofidlides curtas. J& os
macroconidios, exibiram formato fusiforme, levemente curvado, apresentando de
trés a cinco septos medindo de 13,7 a 36,9 um de comprimento e de 3,04 a 4,38

de largura (Apéndice C).

Apos dez dias de incubacdo em meio SNA, foi notada a presenca de muitos
clamidésporos de forma globosa, formados nas extremidades das hifas e também
intercalar, ndo foi observado a formacao de esporodéquios, devido a colbnia ser

muito jovem (Apéndice C).
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DISCUSSAO

Os resultados com o reisolamento e a caracterizacdo morfolégicas como
tamanho e coloracdo da coldnia, presenca e tamanho de macro e micro conidios
com fidlides curtas e formato “pino de boliche” estdo de acordo com as faixas
descritas por Sutton, (1980) e Leslie & Summerel, (2006). Sendo possivel dizer,
que todos os postulados de Koch foram fechados e confirmado o patégeno como

F. oxysporum.

A sintomatologia, principalmente a externa, foi bem caracteristica da doenca
em questdo na maioria das culturas inoculadas. Apesar do niumero pequeno de
plantas mortas, o patdgeno conseguiu colonizar os tecidos das plantas inoculadas
e revelar os sintomas de necrose no interior dos vasos, completando os postulados
de Koch. Porém, o maracuja inoculado por imersao de raizes ndo mostrou sintomas
necroticos, entao para esse patossistema, apenas 0s sintomas externos nao foram
um bom indicador na avaliacdo de incidéncia da doenca, o que poderia subestimar

a patogenicidade dos isolados testados.

Contudo, esse resultado do experimento com o maracuja inoculado por
imersdo de raizes, em relacdo aos sintomas externos, comparando com aquelas
inoculadas por areia-fuba infestado, tendem ser bem carateristicos da doenca, pois,
segundo Agrios (2005), antes de murcharem, partes da plantas perdem sua
turgescéncia, a coloracdo das folhas passa de um verde mais escuro para um verde
mais claro, por fim amarelam, escurecem e morrem, isto pode ter ocorrido no
experimento pela acdo de toxinas produzidas pelo fungo com &cido fusarico e

enniatin que aumentam sua viruléncia e indisponibilizam os minerais para as



660

661

662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

74

plantas (CHAKRABARTI & GHOSAL, 1989; BACON et al, 1996; AGRIOS, 2005).
Ja que a entrada do fungo na planta foi facilitada pelo método de inoculacao, a
absorcao dessa toxina também ocorreu de forma mais instantanea, provocando os

sintomas externos mais intensamente, que o segundo método.

O maracujazeiro também possui como propriedade uma alta variabilidade
genética, por causa da fecundacdo cruzada, podendo apresentar individuos com
diferentes niveis de susceptibilidade a patogenos (BRUCKNER & PICANCO, 2001;

FISCHER et al., 2005).

O fato dos isolados de FOC néo ter causado sintoma em tomate pelo método
de inoculacdo por imersdo de raizes, pode ser explicado pelas estratégias de
defesa que as plantas possuem, lancando mao de barreiras estruturais que
impedem que o patdgeno se beneficie do hospedeiro ou uma defesa quimica que
venha interferir no metabolismo do patégeno (HAMMOND-KOSAC & JONES,
1996). Uma outra explicacdo pode ser relatada pelo fato da cultivar utilizada no
teste de patogenicidade, ser moderadamente resistente, o que dificultaria o
progresso da doenca na planta. O método areia-fuba ndo é uma metodologia
utilizada em trabalhos com tomate, em que a eficiéncia de inoculacdo pode ser
maior, ja que existem relatos anteriores muito utilizados com Fusarium (HERVAS
et al, 1998; NIJETI et al, 2001; SMITH et al, 2008). Sendo uma metodologia

adaptada para FOC.

O resultado de nao ter havido sintomas pelo méetodo de imerséao de raizes
em caupi, deve-se ao fato de que a cultura é de ciclo curto sendo necessario um
periodo maior que 60 dias para que o fungo consiga se estabelecer na planta e

causar sintomas externos (SILVA et al, 2011).
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Os resultados do presente estudo, realizando a inoculacédo cruzada entre
FOC e os diferentes hospedeiros, sugerem que a formae specialis cubense de F.
oxysporum pode causar sintomas de fusariose em hospedeiros de outras espécies.
Resultados similares foram encontrados por Oliveira & Costa (2002), quando por
inoculacao cruzada constaram que todos os isolados estudados de F. solani f. sp.
glycines foram patogénicos a soja e que F.solani f. sp. faseoly também causou

sintoma em soja, além do feijao.

Estudo semelhante ao presente trabalho, realizado por Rodrigues &
Menezes (2006), em que utilizou sementes de caupi inoculadas com varias
espécies de Fusarium, apenas o tratamento com a testemunha relativa mostrou
sintoma. Resultado diferente que mostra a necessidade de mais estudos para
investigacéo, ja que os isolados de FOC estudados neste trabalho, mostraram ser

capazes de causar sintomas em outros hospedeiros.

Em relacéo similaridade dos isolados de outras culturas com FOC, alguns
mostraram sim ter uma compatibilidade, o isolado FOC 39B que agrupou bem mais
proximo a F. oxysporum f. sp. vasinfectum e quando inoculado no algodéo pelo
método areia-fuba infestado mostrou sintomas internos em mais de 60% das mudas
inoculadas. FOC 122B e FOC 41A, que agrupou proximo de F. oxysporum f sp.
passiflorae, quando inoculado por imersdo de raizes no maracuja, apresentou
incidéncia em 80% das mudas inoculadas. Tal informacdo pode ser usada para
detectar novos grupos de patdgenos potenciais ou linhagens de organismos
patogénicos numa area, para estudar a epidemiologia das doencas que eles
causam, e para avaliar a eficacia de uma estratégia de controle (FOURIE et al.,

2011).
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O caso de ser utilizados dois métodos de inoculacdo, MIR e MAFI, seria para
testar uma metodologia mais drastica mas muito eficiente que seria a MIR e,
verificar se um método que simulasse as condi¢cdes de solo como o MAFI fosse
também eficiente, sendo uma metodologia comprovada para selecdo de genétipos

resistentes (SMITH et al, 2008; DITA et al, 2011; RIBEIRO et al, 2011).

Com os resultados mostram, o patdégeno conseguiria demonstrar sua
inespecificidade em uma area com solo naturalmente infestado por F. oxysporum.
Porém, a metodologia por imerséo de raizes em suspensédo de conidios, foi mais
rapida para mostrar os sintomas na maioria das espécies, podendo ser mais

indicada para uma resposta mais precoce.

Apesar de ter ocorrido uma incidéncia de sintomas externos muito alta, todos
os isolados conseguiram causar sintomas internos em bananeira. A agressividade
foi menor do que no hospedeiro original mas com o tempo, em uma area infestada
esses isolados incidindo em bananeira, mais tarde podem ser selecionados em
isolados mais agressivos. Em uma area com cultivos sucessivos com bananeira
antes cultivada por tomate, por exemplo, com o tempo pode selecionar, dentro
desses isolados de tomate, um agressivo em bananeira. Entdo isso coloca em
davida, se ha realmente a formae speciales, se plantas sucessivas huma mesma

area nao selecionam F. oxysporum, independentemente de sua especificidade.

Os resultados com as demais culturas inoculadas com substrato infestado
estdo de acordo com relatos anteriores (SILVA et. al, 2011) as mudas nao
apresentaram sintoma de murcha, porém, internamente no presente estudo foi

nitido o sintoma de descoloracéo vascular corroborando a presenca do patdégeno
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nos vasos. O esclarecimento para isso, € que haveria necessidade de um periodo

maior para exibir o sintoma externo.

Ao fazer os agrupamentos, onde a maioria ficaram como nao patogénicos
(ou endofitico) e oportunistas, pois existem algumas estirpes ndo patogénicas de
FOC que sdo capazes de colonizar a raizes de bananeira mas nao resultam em
murcha (SUTHERLAND et al., 2013) ou pode ter sido ndo patogénico pela
incapacidade da planta mostrar sintomas rapidos (GORDON & MARTIN, 1997),
ISSO seria perigoso pois, o fungo tem a habilidade bem documentada de persistir

sem recorrer a patogénese.

Essa relacdo poderia vir a ser modificada por alguma alteracdo no
hospedeiro ou no microrganismo, resultando no desenvolvimento de sintomas
(GORDON & MARTIN, 1997), vendo que em alguns resultados, ndo chegaram a
nivel patogénico mas houve incidéncia em mais de 50% da populacédo de plantas

no experimento.

Considerando a hipétese de que isolados de FOC sdo capazes de causar
sintomas em outros hospedeiros, ao ser inoculados apesar de conseguir causar
tais sintoma, nem todos tiveram tanto sucesso. Se observamos por esse lado, 0s
isolados FOC 119B, FOC 36A, FOC 41A e FOC 122B talvez ndo tenham um
potencial muito grande em servir de fonte de inéculo, em comparagédo com o isolado
FOC 39B, que causou uma intensidade de sintomas, ndo s6 em algoddo como

também em mamona e feijao-caupi.

Porém, mesmo que os isolados néo ficaram em grupo que 0s caracteriza
como patogénico, o fato deles terem conseguido colonizar as raizes das plantas,

soa como alerta. De acordo com Hennessy et al. (2005), a capacidade de um
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patogeno habitante de solo para colonizar raizes de plantas, mesmo em niveis
baixos, podera aumentar o seu potencial de sobrevivéncia mesmo na auséncia de
plantas hospedeiras. Pois, segundo Everts & Himmelstein (2015), verificou que
isolados de F. oxysporum f. sp. niveum, agente causal da murcha em melao, podem
ser estimulados a germinar no solo nas proximidades de raizes de plantas nao

hospedeiras e coloniza-las.

Devido a estreita associacdo dos fungos patogénicos e ndo-patogénicos
com raizes de plantas, é facil pensar que as estirpes patogénicas originaram-se de
ndo patogénicas. Um forma alterada capaz de crescer além do cOrtex e no xilema
poderia rapidamente explorar essa capacidade, obtendo uma vantagem (GORDON

& MARTIN, 1997).

Em um trabalho realizado por Hennessy et al. (2005), estudando a raca 4 de
F. oxysporum f. sp. cubense, constatou a presenca do patdgeno em plantas
daninhas em area de pousio na Australia. Marois et al (1983), detectou que cepas
nao patogénicas também eram capazes de colonizar residuos de culturas em solos

fumigados anteriormente.

As chamadas estirpes “ndo patogénicas” de F. oxysporum na verdade, sao
aguelas que nédo conseguiram induzir doenca em um numero limitado de espécies

de plantas a que tenham sido inoculadas (FRAVEL, et al, 2003).

Elucidando a respeito de F. oxysporum de diferentes hospedeiros, causar
sintomas do mal-do-Panama em mudas de bananeira, houve isolados no estudo
em que a associagao constante entre patdogeno e hospedeiro, foi mais proxima da
bananeira ou maior do que com o proprio hospedeiro original, como no algodao,

tomate ou em outros nao foram superior mas muito similar, diminuindo em termos
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de intensidade como no método por areia-fuba infestado, que pode ser explicado

pelo fato que essa metodologia foi ajustada para isolados obtidos de bananeira.

Em um trabalho com isolados de F. oxysporum obtidos a partir de murchas
em plantas adultas de meldo, melancia e pepino, foram estudados quanto a
patogenicidade e detectou no estudo, que isolados de pepino foram mais
patogénicos em meldo do que em seu hospedeiro original (GERLAGH & BLOK,

1988).

O indice de doenca, é importante para estabelecer o limite de tolerancia para
a cultivar, no caso em que os valores do indice de doenca em mudas inoculadas
com diferentes isolados de F. oxysporum, foram muito proximos aquelas inoculadas
com a testemunha relativa, isto leva a pensar na relacdo filogenética dos isolados
de F. oxysporum em estudo. E seguro pensar que esse isolados eram de bananeira
e ao longo do tempo se especializaram em outras culturas ou ele eram de outros

hospedeiros e se concentraram na bananeira.

Essa hipotese fica bem préxima da explicada por Koenig, et al. (1997), onde
ele descreve que gendtipos diferentes de bananeiras sdo encontrados apenas na
Africa oriental, sendo possivel que o patdgeno tenha sido transferido do sudoeste
asiatico, onde surgiram as bananeiras, sobre as bananeiras introduzidas na Africa
e, como resultado do isolamento geografico ou por meio da adaptacdo as
bananeiras endémicas, os isolados de FOC estudados por ele, tenham se

diferenciado dos seus descendentes asiaticos.

Foi observado com o trabalho uma falha na especificidade patogénica entre
os isolados muito citada na literatura, considerados patogénicos tanto nos

diferentes hospedeiros como na bananeira, induzindo a possibilidade desses
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hospedeiros alternativos atuarem como fonte de indculo para a bananeira. Em
funcdo desse fato deve-se analisar cautelosamente as recomendacdes de plantio
consorciado com bananeira ou para a rotacao de cultura como forma de controle,

devido a sobrevivéncia por longos periodos através dos clamidésporos.

Para Koenig, et al. (1997), a origem independente de patogenicidade para
bananeira em algumas linhagens infere implicacdes praticas para o trabalho sobre
essas doencas, pois muito esforco € dedicado para desenvolvimento de cultivares
de bananeira que sao resistentes a murcha de Fusério, pois a especificidade pode
existir mas ndo para todas as formae speciales. Com isso o0 presente estudo vem
contribuir, observando que a informacdo do potencial para inoculacdo cruzada

desse isolados € importante para epidemiologia da doenca e seu controle.

Ha a necessidade de pesquisas mais aprofundadas e focadas em
comparacdes entre formae speciales estreitamente relacionadas e hospedeiros em
potencial de F. oxysporum, mais até do que o estudo com patdégenos considerados

especificos a algumas culturas (FOURIE et al., 2011).
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CONSIDERACOES FINAIS

- Isolados de diferentes formae speciales s&o capazes de infectar a bananeira,

causando 0s mesmos sintomas esperados para o mal-do-Panami;

- Isolados de FOC séo capazes de infectar diferentes espécies hospedeiras, além
da bananeira, e causar sintomas tipicos de murcha de Fusario (murcha e necrose

vascular).
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Anexo 1- Normas darevista Tropical Plant Pathology
1 Artigo completo

Os manuscritos devem ser preparados em espaco duplo, fonte 12 em todo o texto,
incluindo as referéncias, apéndices, tabelas e legendas das figuras. A configuracéo
da pagina deve ser A4, com margens de 2,5 cm, numeracao de pagina e de linha

consecutivas, a partir da pagina de rosto.

Os seguintes elementos devem comecar em uma nova pagina e ser ordenados

conforme listados abaixo:

a) A pagina de rosto deve conter: um titulo conciso e informativo; os nomes
(primeiro e ultimo nome completo) dos autores; a filiacdo institucional ou onde a
pesquisa foi realizada, incluindo departamento, instituicdo, CEP, cidade, estado ou
provincia e pais (notar que a filiagdo deve ser aquela onde o autor estava vinculado
quando o trabalho foi realizado - no caso de o autor ter se transferido para uma
instituicdo diferente, isso pode ser indicado separadamente como “"endereco
atual"); filiacbes diferentes sdo indicadas com numeros sobrescritos; o nome do
autor para correspondéncia com endereco de correio electronico. O autor para
correspondéncia € a pessoa responsavel por verificar as provas tipograficas,
organizar o pagamento de ilustracdes coloridas e outras funcées relacionadas com

0 processamento do manuscrito.

b) O Abstract deve ser em paragrafo Unico que ndo exceda 200 palavras, e resume

0s principais resultados e conclusdes do estudo. Ele ndo deve conter referéncias.

c) As Key words: até seis palavras-chave devem ser incluidas, e estas devem
diferir de palavras mencionadas no titulo. Devem comecar com os nomes cientificos
dos hospedeiros e patdgenos envolvidos no estudo (ou os mais relevantes), em
ordem alfabética e ser seguidas por outras palavras-chave, também em ordem

alfabética.

d) O texto deve ser 0 mais sucinto possivel e incluir os seguintes elementos:
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Introduction: descricdo do historico que levou ao estudo e a hipétese que esta

sendo testada, caso isso se aplique.

Material and Methods: descricdo detalhada dos passos seguidos pelos autores,
permitindo ao leitor a repeticao o trabalho se disposto a fazé-lo. Evitar, sempre que
possivel, apenas se referir a uma outra publicacdo para a descricdo completa da

metodologia. Métodos estatisticos deve ser explicado no final desta secéo.

Results: duplicagcdo de texto e tabelas devem ser evitados. Comentério sobre a
significancia dos resultados é apropriado, mas uma discussdo mais ampla deve ser

parte da secao especifica.

Discussion: os resultados do estudo devem ser colocados no contexto de dados
relevantes previamente publicados. Idéias apresentadas em outras publicacdes
nao devem ser incluidas unicamente para aumentar o tamanho do artigo. Alguns
manuscritos podem exigir diferentes formatos, a fim de melhor atender ao seu

conteudo. Isso sera avaliado caso a caso.

Citacdes no texto: artigos devem ser citados com os sobrenomes dos autores e a
data de publicacéo; citacbes com dois autores deve incluir os dois nomes
separados por "&"; em citacbes com trés ou mais autores, listar apenas o nome do
primeiro autor e utilizar "et al.". Lista de duas ou mais referéncias na mesma citacao
em ordem cronoldgica, separadas por ponto e virgula. Quando dois ou mais
trabalhos em uma citacdo foram publicados no mesmo ano, liste-os em ordem
alfabética pelo sobrenome do primeiro autor. Para dois ou mais trabalhos do
mesmo autor em uma citacdo, liste-os em ordem cronolégica, com 0s anos
separados por virgulas. (Exemplo: Barreto et al., 2006a, 2006b, 2008). Apenas
artigos publicados ou no prelo devem ser citados. No caso de "comunicacao
pessoal” ou "dados néo publicados”, todos os contribuintes devem ser listados por

iniciais e sobrenome (et al. ndo deve ser usado).

NUumeros: no texto, nimeros abaixo de nove devem ser escritos por extenso,
exceto como parte de uma data, uma fragdo ou decimal, uma porcentagem ou uma
unidade de medida. Use algarismos arabicos para nimeros maiores do que nove.

Evite iniciar uma frase com um nimero, mas se isso for absolutamente necessario,
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escreva 0 numero por extenso. URLs para programas, dados ou outras fontes
devem ser listados no texto, ou como uma nota de rodapé. URLs para citacdes de

publicacdes em revistas eletrénicas devem aparecer na secao Referéncias.

e) Acknowledegments deve ser um paragrafo Unico que segue imediatamente a
secao Discusséo, e inclui referéncias a concesséo de apoio financeiro ou qualquer

contribuicéo técnica ou intelectual.

f) As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do
primeiro autor. Referéncias com o mesmo primeiro autor devem ser ordenados da
seguinte forma: primeiro, como Unico autor em ordem cronoldgica, em segundo
lugar, com apenas um co-autor em ordem alfabética pelo segundo autor, e terceiro,
referéncias com mais de dois co-autores, em ordem alfabética pelos segundos

autores ou subsequente. Titulos de periddicos ndo devem ser abreviados.

Os autores devem evitar a citacdo de teses, anais de eventos ou relatorios técnicos,

principalmente por razdes de acessibilidade. Um maximo de trés citacfes desses

tipos serdo permitidas.

Apenas artigos publicados ou no prelo devem ser incluidos nesta secéo.
Manuscritos submetidos para publicacdo mas ainda ndo aceitos ndo podem ser
citados. Comunicagdes pessoais e dados ndo publicados devem ser citados no
texto. "Comunicacao pessoal” refere-se a individuos que néo sejam os autores do
manuscrito sendo submetido; "dados néao publicados" refere-se a dados obtidos por
um ou mais dos autores do manuscrito submetido. Os autores devem apresentar

provas adequadas para trabalhos "no prelo” e "comunicacfes pessoais".
Formato de referéncias

Artigo em periédico:
Reis RF, Goes A, Timmer LW (2006) Effect of temperature, leaf wetness, and
rainfall on the production of Guignardia citricarpa ascospores and on black spot
severity on sweet orange. Fitopatologia Brasileira 31:29-34.
Arnold AE, Medjia LC, Kyllo D, Rojas EI, Maynard Z, Robbins N, Herre EA (2003)
Fungal endophytes limit pathogen damage in a tropical tree. Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 26:15649-15654.
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Capitulo de livro:
Campos VP, Villain L (2005) Nematode parasites of coffee and cocoa. In: Luc M,
Sikora RA, Bridge J (Eds.) Plant parasitic nematodes in subtropical and tropical
agriculture. Wallingford, UK. CAB International. pp. 529-580.

Livro:
Agrios GN (2005) Plant Pathology. 5th Ed. Amsterdam, The Netherlands. Elsevier

Academic Press.

Livro editado:
Kimati H, Amorim L, Rezende JAM, Bergamin Filho A, Camargo LEA (Eds.) (2005)
Manual de Fitopatologia. Vol. 2. Doencas das Plantas Cultivadas. 42. Ed. S&o
Paulo, SP. Ceres.

Documento eletrénico:
CONAB. Cana-de-acucar, safra 2006 -2007. Available at:
www.conab.gov.br/conabweb/download/ /BoletimCana-Novembro2006-07.pdf.
Accessed on October 12, 2008.

Dissertacao/Tese:
(Os autores devem evitar a citacdo de teses, anais de eventos ou relatérios

técnicos, principalmente por razées de acessibilidade. Um maximo de trés citacdes

desses tipos serdo permitidas.)

Zerbini FM (1996) Aspects of the epidemiology of lettuce mosaic in the Salinas
Valley of California, and the production of LMV-resistant transgenic lettuce plants.
PhD Thesis, University of California. Davis, CA, USA.

Anais de eventos:
Igarashi S, Utiamada CM, Igarashi LC, Kazuma AH, Lopes RS (1986) Ocorréncia
de Pyricularia sp. em trigo no estado do Parana. In: 142 Reunido Nacional de

Pesquisa de Trigo, Resumos... Londrina, PR. IAPAR. p. 57.

Relatorios técnicos:
Fawcett HS (1911) Scaly bark or nail head rust of citrus. Florida Agriculture
Experiment Station Bulletin 106.
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g) Tabelas: tabelas devem ser inseridas apos a se¢do Referéncias. Cada tabela
deve comegar em uma nova pagina. Um titulo conciso deve ser fornecido acima da
tabela. As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em algarismos
arabicos. Cada coluna deve ter um titulo em letras mindsculas. Notas de rodapé
devem ser digitadas diretamente abaixo da tabela, indicadas preferencialmente em
nameros sobrescritos; letras minUsculas podem ser usadas quando os titulos das

colunas contém numeros.

h) As figuras devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arébicos e
devem ser dimensionadas de acordo com as colunas da revista. As legendas
devem ser inseridas no texto principal, apds as tabelas. Insira chaves e barras de
escala, quando aplicavel, diretamente na figura. Figuras digitalizadas ndo devem
ser submetidas. As imagens devem estar em formato TIFF ou JPEG e ser
fornecidas como arquivos separados. Figuras em formato Word ndo podem ser
publicadas. Reproducdo de qualidade exigira tons de cinza e cor em resolucéo
minima de 300 dpi. Os autores devem apresentar bitmaps em resolucéo entre 600
e 1200 dpi. Estas resolucdes referem-se ao tamanho de saida do arquivo; caso
seja previsto que as imagens serao ampliadas ou reduzidas, as resolucdes devem
ser ajustados em conformidade. Cuidados especiais devem ser tomados com a
qgualidade das imagens. O procedimento normalmente utilizado para tirar fotos com
uma camara digital colocada acima de um microscopio ocular normalmente produz
imagens de baixa qualidade com sombreado periférico, que sédo inadequadas para
publicacdo. E altamente recomendavel indicar detalhes de interesse em imagens

com setas acompanhadas de explica¢des do que foi indicado na legenda.

i) A nomenclatura de nomes cientificos deve estar em conformidade com as
normas internacionais vigentes para cada classe de organismos. Os nomes
cientificos devem aparecer na integra e seguido pela autoridade na primeira vez
em que aparecem no corpo do texto (mas sem autoridade no titulo, resumo,
palavras-chave, tabelas ou legendas), e abreviado e sem autoridades dai em
diante. Sempre que um nome cientifico aparecer no inicio de um periodo, deve ser
escrito na integra.

Plantas: The International Plant Names Index, <http://www.ipni.org/index.html>

Fungos: Index Fungorum, <http://www.speciesfungorum.org/Names/Names.asp>
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Bactérias: <http://www.isppweb.org/names bacterial.asp>

Nematoides: <http://www.iczn.org/iczn/index.jsp>

Virus: conforme o Cédigo Internacional de Classificacdo e Nomenclatura, publicado

no 9o Relatério do Comité Internacional de Taxonomia de Virus - ICTV (2012).

j) Culturas e outros materiais de referéncia: fonte e depdsito de culturas devem
ser indicados. Culturas e amostras-tipo que documentam a investigacao, bem como
sequéncias de nucleotideos, devem ser depositado em bancos de dados
certificados ou reconhecidos de instituices internacionais, e 0s nimeros de adesao
e local de depdsito indicado no texto ou como uma nota de rodapé na pagina de

rosto.

k) Acesso aos dados: deve ser feita referéncia a disponibilidade de dados

detalhados e materiais utilizados para estudos relacionados.

[) Abreviaturas e unidades: unidades S| devem ser utilizadas, tais como mg, g, m,
mm, L, mL, L, h, min, s, mol, kg /ha. Se uma abreviatura diferente do padréo for
utilizada, ela deve ser definida na sua totalidade quando citada no texto pela

primeira vez.

m) Produtos fitossanitarios: somente nomes técnicos ou homes de principios
ativos devem ser usados. Nao é recomendavel que os autores mencionem nomes
comerciais de produtos ou das empresas que 0s produzem, de modo a hao sugerir
a utilizacdo. Férmulas quimicas devem ser escritas em uma linha e seguir

nomenclatura padrao.

2 Comunicacao

Apresentam observagOes simples ou resultados que nao justifiguem um artigo
completo. Comunicagdes preliminares de trabalhos em andamento nédo se
enquadram nesse formato. Primeiros relatos de doencas de plantas devem ser
apresentados como Comunicacéo. Estes manuscritos devem conter ilustracdes do
patogeno, indicacdo de depdsito de material de referéncia de acesso publico,
incluindo sequéncias de DNA (quando disponiveis ou em casos em que Sao

indispensaveis), e documentacgéo exigida pela legislacdo especifica, tal como, no
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caso de registros do Brasil, obedecendo as regras estabelecidas pelo Ministério da

Agricultura.

ComunicacfOes devem conter 12 paginas ou menos, digitadas em formato A4,
margens de 2,5 cm, em espaco duplo e fonte 12, incluindo referéncias, mas nao
tabelas e legendas. Devem incluir um abstract com ndo mais do que 200 palavras
e nenhuma outra subdivisdo. Todo o seu contetdo deve estar em uma Unica sec¢ao
(sem legendas como introducdo, material e métodos, resultados e discussao). No
méximo duas tabelas e duas figuras, ou qualquer combinag¢do dos quatro itens,
podem ser apresentados em uma comunicacgéo. A pagina de rosto e o formato das

referéncias sdo os mesmos de um artigo completo.
3 Carta ao Editor

Pode estar relacionada ou responder a artigos recentes de interesse para a area
de Fitopatologia. Discussdes sobre questdes politicas, sociais e éticas de interesse
para fitopatologistas também sdo bem-vindas neste formato. A Carta ao Editor ndo
deve ter mais do que duas paginas digitadas em formato A4, margens de 2,5 cm,
em espaco duplo e fonte 12, incluindo referéncias (se aplicavel). Nao devem incluir
abstract ou qualquer subdivisdo do texto. Caso seja absolutamente necessario,

podem incluir uma figura ou tabela.
4 Artigo de revisao

Artigos de revisdo sdo bem-vindos. Os autores devem contactar o editor antes da
apresentacao. Revisfes sdo submetidas a revisdo por pares da mesma forma que
artigos completos. Revisdes ndo devem ultrapassar 40 paginas digitadas em
formato A4, margens de 2,5 cm, em espaco duplo e fonte 12, incluindo referéncias,
tabelas e figuras. A pagina de rosto e o formato das referéncias sdo os mesmos de
um artigo completo. Devem incluir um resumo com no maximo 200 palavras. O

texto pode ser subdividido de acordo com o critério dos autores.
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Provas

As provas tipograficas serdo enviadas para o autor de correspondéncia. Notas
adicionadas na prova requerem aprovacdo Editorial. As provas devem ser

devolvidas no prazo de 72 horas.
Separatas

Separatas sdo gratuitas e estardo disponiveis como um arquivo pdf na pagina da
TPP no portal SciELO.

Autoria

Autores que submetem manuscritos para Tropical Plant Pathology devem respeitar
o valor da pesquisa de seus pares, nao desvalorizando a co-autoria. Cada autor
deve ter contribuido substancialmente para o desenho experimental, conducéo,
analise ou interpretacdo dos resultados. Todos os autores devem aprovar a versao
final do artigo a ser publicado, e devem assumir responsabilidade publica pela sua
contribuicdo. O sistema de tramitacdo on line utilizado pela TPP disponibiliza
ferramentas de deteccdo de plagio aos Editores, Editores de Secdo e revisores.

Deteccao de plagio € motivo para a rejeicdo imediata de manuscritos.



