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RESUMO

A bananeira (Musa spp.) é amplamente cultivada em diferentes paises tropicais, destacando-
se como o fruto mais produzido e consumido no mundo, com significativa importancia
econbmica e social. Contudo, a producdo é afetada por diversos agentes etioldgicos,
merecendo destaque os fungos fitopatogénicos. Dentre os problemas mais importantes,
merecem destaque as doencas pds-colheita, denominadas de podriddo da coroa e podridao
dos frutos. Importantes problemas fitossanitarios tém sido observados na fase de
comercializacdo, transporte e armazenamento. Diante desse cenario, torna-se fundamental
identificar as espécies associadas a podriddo da coroa em banana e os fatores envolvidos no
desenvolvimento da doenca. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo identificar
isolados do complexo Thielaviopsis paradoxa associados a sintomas de podriddo da coroa
em frutos de banana; confirmar a patogenicidade dos isolados e avaliar os efeitos de
temperatura, fotoperiodo e umidade no desenvolvimento da doenca. Para isso, frutos e raquis
com sintomas foram coletados em trés regibes geograficas distintas e isolados em meio de
cultura BDA sob fotoperiodo de 12h a 25°C. Ap6s o isolamento, os isolados foram purificados,
caracterizados e armazenados em colecédo de cultura. Todos os isolados foram inoculados,
com ferimento e sem ferimento, em frutos de banana da variedade prata. Os frutos foram
acondicionados em bandejas plasticas em B.O.D. a 25°C+2/99% UR e fotoperiodo de 12h
durante cinco dias. Os testes de influéncia de temperatura, umidade e fotoperiodo e de
influéncia da forma de embalagem dos frutos foram realizados nas temperaturas de (15°C,
20°C, 25°C e 30°C), fotoperiodo de 12 horas de luz ou escuro, presen¢a ou auséncia de
umidade e embalagem aberta ou fechada. Foram realizadas extracoes de DNA e PCR da
regiao génica ITS. Os marcadores morfolégicos foram insuficientes para determinar a espécie
fangica, porém foi possivel revelar que os isolados ndo pertencem a Thielaviopsis paradoxa
s. stric. Baseado na andlise filogenética da regido ITS, 15 isolados agruparam com o isolado
de referéncia Th. musarum, 2 isolados com isolado de referéncia de Th. ethacetica e 1 isolado
nao agrupou com nenhuma espécie descrita, representando uma possivel nova linhagem
filogenética. Todos os 23 isolados foram patogénicos quando inoculados com ferimento em
frutos, porém com diferentes niveis de agressividade. Temperaturas abaixo de 20°C foram as
ideais para o armazenamento de frutos de banana, evitando o progresso da podriddo. Este
estudo representa o primeiro relato de Th. ethacetica causando podriddo em frutos de banana.
Th. musarum é a espécie predominante causando podridao da coroa.

Palavras-chave: pds-colheita; podriddo da coroa; Thielaviopsis; controle.



ABSTRACT

The banana plant (Musa spp.) is widely cultivated in various tropical countries, standing out as
the most produced and consumed fruit in the world, with significant economic and social
importance. However, its production is affected by several etiological agents, particularly
phytopathogenic fungi. Among the most important problems are the postharvest diseases,
known as crown rot and fruit rot, with significant phytosanitary issues observed during
marketing, transportation, and storage. Given this scenario, it is crucial to identify the species
associated with banana crown rot and the factors involved in the disease development. In this
context, this study aimed to identify isolates of the Thielaviopsis paradoxa complex associated
with crown rot symptoms in banana fruit, confirm the pathogenicity of the isolates, and evaluate
the effects of temperature, photoperiod and humidity on disease development. To achieve this,
symptomatic fruits and rachises were collected from three distinct geographical regions and
isolated on PDA culture medium under a 12-hour photoperiod at 25°C. After isolation, the
strains were purified, characterized and stored in a culture collection. All isolates were
inoculated, with and without wounding, onto “Prata” variety banana fruit. The fruits were stored
in plastic trays in a B.O.D. chamber at 25 +2°C, 99% RH, under a 12-hour photoperiod for five
days. The tests on the influence of temperature, humidity and photoperiod and packaging type
were conducted at temperatures of 15°C, 20°C, 25°C and 30°C, a photoperiod of 12 hour of
light or dark, presence or absence of humidity and open or closed packaging. DNA extractions
and PCR of the ITS gene region were performed. Morphological markers were insufficient to
determine the fungal species, but it was possible to reveal that the isolates do not belong to
Thielaviopsis paradoxa s. stricto. Based on the phylogenetic analysis of the ITS region, 15
isolates clustered with the reference isolate of Th. musarum, 2 isolate with the reference isolate
of Th. ethacetica and 1 isolate did not cluster with any described species, representing a
possible new phylogenetic lineage. All 23 isolates were pathogenic when inoculated onto
wounded fruit, but with different levels of aggressiveness. Temperatures below 20°C were
ideal for fruit storage, preventing disease progression. This study represents the first report of
Th. ethacetica causing rot on banana fruit. Th. musarum is the predominant specie causing
crown rot.

Keywords: postharvest; crown rot; Thielaviopsis; control.
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1 INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) destaca-se como o fruto mais popular do mundo, com
consumo médio de 12 (doze) kg per capita anuais. Além do valor alimenticio do fruto, a
bananeira apresenta elevado potencial de aproveitamento, abrangendo folhas, pseudocaule,
inflorescéncias e casca dos frutos. Os subprodutos da banana tém ampla aplicabilidade,
abrangendo setores diversos, como cosméticos, fertilizantes organicos, racdo animal e
alimentacdo humana. No contexto alimentar, a banana é utilizada no consumo in natura e
para a elaboracao de subprodutos como doces, compotas e carne vegetal demonstrando sua
importancia (Mohd Zaini et al., 2022; FAO, 2019).

Fungos associados a bananeira podem comprometer diferentes partes da planta,
como sistema radicular, folhas e frutos, resultando na perda do produto final ou na reducéo
de sua qualidade. A banana é um fruto climatérico, no fim da colheita, estando sujeita as
condi¢des de impacto negativo na qualidade. Dentre os principais fatores de influéncia na
gualidade dos frutos, destacam-se as podriddes, ocasionadoras de deterioracdes na casca e
na polpa, as quais reduzem o valor comercial e ocasionam perdas significativas para
produtores e para consumidores (Xie et al., 2022).

A podriddo da coroa € uma doenga comum em regides de clima tropical, locais com
alta umidade e temperatura elevada, onde perdas consideraveis sdo observadas em frutos
exportados oriundos de areas como América Central e Leste africano (Ploetz et al., 1994,
Hirata et al., 2001; Lassois et al., 2010). Estudos como os de Lassois et al. (2010) revelam a
associacédo direta entre a podriddo da coroa e um complexo de fungos com comportamento
enddfito. Estes fungos séo importantes agentes causadores de lesdes necréticas, geralmente
apresentando curto periodo de incubacéo, fato historico causador de grandes perdas durante
o transporte de frutos de banana dos centros de produc¢do, como a América Central, para
centros consumidores como a Europa (Lassois et al., 2010).

Os principais fungos associados a podriddo da coroa séo Colletotrichum, Lasiodiplodia
e Thielaviopsis paradoxa. Um dos fitopatdgenos de destaque é Th. paradoxa, conhecido como
patbgeno de monocotiledéneas. Este fungo de solo tem sido registrado como agente
etiolégico de vérias doengas em plantas, especialmente frutiferas, como banana, abacaxi,
coqueiro, palmeiras ornamentais, cana-de-aglUcar e cacaueiro (Mbenoun et al., 2015),
causando doenca nos frutos, na fase de maturacdo, com o0s sintomas iniciais de
escurecimento da casca e podriddo da polpa.

Apesar de sua importancia como patégeno na cultura da banana, no Brasil existem
diversos relatos dessa espécie associada a podriddo da coroa da banana (Mendes et al.,

2025). Contudo, mesmo com poucos estudos da associacdo entre Thielaviopsis musarum e
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podriddo da coroa no Brasil, existem registros desse fungo causando podriddo de frutos de
banana (Melo et al., 2016). Nos trépicos, especificamente no Brasil, existem muitos relatos
de Thielaviopsis em frutos de banana, embora as identificacbes sejam muitas vezes
duvidosas, devido ao uso apenas do conceito de espécie morfolédgica.

Vieira et al (2022) estudaram a existéncia de diversos relatos dessa espécie no Brasil
associada a podriddo da coroa da banana (Mendes et al.,, 2025). Oficialmente, tem sido
identificado Th. musarum causando podriddo da coroa em frutos de banana e, apesar deste
Unico registro, acredita-se na existéncia de outras espécies do complexo Thielaviopsis
paradoxa associado a podriddo da coroa no Brasil (Melo et al.,, 2016). Nos trdpicos,
especificamente no Brasil, existem muitos relatos de Thielaviopsis em frutos de banana,
embora as identificacdes sejam muitas vezes imprecisas, devido ao uso apenas do conceito
de espécie morfolégica (Mendes et al., 1998).

Desta forma, nesta pesquisa, propde-se, aplicando o conceito de espécie morfolégica
e filogenética, (i) identificar as principais espécies do complexo Th. paradoxa associadas ao
sintoma de podriddo da coroa em banana, (i) confirmar a patogenicidade e niveis de
agressividade dos isolados em frutos de banana e (iii) verificar se os fatores temperatura,

fotoperiodo e umidade relativa interferem no desenvolvimento da doenca.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura da banana

A bananeira (Musa spp.) é uma planta perene da familia Musaceae, composta por
espécies herbaceas (Maseko et al., 2024). O cultivo desta fruteira é amplamente disseminado,
sendo praticado em mais de 80 (oitenta) paises em regifes tropicais e subtropicais, com uma
producdo anual superior a 116 milhdes de toneladas, apresentando mercado de
movimentacao superior a US$ 5 bilhdes (Robinson & Sauco, 2010; Hikal et al., 2022). Estudos
filogenéticos indicam o Sudeste asiatico como centro de origem da bananeira. Embora
existam controvérsias quanto ao real centro de origem, as pesquisas sugerem a Indonésia
como a principal regido (Valmayor et al., 2000; Wahyudi et al., 2020).

Dentre os frutos tropicais, a banana representa um dos frutos com maior produgéo,
comercializa¢do e consumo, superando citros, maca e uva (FAO, 2024). No mundo, a india
se destaca como o maior produtor, sendo registrada producéo de 30 milhdes de toneladas de
frutos, seguida por outros paises como China, Indonésia e Brasil (FAO, 2022; Costa et al.,
2024). No Brasil, a banana é uma das frutas com maior producdo e consumo, cultivada em
todos os estados, embora com variagdes regionais em relagdo ao volume de producdo. Os

estados com destaque de producédo desta fruta sdo Sao Paulo, Para, Bahia e Minas Gerais.
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Apesar da elevada producéo, o volume exportado é relativamente pequeno em comparacao
ao consumo interno no pais (IBGE, 2017; Santos et al., 2007; Vidal, 2024).

Frutos de banana podem ser consumidos in natura, cozidos e na forma de doces. Além
disso, as cascas dos frutos possuem altos niveis de amido e nutrientes (Hikal et al., 2022).
Por sua vez, o processo de industrializagdo dos frutos de banana aumenta a vida util do
alimento e agrega valor ao produto final por meio da producéo de doces e pratos com base
de banana, como purés, panquecas, pées, bolos, sorvetes e farofas. O uso de frutos de
banana é um dos segmentos mais importantes na agroindlstria da banana, sendo
considerado um tipico produto do mercado interno (Damiani et al., 2020; Mohd Zaini et al.,
2022).

2.2 Principais doencas de etiologia fungica na cultura da banana

Na cultura da banana, existem vérios fatores bitticos e abidticos causadores de
reducao na producdo. Os fatores bidticos tém sido a maior preocupacao dos produtores. Estes
fatores estéo relacionados aos problemas fitossanitarios (Fu et al., 2019). No ano de 2022,
devido a presenca de patdgenos associados a cultura, detectou-se declinio de 4,3% na
exportacdo mundial (FAO, 2024). A interacdo entre os patdgenos associado aos frutos e
fatores ambientais pode acelerar 0os processos de perdas, especialmente quando estes frutos
nao sdo armazenados de forma adequada (Lassois et al., 2010).

No Brasil, o patégeno de maior impacto na cultura da banana é o Fusarium oxysporum
f. sp. cubense, causador do Mal-do-Panama. A doenca foi relatada em 1930, em Piracicaba
(SP). Naquele periodo, os cultivos de banana eram constituidos basicamente por cultivares
do grupo AAB, sendo as principais pertencentes aos subgrupos ‘Mac¢a’ e ‘Prata’, ambas
variedades suscetiveis a murcha de Fusarium. Em apenas quatro anos, foram dizimadas mais
de um milhao de plantas naquele municipio (Bergamin Filho et al., 2011).

Outras importantes doencas sdo geradas por fungos causadores de manchas foliares.
Estes patdgenos, ao infectarem os tecidos foliares, reduzem a taxa fotossintética, interferindo
na producao de frutos, devido a reducéo de producgédo de fotoassimilados (Marin et al., 2003).
Dentre os patdgenos de etiologia fingica causadores de manchas foliares em bananeira,
destacam-se: Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis, os agentes etiolégicos da
Sigatoka amarela e Sigatoka negra, respectivamente (Cordeiro & Matos, 2001; Gasparroto et
al., 2001).

Os fungos causadores de podriddo pos-colheita sdo outro importante grupo de
fitopatdgenos na cultura da bananeira. Neste patossistema, destaca-se a presenca de
antracnose, tendo varias espécies causadas por espécies de Colletotrichum como agente

etiolégico, sendo que as espécies que se destacam sdo: C. musae e C. siamense, maiores
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causadores de podridées de frutos (Vieira et al., 2017). Nos dltimos anos, registrou-se a
ocorréncia de muitas especies de Lasiodiplodia causando podridao em frutos. Recentemente,
foi relatada ocorréncia das espécies L. brasiliense, L. iraniensis, L. hormozganensis e L.

laeliocattleyae como causadores de podriddo em frutos (Henry et al., 2023 Silva et al., 2023).

2.3 Podriddo da coroa

A podriddo da coroa é causada por um complexo de espécies fungicas, com importante
relevancia nos problemas das doencas pos-colheita da banana, principalmente em regides de
clima tropical e subtropical, sendo um dos principais problemas durante a exportacdo. Os
sintomas da podriddo da coroa iniciam-se de acordo com a maturacao dos frutos. No inicio
da maturagéo, surgem alguns sinais dos patégenos, como o crescimento de micélio na regido
do corte e, com 0 avanc¢o da colonizagcéo do patdégeno, observam-se alguns sintomas como
escurecimento da casca. Por fim, com o0 avang¢o da doencga, os frutos se destacam dos tecidos
da coroa (Lassois et al., 2010).

Quando ocorre a colonizacdo dos tecidos da casca e da polpa, acontecem as
podriddes, fator que compromete a comercializacdo e consumo dos frutos. A degradacéo da
casca e polpa ocorre devido a enzimas produzidas por esses patdégenos, tornando os frutos
improprios para o consumo. Esse amadurecimento precoce esta relacionado a liberagdo de
etileno, um horménio sintetizado por tecidos estressados durante a colonizacao fungica, como
por estruturas fungicas, como o micélio (Lassois et al., 2010).

Os fungos associados a podriddo da coroa apresentam caracteristicas endofiticas,
colonizando o interior dos tecidos vegetais sadios, nos quais 0s primeiros sintomas ocorrem
somente apos o inicio do amadurecimento do fruto (Kamel et al., 2016; Jahan et al., 2019).
Estes fungos causam infec¢des latentes em frutos imaturos, nos quais a infec¢éo geralmente
ocorre nos locais de ferimentos induzidos no momento de colheita e transporte. Outra forma
de infeccdo € por meio da penetracdo ativa, na qual os fungos rompem a cuticula do tecido
devido a acdo mecanica de estruturas especializadas e a enzimas de degradacao da parede
celular vegetal, causando a infec¢éo e colonizacao (Lassois et al., 2010; Krauss et al., 1998;
Zhimo et al., 2016; Kamel et al., 2016).

2.4 O complexo Thielaviopsis paradoxa

Thielaviopsis paradoxa é um fitopatégeno polifago presente em diversas regidées do
mundo, destacando-se como um agente fitopatogénico em uma ampla gama de hospedeiros
(Morgan-Jones, 1967). Historicamente, com base no conceito de espécie morfoldgica, esse

fungo passou por vérias alteracbes taxonbmicas, sendo inicialmente denominado
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Sporoschisma paradoxum e, posteriormente, Chalara paradoxa, Ceratocystis paradoxa e, por
fim, Thielaviopsis paradoxa. Estudos recentes, utilizando abordagens modernas de biologia
molecular, revelaram a subdivisdo do taxon anteriormente conhecido como Th. paradoxa em
vérias espécies filogenéticas distintas. Dessa forma, Th. paradoxa lato sensu foi reclassificado
em trés grandes grupos (Mbenoum et al., 2014).

O primeiro grupo, composto por duas espécies, Th. radicicola, um importante
fitopatdgeno em varias espécies de palmeiras, e Th. cerberus, causador de podridao p6s-
colheita em frutos de Teobroma cacao. O segundo grupo inclui Th. ethacetica, uma linhagem
amplamente distribuida no mundo, com uma ampla gama de hospedeiros, por exemplo,
cacau, palma e abacaxi. Embora ndo haja informac¢des concretas sobre o centro de origem
dessa espécie, sua distribuicdo era originalmente restrita, sendo ampliada para outros
hospedeiros por meio de atividades antrépicas (Mbenoun et al., 2014).

Essa espécie foi detectada em areas de sistemas agroflorestais de cacau na Africa e,
devido as lesdes observadas em testes de patogenicidade, foi identificada como um patégeno
emergente com potencial agente etioldégico causador de podriddo em frutos de cacau
(Mbenoun et al., 2016). Outra espécie desse grupo, Th. musarum, é especifica para frutos de
Musa, mas, apesar de sua relevancia como patégeno, foi formalmente relatada apenas na
Nova Zelandia e no Brasil. O terceiro grupo compreende Th. paradoxa stricto sensu e Th.
euricoi, ambas as espécies associadas a podridao em frutos de dendezeiro e coqueiro
(Mbenoun et al., 2014; Melo et al., 2016).

A representacdo da espécie Th. ethacetica por duas linhagens emergentes foi
descoberta com o uso de sequenciamento de nucleotideos e marcadores moleculares.
Embora ambas compartilhem caracteristicas morfolégicas semelhantes, geneticamente séo
distintas. Acredita-se ha evolucdo de uma das linhagens oriunda no continente africano,
associada a plantas nativas de Elaeis guineensis. A segunda linhagem, por sua vez,
apresenta prevaléncia em Teobroma cacao e Ananas comosus, ambas as espécies
originarias da América do Sul (Mbenoun et al., 2015).

No Brasil, existem varios relatos da associagao de “Thielaviopsis paradoxa” em frutos
de banana. No entanto, estes relatos foram realizados apenas por avaliacdo de marcadores
morfologicos, técnica ndo suficiente para distinguir espécies, devido a fungos do género
compartilharem marcadores morfolégicos semelhantes, a identificagdo apenas por avaliagdo
dos marcadores morfologicos Além disso, os estudos envolvendo a correta identificagdo de
isolados de Thielaviopsis em frutos de banana séo escassos, pois até o0 momento sO existem
sequéncias de nucleotideos de apenas 3 isolados obtidos de banana depositados no
GenBank.

2.5 Fatores de influéncia da podriddo da coroa
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Fitodoencas quiescentes como a podriddo da coroa s&o influenciados por varios
fatores abidticos, como umidade e temperatura. Podem influenciar no progresso da doenca,
comprometendo a qualidade dos frutos, principalmente durante os processos de
comercializacdo. Esses fatores afetam diretamente a biologia do patégeno quanto ao
metabolismo do fruto (Lassois et al., 2010). Além disso, a fisiologia dos frutos, atividades
bioguimicas e a genética do patdbgeno também possuem relacdo direta com o
desenvolvimento da podriddo da coroa (Kamel et al., 2016; Chillet et al., 1996; Kamore et al.,
2024).

Fatores ambientais influenciam diretamente no desenvolvimento da podriddo da coroa,
com frutos acondicionados em alta umidade relativa possuindo maior incidéncia do patégeno
(Ewané et al., 2013). Esse cenario evidencia o periodo chuvoso e a umidade como os
principais fatores de favorecimento para a doenca em frutos de bananas (Lassois et al., 2010;
Damasceno et al., 2019). O aumento da UR impede a perda de agua do fruto por transpiracao,
evitando assim a maturacéo dos frutos. Em contrapartida, em condi¢cdes de baixa UR, entre
30% e 40%, a vida verde é reduzida devido a producéao de etileno a partir da casca do fruto,
acelerando o processo de maturacédo (Lassois et al., 2010).

Em é&reas de cultivos com altas temperaturas, observou-se maior incidéncia da
podriddo da coroa, enquanto em areas de baixa temperatura, o progresso das podridées é
reduzido. Desta forma, uma das maneiras de reduzir as podriddes da coroa seria o
armazenamento dos frutos em temperaturas entre 13°C e 14°C, faixa de inibicdo do
crescimento flingico, sem causar distrbios fisiol6gicos aos frutos. Temperaturas abaixo de
12°C induzem o escurecimento da casca, e temperaturas acima de 16°C favorecem maior
incidéncia e gravidade da podridéo da coroa. A atividade do fungo ocorre em uma ampla faixa
térmica (8°C a 36°C), mas o crescimento € significativamente retardado em 13°C, ressaltando
a importancia da refrigeracdo continua durante o transporte e armazenamento reduzindo
desta forma as perdas (Lassois et al., 2010).

A fisiologia do hospedeiro pode ocasionar o desenvolvimento mais rapido da doenca,
pois fatores como metabolismo, agua, respiracdo, acucares presentes, pH, metabdlitos e
fitormbnios podem inibir ou acelerar o processo de amadurecimento e a resisténcia ao
patégeno (Chillet et al., 1996). A idade do fruto expressa em graus-dia acumulados pode
afetar o desenvolvimento da podriddo da coroa, com uma relacéo linear observada entre idade
do fruto e a suscetibilidade a podriddo da coroa, nos quais frutos com estadio fenoldgico mais
avancado possuem maior susceptibilidade (Lassois et al., 2010).

Estas caracteristicas fisiologicas tornam uma fruta mais susceptivel a deterioracéo por
fungos, aumentando quantitativamente a proporcao de contaminacao e perdas de producao
(Al-Hindi et al., 2011; Chillet et al., 1996). No Brasil, existem diversos relatos dessa espécie
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associada a podriddo da coroa da banana (Mendes et al., 2025). Oficialmente, tem sido
identificado Th. musarum causando podriddo da coroa em frutos de banana e, apesar deste
Unico registro, acredita-se na existéncia de outras espécies do complexo Thielaviopsis
paradoxa associadas a podridao da coroa no Brasil (Melo et al., 2016).

Contudo, em se tratando da espécie Thielaviopsis musarum, embora existam poucos
estudos da associacdo dessa espécie a podridao da coroa, no Brasil h& registros desse fungo
causando podridao de frutos de banana (Melo et al., 2016). Nos trépicos, especificamente no
Brasil, existem muitos relatos de Thielaviopsis em frutos de banana, embora as identificactes
sejam muitas vezes imprecisas, devido ao uso do conceito de espécie morfolégica (Mendes
et al., 1998).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de frutos e isolamento

Durante visitas fitossanitarias em areas de producdo de banana e centrais de
abastecimento nos municipios de Santo Amaro (BA), Guadalupe (PI) e Castanhal (PA) (Fig.
1), foram realizadas coletas de frutos de banana com sintoma de podriddo. Os frutos foram
armazenados em sacos plasticos para transporte. Em seguida, foram incubados em camara
Umida para inducdo de esporulacdo. Trés dias apés a incubacdo, com auxilio de agulha
metalica esterilizada, fragmentos de micélio foram removidos do tecido colonizado e
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As
placas foram incubadas em B.O.D. sob fotoperiodo de 12h e temperatura de 27°C. Trés dias
apos a incubacdo, obtiveram-se culturas tipicas de Thielaviopsis. Os isolados obtidos foram

armazenados em microtubos de 2 mL em refrigerador a temperatura de 10°C.
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Figura 1: Mapa geografico que representa as areas onde foram realizadas as coletas de frutos
de banana

3.2 Purificagéo dos isolados

Com o objetivo de purificar os isolados, realizou-se o cultivo monospérico. Os isolados
foram cultivados em meio de cultura BDA (Batata dextrose Agar) e, apés 3 (trés) dias, uma
pequena porcdo de micélio foi transferida para microtubos de 1,5 mL contendo agua destilada
esterilizada. O microtubo foi submetido a agitacdo manual para homogeneizacgéo, com auxilio
de uma pipeta. 1mL de suspensdo de esporos foi transferido para uma nova placa de Petri
contendo meio de cultura Agar-Agua e incubada por 24 horas a 25°C. Apos este periodo, as
placas foram observadas em microscépio estereoscopio e, com auxilio de uma agulha
hipotérmica esterilizada, foi transferido bloco de meio de cultura, com a presenca do esporo
germinado para uma nova placa

As placas foram incubadas a 25°C durante 10 (dez) dias. Os isolados foram
preservados em microtubos contendo glicerol a 15%, mantidos em ultra freezer (-80°C) e em
agua destilada esterilizada e armazenados em refrigerador (2°C) no Laborat6rio de Produgéo
Vegetal do Ridesa da Universidade Federal do Piaui (UFPI) para as préximas etapas do

processo da pesquisa.
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3.3 Extracdo de DNA, PCR, sequenciamento e analises filogenéticas

Os isolados foram cultivados em meio liquido a base de extrato de malte 2% por trés
(3) dias em temperatura ambiente variando entre 20 e 28 °C e sob agitacdo de 100 RPM. O
micélio foi filtrado, macerado em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido utilizando-se o
protocolo de Mdller et al. (1992), com modificacdes, no Laboratério de Biologia Molecular,
Departamento de Fitotecnia, na Universidade Federal do Piaui (UFPI/CCA). O procedimento
iniciou-se com a adicdo de 600 yL de tampao de extragdo em microtubos de 1,5 mL com
posterior acréscimo do micélio e maceracao com pistilo de plastico esterilizado para obtencéo
de um liguido pastoso. As amostras foram levadas ao banho-maria por um periodo de 1h, a
temperatura de 65 °C (com agitacdo em voértex a cada 10 minutos) e posterior centrifugacao
a 12.000 RPM por um periodo de 10 (dez) minutos. O sobrenadante remanescente obtido foi
transferido para novos tubos contendo 500 uL de CIA e 200 uL de CTAB 2%.

Em seguida, as amostras passaram por agitacdo em vOrtex e por uma etapa de
centrifugacao a 12.000 RPM durante 15 (quinze) minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para novos microtubos esterilizados contendo 500 uL de
isopropanol a 4 °C com posterior homogeneizacao por inversdo e centrifugacdo a 10.000 RPM
por 10 (dez) minutos. Os sobrenadantes resultantes foram descartados e junto a parte sélida
(pellet), foram adicionados 1000 uL de etanol 70%. Posteriormente, as amostras passaram
por um novo processo de centrifugacdo a 12.000 RPM por 10 (dez) minutos, seguido de
descarte do sobrenadante. Essa etapa foi repetida duas vezes para buscar maior pureza do
DNA extraido. Por ultimo, o pellet secou a temperatura ambiente e foi ressuspendido em 50
ML de agua ultrapura para sua completa dissolugao.

Os produtos da extracdo foram amplificados em PCR, com os pares de primer
ITS1/ITS4, correspondentes a regido entre 0s genes 18SrDNA e 28SrDNA. Os fragmentos de
DNA provenientes da amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1% contendo
tampéao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5x em cuba horizontal de eletroforese e intercalados com
brometo de etidio para visualizagao sob luz UV em transiluminador UVB (Loccus do Brasil,
Sao Paulo, Brasil).

As andlises filogenéticas foram realizadas com sequéncias de DNA da regido génica
ITS. Os seguintes pares de primers foram utilizados nas reacbes de PCR e de
sequenciamento: ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para a regiao ITS (White et al.,, 1990). As PCRs foram
realizadas com as seguintes concentragées: 12.5 yL Taq PCR Master Mix 2x, 2 yL de cada
primers (reverse e forward) e 9 uL de agua ultrapura, totalizando um volume final de 25 pL.
As condicBes das reac¢fes seguiram recomendactes dos autores de cada par de primers. Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed
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(Biotium®), com posterior visualizacao realizada em um transluminador. O comprimento dos
fragmentos amplificados foi comparado com um marcador de comprimento de fragmentos 1
Kb. Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega Brasil, Sdo Paulo, BR). Os fragmentos dos genes foram
sequenciados na empresa Macrogen, USA. Os eletroferogramas gerados foram analisados
visualmente com o auxilio do programa SegAssem (Hepperle, 2004) e as sequéncias editadas
foram comparadas com a base de dados GenBank, do National Center for Biotechnological
Information — NCBI, por meio do programa BLAST (http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST/). Sequéncias de referéncia correspondentes a ITS das espécies do complexo Th.
paradoxa, previamente depositadas no GenBank, também foram acrescentadas as analises.
No programa MEGA 6® (Tamura et al., 2013), foram feitos os alinhamentos mdultiplos das
sequéncias utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson et al., 1994), bem como as
analises filogenéticas utilizando-se o método de Maxima Parcimoénia (MP). Também foram
realizadas analises filogenéticas com base no principio da Inferéncia Bayesiana, utilizando o
software Mr Bayes 3.1.2 (Ronquist et al., 2012). As arvores filogenéticas foram obtidas para

as regides génicas isoladamente, bem como as arvores combinadas.

3.4 Caracterizagdo morfologica

Os isolados foram cultivados em meio de cultura Extrato de Malte 2% (MEA) e sobre
a superficie do meio foram depositados pequenos fragmentos de colmos de cana-de-aclcar
esterilizados, para induzir a esporulacao dos isolados fungicos. As placas foram incubadas
em B.O.D. a 25°C no escuro durante dez (10) dias e, por fim, foi analisado o crescimento
micelial diario, observando as caracteristicas visuais de cada isolado em meio de cultura. As
caracteristicas morfolégicas foram determinadas para culturas com dez (10) dias de idade,
mantidas em MEA a 2% e temperatura de 27°C (Mbenoun et al., 2014). As cores das colonias
foram determinadas com base na Tabela de Cores Micoldgicas de Mcknight e Rayner (1970).

Foram realizadas preparacdes microscépicas para visualizar as estruturas fungicas
com agua e glicerina na proporcdo de 1:1. As laminas foram observadas em microscopio
Primostar 3, captando imagens com o auxilio de dispositivo de imagem Moticam 2.0,
determinando as dimensfes das estruturas observadas. Foram efetuadas medicbes de
comprimento e largura de cinquenta (50) conidios, obtida a razdo comprimento e largura (C/L),
e a média das medi¢Oes realizadas para os conidios dos isolados estudados.

Para avaliar o crescimento das culturas de todos os isolados em diferentes meios de
cultura (BDA e MEA 2%), fragmentos de 2 mm de diametro de meio de cultura contendo
estruturas vegetativas dos isolados, foram depositados no centro de placas de Petri de 90 mm

contendo os respectivos meios de cultura. As placas foram incubadas durante 72 horas no
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escuro a 27°C. As medicdes do diametro de crescimento micelial foram realizadas para todas
as colénias em dois eixos perpendiculares e foi calculada, ao fim das medicdes, a &rea de
crescimento de cada isolado com base no diametro (Mbenoun et al., 2014). O experimento foi

conduzido como fatorial duplo com trés (3) repeti¢des.

3.5 Teste de patogenicidade

Inicialmente, foram selecionados frutos de banana da variedade prata no estagio de
maturacdo amarelo com pontas verdes para avaliar a patogenicidade de todos os isolados
coletados. Estes foram cultivados em meio de cultura BDA durante quatro (4) dias, periodo
necessario para modificacdo da cor da coldnia.

Em seguida, os frutos foram desinfectados superficialmente para remocéo de
possiveis microrganismos saprofitos. Os frutos foram separados individualmente no
pedunculo e submersos em agua com hipoclorito de sodio (1%) na proporc¢do de 9:1, durante
cinco (5) minutos. Apds a submersédo, os frutos foram lavados com agua esterilizada e
depositados sobre uma bandeja contendo folhas de papel-toalha para secarem. As
inoculagbes foram realizadas de duas formas: (i) com realizagdo de ferimento na casca do
fruto e (ii) sem ferimento na casca.

No teste com realizacdo de ferimento, fragmentos de micélio com 1 mm de diametro
foram inseridos nos frutos, com o auxilio de tubos plasticos esterilizados (hastes de cotonete),
perfurando a casca do fruto a 1,5 cm de profundidade, tamanho no qual atingiu a polpa. Os
frutos foram mantidos em caixas plasticas contendo 8 mL de agua esterilizada e armazenados
em B.O.D. a 25°C+2/99% UR e fotoperiodo de 12 horas (Melo et al., 2016 adaptado) durante
96 horas, periodo de infec¢cdo completa do fruto.

No teste sem ferimento, um disco de micélio de 1 mm de didmetro de cada isolado foi
depositado sob a casca dos frutos. Este disco de micélio foi umedecido com uma gota d’agua
esterilizada e os frutos foram mantidos em caixas plasticas contendo 8 mL de agua
esterilizada em B.O.D. a 25°C+2/99% UR e fotoperiodo de 12 horas (Melo et al., 2016
adaptado). O teste foi realizado por um periodo de 96 horas. As avaliacdes foram realizadas
diariamente em ambos os testes, identificando a presenca e auséncia da doenca, além da
realizacdo de medi¢cdes quando houvesse a presenca dos sintomas nos frutos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
quatro (4) repeticbes (quatro frutos inoculados por caixa) e dois (2) frutos-testemunha. Em
cada bloco (caixa com frutos), foi utilizado um (1) isolado, totalizando vinte e trés (23) blocos
e cento e trinta e oito (138) frutos. Diariamente, foram realizadas as medi¢cdes com o auxilio
do paquimetro digital para andalise dos dados. Por fim, os frutos foram submetidos a

procedimento de reisolamento flngico visando confirmar os Postulados de Koch.
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Os dados foram submetidos a andlise de variancia e comparados com o teste F
(p<0,05). Quando significativo, os isolados foram comparados por teste de Scott-Knott
(p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do sistema
computacional “RStudio” e pacote ExpDes.pt (R CORE TEAM, 2024).

3.6 Influéncia da temperatura, 4gua e fotoperiodo no desenvolvimento da doenca

Com base no resultado do teste de patogenicidade, o isolado com maior viruléncia (MP
143) foi selecionado para realizar o teste de influéncia de temperatura, agua e fotoperiodo. A
metodologia utilizada foi a mesma do teste de patogenicidade com ferimento. Os frutos foram
limpos e o micélio do isolado selecionado foi inserido em todos os frutos nas mesmas
condicfes do teste de patogenicidade.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial triplo com quatro (4) repeticdes dentro dos blocos (compostos com 0s
isolados). O fator 1 (temperatura) foi composto por quatro (4) niveis (15, 20, 25 e 30 °C)
(Fernandes et al., 2010), o fator 2 (Agua liquida) foi composto por dois (2) niveis (presenca ou
auséncia) e o fator 3 (fotoperiodo) foi composto por dois (2) niveis (escuro ou 12 horas), com
resultado de um experimento fatorial 4x2x2. As testemunhas foram inoculadas apenas com
discos de meio de cultura esterilizado. Junto com os frutos, foram inseridos termo-higrometros
para medicdo diaria de temperatura e umidade. O teste teve duracdo de 96 horas, tempo
necessario pelo isolado selecionado para coloniza¢do completa dos frutos.

Os dados foram submetidos & analise de variancia fatorial e as interagcdes entre os
fatores comparadas via teste F ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Quando a interacao
entre os fatores foi significativa para o teste F, os niveis do fator temperatura foram
comparados por andlise de regressdo linear (p<0,05). Os niveis do fator agua liquida

(p<0,05) e os niveis do fator fotoperiodo foram comparados por teste de Tukey (p<0,05).

3.7 Influéncia da abertura ou fechamento da embalagem no desenvolvimento dadoenca

em diferentes condicdes de temperatura e fotoperiodo

Para o teste de influéncia da embalagem no desenvolvimento da doenga, foi utilizada
a metodologia do teste de influéncia da temperatura, umidade e luminosidade com o isolado
mais agressivo do teste de patogenicidade. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial triplo com quatro (4) repeticdes, sendo cada
repeticdo composta por uma caixa contendo quatro (4) frutos inoculados com o fungo.

O fator 1 (temperatura) foi composto por quatro (4) niveis (15, 20, 25 e 30 °C), o fator
2 (condicdo da caixa) foi composto por dois (2) niveis (aberta ou fechada) e o fator 3
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(fotoperiodo) foi composto por dois (2) niveis (escuro ou 12 horas). Foram utilizados dois (2)
frutos-testemunha com discos de meio de cultura BDA. Os frutos foram acondicionados em
bandejas plasticas contendo termo-higrdmetros para mensuracao da temperatura e umidade
diariamente, por meio do registro de maximas e minimas durante o periodo de 24 horas. O
experimento foi realizado durante um periodo de 96 horas (periodo de total colonizacdo do
fruto pelo patdgeno) e, diariamente (a cada 24 horas), o tamanho da lesdo foi medido com o
auxilio de um paquimetro digital para mensurar o tamanho da leséo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia fatorial e as interagdes entre os fatores
comparadas via teste F ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Quando a interagao entre
os fatores foi significativa para o teste F, 0s niveis do fator temperatura foram comparadas por
analise de regressao linear (p<0,05). Os niveis do fator 4gua liquida e os niveis do fator

fotoperiodo foram comparados por teste de Tukey (p<0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Coleta de frutos e isolamento

Durante as coletas, foram observados frutos de banana maduros com sintomas de
podriddo da coroa. A doenca foi observada apenas em frutos maduros, com sintomas de
escurecimento da casca e amolecimento da polpa, reflexo da colonizagdo do fungo. Sob a
regido do corte do raquis/pedunculo foi observada a formacédo de micélio com coloragdo
variando de branco a cinza (Fig. 2). Foram obtidos vinte e trés (23) isolados com

caracteristicas morfo-culturais de Th. paradoxa.
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Figura 2: Sintomas de podriddo da coroa em frutos de banana. (a) Inicio dos sintomas de
podriddo da coroa. (b) Avanco da podriddo com escurecimento da casca dos frutos. (c) — (e)
Escurecimento da casca. (d) Sinais do patégeno na regido do corte do pedunculo. (f) Avanco
da podriddo para a polpa do fruto.

4.2 Analise filogenia

Baseado na analise filogenética da regido ITS, a maioria dos isolados (15 isolados)
agruparam com o isolado de referéncia Th. musarum (CMW 1546). Dois (2) isolados (MP 143
e MP 178) agruparam com o isolado de referéncia de Th. ethacetica IMI 50560. Um (1) isolado
(SM 06) ndo agrupou com nenhuma espécie descrita, sendo representado por uma nova
linhagem filogenética do clado Il (Fig. 3).
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Figura 3: Arvore de Inferéncia Bayesiana resultante do alinhamento dos dados de ITS. Valores
de bootstrap superiores a 70 sao indicados nos nés. A arvore tem raizes com Ceratocystis

virescens.

De acordo com as analises filogenéticas, os isolados coletados foram agrupados de

acordo com seus locais de origem (Tabela 1).

Tabela 1. Isolados obtidos nas coletas em frutos de banana-prata

Cddigo Isolado

Espécie

Origem

SM 01
SM 02
SM 03
SM 05
SM 06
SM 08
SM 09
SM 10

Thielaviopsis musarum
Thielaviopsis musarum
Thielaviopsis musarum
Thielaviopsis musarum
Thielaviopsis sp nov.
Thielaviopsis musarum
Thielaviopsis musarum

Thielaviopsis musarum

Guadalupe (P1)
Guadalupe (PI)
Guadalupe (PI)
Guadalupe (PI)
Guadalupe (PI)
Guadalupe (PI)
Guadalupe (P1I)
Guadalupe (PI)
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SM 11 Thielaviopsis musarum Guadalupe (PI)
SM 12 Thielaviopsis musarum Guadalupe (PI)
MP 143 Thielaviopsis ethacetica Cariri (CE)
MP 162 Thielaviopsis sp. Cariri (CE)
MP 163 Thielaviopsis sp. Cariri (CE)
MP 168 Thielaviopsis sp. Cariri (CE)
MP 178 Thielaviopsis ethacetica Cariri (CE)
MP 179 Thielaviopsis musarum Cariri (CE)
MP 180 Thielaviopsis musarum Cariri (CE)
MP 182 Thielaviopsis musarum Cariri (CE)
MP 189 Thielaviopsis musarum Cariri (CE)
MP 201 Thielaviopsis musarum Cariri (CE)
MP 202 Thielaviopsis sp. Cariri (CE)
MP 328 Thielaviopsis musarum Castanhal (PA)
MP 329 Thielaviopsis sp. Castanhal (PA)

4.3 Caracterizagdo morfologica

Durante as avaliag6es morfologicas, no meio de cultura MEA 2%, a coloracdo das

colénias foi cinza a escuro e crescimento ralo (Fig. 4) e alguns isolados crescimentos

concéntricos (Fig. 4 f-i-I-s-w). Nas culturas em meio de cultura MEA 2%, com presenca de

fragmentos de colmo de cana-de-aclcar, ndo foi observada a producao de conidi6foros do

tipo sinemata.
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Figura 04: Cultivo de isolados em Meio MEA2%: Isolados de Thielaviopsis spp. cultivados em
meio de cultura Extrato de Malte 2%.

Em meio de cultura BDA, a coloragdo das col6nias foi inicialmente branca, evoluindo
para cinza e para escuro (Fig. 5). Nado houve presenca da formacdo de halos concéntricos

devido ao réapido crescimento cultural de todos os isolados.

Figura 5: Cultivos de isolados de Thielaviopsis em BDA: Caracteristicas morfolégicas de

coloragdo e aspecto da cultura.
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De acordo com o crescimento dos isolados nos diferentes meios de cultura, e com
base nas medi¢Ges realizadas, foi obtido o resultado de crescimento (Fig.1). No meio de
cultura BDA, todos os isolados atingiram o tamanho méaximo de crescimento na Placa de Petri

(90mm), destacando no grafico apenas linhas.
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Grafico 1: Diametro de colbénia de isolados de Thielaviopsis spp. em BDA e MEA 2% ap6s 72 horas de incubacéo e fotoperiodo de 12
horas.

Crescimento de Isolados em Diferentes Meios de Cultura (Boxplot)
9.0} — — — — — — — — — — — —_— — —_— —_— — — — - e —
e Ta"? . =
8.5

= =

6.0 |
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Destacado em laranja, crescimento em meio de cultura MEA 2%. Todos os isolados crescidos em meio BDA possuiram crescimento igual a 90
mm, ocasionando uma linha continua sem diferenciagao.
Fonte: Briozo, M. E. O (2025).
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Durante as avaliacbes morfométricas, foram identificados conidios primarios
produzidos em cadeias. Com a evolugdo da cultura, os conidios primarios adquiriam forma e
coloracao diferentes, estando ainda em cadeias de conidios ou separados de forma individual,
chamados de conidios secundarios. Os aleuroconidios, presentes na cultura mais velha,
modificam sua colorag@o para mais escura e possuem também a presenca de uma parede

dupla de coloragéo escura em sua estrutura.

Thielaviopsis. sp. nov.

Th. ethacetica Th. musarum (SM 06)
Conidio primério
Coloragao hialino hialino hialino
Forma retangular retangular retangular
Comprimento 12,34 uym 10,79 uym 11,70 ym
Largura (Central) 4,5 um 4,75um 4,2 ym
Largura (Base) 4.4 um 4,32 ym 3,86 ym
Parede dupla nao nao nao
Conidio
secundario
Coloragéo marrom claro marrom claro marrom claro
Forma ovoide ovoide ovoide - periforme
Comprimento 12,97 uym 12,19 ym 13,05 pm
Largura (Central) 4,84 ym 6,75 um 7,18 ym
Largura (Base) 5,33 um 5,93 um 5,12 ym
Parede dupla nao nao nao
Aleuroconidio
Coloragao marrom escuro marrom escuro marrom escuro
Forma ovoide / globoso ovoide / globoso ovoide-periforme / globoso
Comprimento 12,01 upm 13,66 um 16,80 um
Largura (Central) 6 um 8,91 um 10,30 ym
Largura (Base) 8 um 6,39 um 7,23 ym
Parede dupla sim sim sim

Tabela 2. Caracteristicas morfolégicas dos isolados obtidos

Para todos os isolados, observou-se que todos os isolados apresentaram
caracteristicas morfolégicas desde caracteristicas culturais e micro-morfolégicas. Os isolados
de Th. ethacetica (Fig. 07) apresentaram culturas com coloragdo escura e micélio branco a
cor negra. Os conidios primarios sdo produzidos em cadeias, por meio da fragmentacao de
hifas (Conidiogene télica). Os conidios apresentam formato retangulares e hialinos. Apd6s 48
horas de crescimento, observaram-se conidios secundérios, com coloragcdo marrom claro e
formato ovoide. No terceiro dia de avaliacdo, houve a constatacdo da presenca de

aleuroconidios, conidios de resisténcia com dupla parede espessa.
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—h

Figura 7: Marcadores morfolégicos de Thielaviopsis ethacetica. A. Cultura com 10 dias de
idade em BDA. a. Cultura com 72 horas de crescimento. b-c. conidio primario hialino em
cadeias. d-g. conidios secundarios em cadeia. e. conidios secundarios e aleurocnidios em
destaque mais escuros e com dupla parede. f. aleuroconidios com dupla parede.

Os isolados de Th. musarum apresentaram variacdo de cor dependendo do isolado,
possuindo coloracdo escura e, em alguns casos, oliva escuro (Fig.08). Durante avaliagdo de
caracteristicas, observaram-se conidios primarios, conidios secundarios e aleuroconidios
(Informacgdes Tab. 2).
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Figura 8: Marcadores morfolégicos de Thielaviopsis musarum em banana. A. Cultura com 10
dias de idade em BDA.

) @4\
Figura 9: Marcadores morfolégicos isolado Thielaviopsis sp. nov. (SM 06) em banana. A.
Cultura com 10 dias de idade em BDA. a. Cultura com 72 horas de crescimento. b-c-g.
conidios priméarios em cadeia. d. cadeia de aleuroconidios. e. aleuroconidios em formagéo. f.
conidios secundarios e aleuroconidios.
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4.4 Teste de patogenicidade

Todos os isolados induziram sintomas de podridao nos frutos. No ponto de insergéo,
foram observados os primeiros sintomas dois (2) dias apos a inoculagdo, com inicio do
escurescimento da casca e degradacdo do tecido da polpa (Fig. 10). Com o avanco da
doenca, observou-se a formacao de micélio no ponto de inoculacdo, além do desprendimento
da casca do fruto. Nos frutos-testemunha, néo foi observado sintoma da doenca. Os isolados
fungicos reisolados dos frutos inoculados apresentaram marcadores morfolégicos semelhates
aos isolados inoculados, confirmando assim todas as etapas do postulado de Koch. Nos frutos
inoculados sem ferimento, ndo foram observados sintomas da doenca, bem como néo foi

possivel o reisolamento flngico.

MP 143 MP 162 MP 163
- g
b ij ) R ‘ -
MP 180 MP 182 MP 189
p _/f/; \ , bb_“‘" n <3
Gy TR
MP 329 SMO01 SM 02
B vy P
(M“*Nu«‘ J P /'.2' 3 \_)
SM 08 SM 09 SM 10
("B [, (4 & | \
V/ . m——— D) \»d;. ':\:,(J — e AR iy li

Figura 10: Resultados de teste de patogenicidde: Frutos de banana com sintomas de podridéao
ap6s o teste de patogenicidade de 23 isolados de Thielaviopsis spp. com ferimento.
Testemunha néo inoculada (Controle).

Com base na Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenca (AACPD), foi possivel
classificar os isolados sete (7) grupos de agressividade (Fig. 11). O isolado MP 143
(Thielaviopsis ethacetica) proporcionou maior valor de AACPD (16,04) e, portanto, foi
classificado como mais virulento. O isolado SM 01 foi o isolado com menor AACPD (3,13).

Frutos-testemunha n&o apresentaram desenvolvimento da doenca.
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Figura 11: Grafico representando a agressividade dos isolados no teste de patogenicidade
com ferimento de acordo com a area abaixo da curva do progresso da severidade da doenca.
Cores diferentes indicam diferencga estatistica. (P<0,05)

4.5 Influéncia da temperatura, dgua e fotoperiodo no desenvolvimento da doenca

Nos resultados do teste de influéncia da temperatura, 4gua (presenca ou auséncia) e
fotoperiodo para o desenvolvimento da doenga, houve interagdo tripla significativa entre os
fatores. Em todas as condi¢cdes de incubacdo, os isolados fungicos induziram sintomas,
diferindo entre si quanto a severidade da doenca ao longo do tempo. Para as condi¢cbes de
armazenamento em 15°C e 20°C, independente da presen¢a ou auséncia de agua e do
fotoperiodo, ndo houve diferenca estatistica quanto a severidade da doenca. Para as
condicBes de incubagéo na temperatura de 20 °C, o fungo causou pequenas lesdes na casca

e houve a colonizagao dos tecidos da polpa (Tab. 3).
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Tabela 3. Resultado da interacdo entre os fatores presenca ou auséncia de agua,
temperatura e fotoperiodo

Temperatura 15°C 20°C 25°C 30°C

Fotoperiodo 12h Escuro 12h Escuro 12h Escuro 12h Escuro

Com agua 78 132 153 555 209,6 a 218,53a 202,6bB 3954 aA

Sem &gua 12 11,1 40,2 45 167,4bA 98 bB 246,3a 238,1b

Letras minUsculas indicam analises dentro da coluna. Letras mailsculas indicam analises de
linhas. Analises sem letras indicam semelhanca estatistica.

Para as condi¢des de armazenamento a 25°C sob o fotoperiodo de 12 horas ou escuro,
houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) na severidade da doenca ao longo do tempo
nos frutos incubados com agua ou sem agua. Na presenca de agua, em ambos 0s
fotoperiodos a intensidade da doencga foi maior. Nao houve diferencga estatistica no tamanho
da lesé@o quando os frutos foram incubados em fotoperiodos de escuro ou 12 horas e presenca
de agua. No entanto, quando os frutos foram incubados a 25 °C, na auséncia de agua, o
fotoperiodo de 12 horas condicionou maior desenvolvimento da doenca em relacdo ao
fotoperiodo escuro.

Na temperatura de 30°C, houve diferenca estatistica significativa na severidade da
doenca nos frutos submetidos ao fotoperiodo de 12 horas e auséncia de agua, em
comparagdo com presenca de agua. No fotoperiodo escuro, as condi¢cdes de presenca de
agua influenciaram mais na severidade quando em comparacdo a auséncia. Ndo houve
diferenca do tamanho da lesdo comparando os fotoperiodos na auséncia de agua.

Houve relacéo linear entre a temperatura de incubacéo e intensidade da doenca ao
longo do tempo (Fig. 12). Dessa forma, quanto maior a temperatura de armazenamento, maior
foi o desenvolvimento da doenca, independentemente da presenca ou auséncia de agua e

independentemente do fotoperiodo.
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Figura 12: Area Abaixo da Curva do Progresso da Severidade da podriddo da coroa (Thielaviopsis ethacetica) em frutos de banana inoculados e armazenados
em condicdes de temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C e 30°C sob presenca e auséncia de agua e fotoperiodo 12 horas e escuro: (a) AACPS para fotoperiodo
12 horas sem umidade. (b) AACPS para fotoperiodo 12 horas com umidade. (c) AACPS para escuro sem umidade. (d) AACPS para escuro com umidade.
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4.6 Influéncia da abertura ou fechamento da embalagem no desenvolvimento da doenca

em diferentes condi¢cdes de temperatura e fotoperiodo

Houve interagdo tripla significativa entre os fatores temperatura, fotoperiodo e forma
de acondicionamento dos frutos (caixa aberta ou fechada). Em todas as condi¢cdes de
incubacao, o fungo induziu sintomas, diferindo apenas no progresso da severidade da doenca
ao longo do tempo. Nas condi¢bes de incubacdo de temperatura 15°C e 20°C, ndo houve
diferenca significativa entre AACPS quando os frutos foram armazenados em caixa aberta ou
fechada no fotoperiodo de 12 horas ou escuro (Tabela 4).

Tabela 04. Resultado dainteracéo entre os fatores caixa fechada ou aberta, temperatura
e fotoperiodo sem agua
Temperatura 15°C 20°C 25°C 30°C
Fotoperiodo 12h Escuro 12h Escuro 12h Escuro 12h Escuro
Caixa Fechada 12 11,1 40,2 45 167,4aA 102aB 2429a 2348a
Caixa Aberta 5,4 5,7 285 414 57b 60 b 123 bB 211,9 bA

Letras minusculas indicam analises dentro da coluna. Letras mailsculas indicam analises de
linhas. Analises sem letras indicam semelhancga estatistica.

Para as condi¢cdes de armazenamento a 25°C sob o fotoperiodo de 12h ou escuro,
houve diferenca estatistica significativa no tamanho da lesédo dos frutos incubados em caixas
abertas ou fechadas. Na embalagem fechada, em ambos os fotoperiodos, as médias foram
maiores em comparagcdo com a embalagem aberta. Nao houve diferenca estatistica quando
os frutos foram incubados nas condi¢des de 25°C, fotoperiodos de escuro ou 12 horas e caixa
aberta. No entanto, sob as condi¢cdes de 25°C, fotoperiodos de 12 horas ou escuro e caixa
fechada, o fotoperiodo de 12 horas proporcionou maior desenvolvimento da doenca quando
comparado ao fotoperiodo escuro.

Nas condi¢es de incubacao para temperatura de 30°C, fotoperiodo de 12 horas ou
escuro, houve diferenca significativa entre os frutos incubados em caixa aberta ou fechada.
Na embalagem fechada, o tamanho médio da les&o foi maior em ambos os fotoperiodos. Nao
houve diferenca estatistica entre os frutos que foram incubados nas condicdes de 30°C,
fotoperiodos de escuro ou 12 horas, com a embalagem fechada. Porém, para a embalagem
aberta, houve diferenca significativa com o escuro, proporcionando maior desenvolvimento da

doenca quando comparado com o fotoperiodo de 12 horas.

Observou-se relacdo linear entre a temperatura de incubacéo e a intensidade da

doenca ao longo do tempo (Fig. 13). Dessa forma, quanto maior a temperatura de
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armazenamento, maior foi o desenvolvimento da doenca. Nos frutos acondicionados na caixa
fechada, houve formagéo e manutencédo da umidade relativa em decorréncia da fisiologia do
hospedeiro, ocasionando o avanco da maturacdo e, consequentemente, favoreceu a
colonizacdo do patdgeno, resultando em maior severidade quando em comparagado com frutos

acondicionados em caixas abertas.
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Figura 13: Area Abaixo da Curva do Progresso da Severidade da podrid&o da coroa (Thielaviopsis ethacetica) em frutos de banana inoculados e armazenados
em condic¢des de temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C e 30°C sob embalagem aberta ou fechada e fotoperiodo de 12 horas e escuro: (a) AACPS para fotoperiodo
12 horas com embalagem aberta. (b) AACPS para fotoperiodo 12 horas com embalagem fechada. (c) AACPS para escuro com embalagem aberta. (d) AACPS

para escuro com embalagem fechada
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5 DISCUSSAO

Os isolados obtidos dos frutos de banana pertencem as espécies Th. musarum, Th.
Ethacetica, e uma nova linhagem filogenética do complexo Thielaviopsis paradoxa. Th.
Musarum foi relatada apenas na Nova Zelandia e Brasil, demonstrando assim que até o
momento esta espécie apresenta baixa distribuicdo geogréafica (Melo et al.,2016; Mbenoun et
al., 2014). Este estudo refuta, portanto, todos os registros da associacdo de Th. paradoxa
associado a podriddo da coroa em frutos de banana, especialmente os relatos do Brasil, onde
os isolados sdo denominados como sendo Th. paradoxa. As identificacdes destes relatos sdo
duvidosas, porque os autores identificaram os isolados utilizando apenas os marcadores
morfologicos (Mendes et al., 1998).

O resultado desta pesquisa reforga a importancia do uso de ferramentas de biologia
molecular na identificacdo de Thielaviopsis, pois, morfologicamente, acreditava-se na
representacao de todos os isolados como Th. musaraum. Nos estudos pioneiros de Mbenoun
e colaboradores, Th. paradoxa s. stric € pouco comum. E muito provavel a presenca de Th.
ethacetica em isolados anteriormente descritos como Th. paradoxa. (Mbenoun et al., 2014).

Mundialmente, estudos envolvendo identificacdo de Thielaviopsis em frutos de banana
sdo escassos e muitas identificacbes foram realizadas aplicando apenas o conceito de
espécie morfolégica, técnica passivel de falhas para identificacéo de fungos desse género. A
taxonomia do género é resolvida exclusivamente com o uso de ferramentas de biologia
molecular. Mbenoun et al. (2014) & deBeer at al. (2015), com uma colecao de isolados de
Thielaviopsis de diferentes regides geograficas e de diferentes hospedeiros, com base em
filogenia de regibes génicas conservadas, realizaram o desmembramento de Th. paradoxa
em seis espécies filogeneticamente distintas, sendo atualmente chamado de complexo “Th.
paradoxa”.

O fato de isolados de Th. musarum terem sido encontrados em trés (3) regibes
geograficas distintas, indica sua distribuicdo em vérias regides geograficas do Brasil, podendo
ter sido disseminados durante os processos de domesticacdo de Musa spp. ou por meio do
transporte de frutos para comercializacdo. Nos ultimos anos, foi relatado o aumento de
doencas causadas por Th. ethacetica em diversos hospedeiros na Republica de Camardes, e
0s autores hipotetizaram a relacdo entre o patdgeno e acdes antrdpicas, como tratados
culturais e transporte de material propagativo para diferentes regidées daquele pais (Mbenoun
et al. 2014; Mbenoun et al. 2015).

A associacao de Thielaviopsis em frutos de banana no Brasil é registrada desde 1950,
com relatos de fungos fitopatogénicos causadores de podriddo em frutos e podridao na coroa.

No entanto, apesar de diversos relatos, as identificac6es desses fitopatdgenos em nivel de
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espécie sao falhas, pois, nos processos de identificacdo foram avaliadas apenas as
caracteristicas morfolégicas dos patdgenos, insuficientes para caracterizagdo em nivel de
espécie.

A associacao de Th. paradoxa com danos severos pos-colheita em frutos de banana
€ registrada desde 1937 na Australia (Michell et al., 1937). Apesar de Th. musarum ser
conhecido até o momento como um patdégeno especifico em plantas de Musa spp., Th.
ethacetica é uma espécie cosmopolita com ampla distribuicdo geogréfica em diferentes paises
tropicais, causando doenca em diversas espécies de plantas, especialmente frutiferas como
coqueiro, cacaueiro, pupunheira e abacaxizeiro (Mbenoun et al., 2014, Mbenoun et al., 2015;
Rocha et al., 2024).

O isolado SM 06 representante de uma nova linhagem filogenética do complexo Th.
paradoxa agrupou na clado Il, no qual se encontram as espécies Th. paradoxa s.stric e Th.
Euricoi. Ambas possuem conidiéforos do tipo sinemata como marcador morfolégico. Apesar
de ser um complexo representado por poucos individuos, a existéncia de novas espécies
associadas a plantas de interesse agronémico € muito provavel. Exemplo disso, a descoberta
de uma nova linhagem causando podriddo no estipe em palmeiras na Califérnia. Este
resultado reforca a hipoétese de Mbenoun e colaboradores, sobre a existéncia de possiveis
novas espécies de Thielaviopsis, especialmente, em paises tropicais (Mbenoun et al,.2014).

As espécies do complexo Th. paradoxa possuem grande plasticidade morfolégica das
estruturas assexuais, consequentemente, iSso proporcionou erros taxonémicos durante
muitos anos. Como exemplo, Th. paradoxa s. scrt passou por alteracbes de nomes,
inicialmente denominado como Spororischima paradoxum, Ceratocystis paradoxa e Chalara
paradoxa. No entanto, esta confuséo taxondmica foi resolvida com o uso de ferramentas de
biologia molecular (Mbenoun et al., 2024, De Beer et al., 2015).

A principal razdo de a doenca ocorrer apenas em frutos maduros pode estar
relacionada a presenca de altas concentracdes de taninos nos frutos verdes, substancia
inibidora da colonizag&o do fungo. De acordo com a ocorréncia da maturacéo, hi a redugéo
dessas substancias nos frutos, além do aumento de solidos solluveis, favorecendo a
colonizacdo dos patégenos. No patossistema antracnose x Colletotrichum spp. em frutos de
banana, os sintomas se apresentam apds o inicio da maturacdo. O aumento das podridées
nos frutos maduros esta associado ao processo de amadurecimento, momento de aumento
da taxa de acucares e na reducdo de taninos, condi¢cdes propicias a colonizacdo dos
patégenos. Outras caracteristicas, como a idade dos frutos, expressa em Graus-Dia (GD),
podem influenciar no avanco da podridao da coroa (Lassois et al., 2010).

No teste de patogenicidade, todos os isolados foram patogénicos quando inoculados
com ferimentos. Além de colonizar a casca do fruto, o fungo colonizou a polpa, depreciando

os frutos. No entanto, foram observados diferentes niveis de agressividade entre os isolados.
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Possivelmente, devido as caracteristicas genéticas dos isolados, produzem diferentes
guantidades de enzimas relacionadas a patogénese. A maioria dos patégenos pés-colheita
associados a podriddo da coroa possuem a capacidade de degradar tecidos da polpa. Além
disso, esses patdgenos sdo produtores de enzimas liticas, consequentemente, os frutos
apodrecem rapidamente devido ao curto periodo de incubacdo. Dentre esses patdgenos,
destacam-se Colletotrichum spp, Fusarium musae, Fusarium verticillioides e Lasiodiplodia spp
(Lassois et al., 2010, Van Hove et al., 2010, Hirata et al., 2001).

Nas inocula¢des sem realizar ferimentos na casca do fruto, os isolados ndo causaram
podriddo, caracterizando a possibilidade de a espécie Th. ethacetica ndo produzir enzimas
liticas para degradar os tecidos superficiais da casca como cuticula e/ou epiderme. Este
resultado reforca a necessidade, para técnicos e agricultores, da importancia de néo realizar
ferimentos nos frutos durante os processos de colheita, transporte e armazenamento.
Pesquisa demonstrou nos processos de colheita, ao realizar cortes do tecido da coroa,
esporos de fungos podem penetrar nestes ferimentos e iniciar os processos de infeccao,
podendo, portanto, colonizar os pedicelos e frutos, tornando os frutos impréprios para o
consumo (Klauss & Johanson 2024).

Neste estudo, temperaturas mais elevadas favoreceram o progresso da podriddo em
frutos de banana. Estudos realizados anteriormente demonstraram o aumento da incidéncia
e severidade quando frutos de banana sdo armazenados e transportados em temperaturas
acima de 16°C (Slabauagh & Grove, 1982). Isso deve-se a temperatura acelerar 0s processos
de maturacdo dos frutos, havendo a reducdo de taninos, inibidores da colonizacdo de
patégeno pos-colheita. Além disso, temperaturas acima de 20°C podem interferir também no
metabolismo do fungo, potencializando sua maxima atividade patogénica.

Nas condi¢des de 25°C, com presenca de agua, ha um favorecimento da germinacéo
de esporos do patdégeno, além de facilitar os processos metabdlicos do patégeno e do fruto.
Em condic@es de cultivos, os frutos de banana colhidos em condicBes de alta precipitacdo e
temperatura possuem maior incidéncia e severidade da podriddo da coroa, podendo atingir
10% de perdas (Lassois et al., 2010).

Foi observada menor severidade estatisticamente significativa no tratamento 30°C +
fotoperiodo de 12 horas + presenca de dgua em comparac¢do com o tratamento 30 °C +
fotoperiodo de 12 horas + auséncia de agua. A presenca de agua livre parece dificultar a
perda transpiratoria do fruto, retardando assim a sua maturagdo, garantindo a presenca de
taninos por mais tempo. Além disso, em outros estudos, quando frutos de banana foram
armazenados em condi¢des de baixa umidade relativa, produzem menos etileno na casca dos
frutos (Peacock, 1973), retardando, portanto, o amadurecimento do fruto e consequente

suscetibilidade ao patégeno.
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Os frutos incubados no escuro apresentaram lesdes maiores em relacdo aos frutos
incubados em fotoperiodo de 12 horas. O metabolismo do fungo possivelmente sofreu
influéncia do fotoperiodo, obtendo maior desenvolvimento no fotoperiodo escuro quando em

comparacgdo com fotoperiodo de 12 horas.

Apesar da podriddo da coroa ser um problema fitossanitario comum, pouco se conhece
sobre a interacdo de Th. musarum em frutos de banana e com as condi¢cdes de
armazenamento. A primeira e Unica pesquisa realizada sobre esta interag&o foi feita em 1962.
Nesta, fatores como alta umidade (acima de 60%), temperaturas moderadas (acima de 18°C)
e auséncia de luz potencializam o desenvolvimento da doenga causada por Th. musarum
(Riedl, 1962). A forma de armazenamento dos frutos é outro fator importante no progresso da
podriddo dos frutos. Em condi¢des de recipientes fechados, houve aumento da doenca em
relacdo a recipientes abertos, provavelmente devido ao acumulo de agua, gases como
oxigénio e etileno, ambos precussores da maturacdo, e consequentemente favorecendo os
processos de infeccdo de espécies de Thielaviopsis.

Além de confirmar Th. musarum como principal agente etioldgico da podriddo da coroa
pos-colheita, esta pesquisa revela a melhor forma de reduzir o progresso da podridao causada
por Th. ethacetica em frutos de banana: armazenando os frutos em temperaturas inferiores a
20°C, possibilitando, consequentemente, maior tempo de comercializagdo e tempo de

transporte.
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6 CONCLUSOES

Thielaviopsis musarum € o principal agente etiolégico causador da podridao da coroa
em frutos de banana no Meio-Norte brasileiro.

E o primeiro relato de ocorréncia de Thielaviopsis ethacetica associado & podriddo da
coroa em frutos de banana no Brasil.

Este estudo revela uma nova linhagem filogenética do complexo Thielaviopsis
paradoxa associado a podriddo da coroa em frutos de banana no Brasil.

Todos os isolados deste estudo causam podriddo em frutos de banana, quando
inoculados apés ferimento, porém com diferentes niveis de agressividade.

Os fatores agua, temperatura e fotoperiodo influenciam no progresso da podriddo em
frutos de banana.

Frutos armazenados em recipientes abertos, sob temperaturas abaixo de 20°C,

apresentam menor severidade em relacao a frutos armazenados em recipientes fechados.
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Figura 11: Desenvolvimento da doenga em frutos de banana armazenados a 15°C sob
diferentes fotoperiodos e presenca ou auséncia de agua na embalagem.
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Figura 12: Desenvolvimento da doengca em frutos de banana armazenados a 20°C sob
diferentes fotoperiodos e presenc¢a ou auséncia de agua na embalagem.
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Figura 13: Desenvolvimento da doenca em frutos de banana armazenados a 25°C sob
diferentes fotoperiodos e presencga ou auséncia de agua na embalagem.
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Figura 14: Desenvolvimento da doenca em frutos de banana armazenados a 30°C sob
diferentes fotoperiodos e presencga ou auséncia de agua na embalagem.
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Figura 16: Desenvolvimento da doenga em frutos de banana armazenados a 15°C sob
diferentes fotoperiodos e forma de acondicionamento na embalagem.
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Figura 17: Desenvolvimento da doenga em frutos de banana armazenados a 20°C sob
diferentes fotoperiodos e forma de acondicionamento na embalagem.
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Figura 18: Desenvolvimento da doenca em frutos de banana armazenados a 25°C sob
diferentes fotoperiodos e forma de acondicionamento na embalagem.
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Figura 19: Desenvolvimento da doenga em frutos de banana armazenados a 30°C sob
diferentes fotoperiodos e forma de acondicionamento na embalagem.
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