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RESUMO

SANTOS, Alessandro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2020. Plantas
daninhas e plantas cultivadas como possiveis hospedeiras de Fusarium oxysporum f.sp.
cubense. Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

A Murcha de Fusarium (MF) ou Mal-do-Panama, causada pelo fungo Fusarium oxysporum
f.sp. cubense (Foc), ¢ uma das doencas mais destrutivas da bananeira. MF ¢ de dificil manejo,
e existem lacunas de conhecimento relacionadas a epidemiologia, que impedem a implantagdo
de estratégias eficazes para o controle da doenca. Uma dessas lacunas envolve as fases de
sobrevivéncia e dispersdao do patdgeno. Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar
possiveis hospedeiros de Foc, com énfase em plantas daninhas. Adicionalmente, a potencial
gama de hospedeiros de Foc foi avaliada pelo método centrifugo-filogenético. As ervas
daninhas foram coletadas em duas areas de producdo de banana em Teixeiras - MG. No total,
124 plantas foram coletadas. Tentou-se o isolamento de Foc desses materiais e as colonias
obtidas foram submetidas a uma pré-selecdo morfologica, e posteriormente, a analises
moleculares. Dois isolados morfologicamente semelhantes a Foc foram encontrados e
inoculados em bananeiras para testar a patogenicidade. Das 35 espécies de plantas daninhas
amostradas, foi possivel isolar Foc apenas de Commelina diffusa. Os isolados desse
hospedeiro foram confirmados como Foc por meio de PCR com primers especificos e testes
de patogenicidade. Nao foi possivel identificar o grupo de compatibilidade vegetativa desses
isolados. O patogeno foi isolado de 20 das 29 espécies testadas pelo método
centrifugo-filogenético. F. oxysporum f.sp. cubense pode ser encontrado endofiticamente em
plantas daninhas e outros hospedeiros comumente associados ou cultivados nas proximidades
das plantacdes de banana. Foc pode ser patogénico para outras espécies de plantas. Para o
manejo da MF deve ser considerado o potencial papel das plantas daninhas e outras plantas

cultivadas como possiveis hospedeiras de Foc.

Palavras-chave: Banana. Centrifugo-filogenético. Mal-do-Panama. Murcha-de-Fusarium.



ABSTRACT

SANTOS, Alessandro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020. Weeds and
cultivated plants as possible alternative hosts of Fusarium oxysporum f.sp. cubense.
Adviser: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Fusarium wilt (FW) or Panama disease, caused by the fungus Fusarium oxysporum f.sp.
cubense (Foc), is one of the most destructive diseases of banana crops. Fusarium wilt is
difficult to manage and there are knowledge gaps related to the epidemiology of FW that
prevent the deployment of effective strategies to control the disease. One such gap involves
the survival and dispersal stages of the life cycle of the pathogen. The objective of this study
was to identify possible hosts of Foc, with focus on weeds. Additionally, the potential range
of hosts of Foc was evaluated using the centrifugal-phylogenetic method. Weeds were
collected from two banana production areas in Teixeiras - MG, the colonies obtained from the
isolation of these materials underwent a morphological screening and then subjected to
molecular analysis. Positive isolates were inoculated in banana plants to test its pathogenicity.
A total of 29 additional plant species were tested using the centrifugal-phylogenetic method.
Plants were inoculated with three Foc isolates. From the 35 species of weeds sampled, it was
possible to isolate Foc from Commelina diffusa. Foc isolates from this host were confirmed
by means of PCR with specific primers and pathogenicity tests. It was not possible to identify
the vegetative compatibility group of these isolates. The pathogen was isolated from 20 of the
29 species tested by the centrifugal-phylogenetic method. F. oxysporum f.sp. cubense can be
found endophytically in weeds and other hosts commonly found associated with or grown
nearby banana plantations. Foc can be pathogenic to other plant species. Management of FW

should consider the potential role played by plants that can harbor Foc.

Keywords: Banana. Centrifugal-phylogenetic. Panama disease. Fusarium wilt.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a banana ¢ uma das frutas mais consumidas no mundo. Segundo a FAO
(2020), a estimativa de exportagdo mundial da fruta para o ano de 2019 foi de 20,2 milhdes de
toneladas, sendo a América Latina e Caribe responsaveis por aproximadamente 74% destas
exportacdes. Apesar de ser o 4° maior produtor mundial, o Brasil ndo se destaca na
exportacdo. Das mais de 7,1 milhdes de toneladas produzidas em 2019, foram exportadas
apenas 80 mil toneladas, pois grande parte da producao ¢ destinada ao mercado interno

(CONAB, 2020; FAO, 2020; IBGE, 2020).

Dentre os fatores que podem afetar a producdo de banana, estdo os fitossanitarios,
como pragas ¢ doengas. Uma das principais doencas que acomete a bananicultura ¢ a Murcha
de Fusarium (MF) ou Mal-do-Panama, levando a grandes perdas na produtividade e qualidade
da fruta (PEREZ—VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014). As plantas
infectadas por esta doenga apresentam sintomas como descoloracdo acastanhada ou
avermelhada dos vasos do xilema (PEREZ-VICENTE, 2004; STOVER, 1962),
amarelecimento das folhas, iniciando pelas bordas das folhas mais velhas, e nas folhas mais
jovens pode haver deformagdes e reducao do limbo (STOVER, 1962). Além destes sintomas,
rachaduras no pseudocaule e a quebra do peciolo podem ocorrer, fazendo com que as folhas
fiquem paralelas ao pseudocaule, deixando a planta com aparéncia de “guarda-chuva
fechado” (PEREZ—VICENTE, 2004; STOVER, 1962). Bananeiras infectadas geralmente ndo
produzem cachos e quando acontece, somente alguns frutos se desenvolvem e apresentam
tamanho reduzido, os frutos amadurecem irregularmente e a polpa é dura e dacida

(THANGAVELU; MUSTAFF, 2012).

A MF foi primeiramente relatada na Australia em 1876 por Bancroft (1876, apud
DITA et al., 2018). Com o passar do tempo, foi disseminada para outros paises, sendo
posteriormente considerada uma das doengas mais destrutivas da cultura da banana (DITA et
al., 2018; STOVER, 1962). Em 1890, foi relatada na América Central por Ashby, (1913,
apud PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014), quando causou
epidemia severa em plantagdes de banana com as cultivares do tipo Gros Michel (AAA).
Estas cultivares sdao suscetiveis a MF e as plantacdes foram dizimadas, sendo necessario a

substitui¢do por cultivares do tipo Cavendish (AAA), que sdo resistentes a raga 1 do patdgeno
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(PLOETZ, 2006; STOVER, 1962). Segundo Su, Hwang e Ko (1986), as perdas na América
Central e do Sul chegaram a aproximadamente 40.000 ha em 50 anos. No Brasil, o primeiro
relato da doenga foi em Piracicaba, no estado de Sao Paulo, em 1930. Nesta regido, em grande
parte das areas se encontravam bananeiras das cultivares ‘Prata’ e ‘Mag¢a’, o que fez com que
fossem perdidos cerca de um milhdo de plantas em apenas quatro anos (BERGAMIN FILHO;
AMORIM; REZENDE, 2011).

A MF da banana ¢ causada por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) [(E.F. Smith)
W.C. Snyder e H.N. Hansen)], Ascomiceto habitante do solo e amplamente distribuido em
varias regides (SNYDER; HANSEN, 1940; LESLIE; SUMMERELL, 2006). As espécies que
compdem o complexo Fusarium oxysporum sao assexuadas, podendo ser saprofitas,
antagonistas ou patégenos de plantas, animais ou humanos (PIETRO et al., 2003; LESLIE;
SUMMERELL, 2006). As espécies que afetam plantas foram divididas em diferentes formae
speciales (f.sp.) de acordo com a especializacdo da patogenicidade a géneros e familias de
plantas (SNYDER; HANSEN, 1940). Cada forma specialis afeta um tunico hospedeiro ou um
conjunto de espécies estreitamente relacionados (PLOETZ, 2006a). Sao conhecidas mais de

150 formae speciales de Fusarium oxysporum (BAAYEN et al., 2000).

Fusarium oxysporum f.sp. cubense ¢ dividido em trés ragas distintas, que sdo definidas
de acordo com as variedades de banana que afetam (PLOETZ, 2006a). A raca 1 (R1) afeta
variedades do tipo ‘Gros Michel’ (AAA), ‘Maca’ (AAB), ‘Prata’ (AAB), ‘Maquefio’ (AAB) e
‘Pisang Awak’ (ABB). A raca 2 (R2) ¢ patogénica a bananas do tipo Bluggoe (ABB) ¢ a raga
4 (R4) afeta todas as cultivares atacadas pelas R1 e R2, e adicionalmente, as do tipo
Cavendish (AAA) (STOVER; WAITE, 1960; SU; HWANG; KO, 1986). A R4 ¢ dividida em
subtropical (R4S) e tropical (R4T). A R4S afeta cultivares do subgrupo Cavendish em regides
subtropicais, enquanto a R4T ¢ patogénica para Cavendish em regides subtropicais assim
como nas tropicais (BUDDENHAGEN, 2009). A raca 3 foi relatada por Waite (1963, apud
PLOETZ, 2006a) como uma variante de Foc que pode afetar espécies de heliconia. Contudo,
apods estudos complementares, verificou-se ndo se tratar de Foc, mas de uma espécie distinta

(PLOETZ, 2006b).

Foc também ¢ dividido em oito linhagens filogenéticas. Essas linhagens estdo

distribuidas em dois clados, A e B, sendo as linhagens I, II, III, IV e V pertencentes ao clado
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A, e as linhagens VI, VII e VIII ao clado B (FOURIE et al., 2009). Recentemente, estudos
desenvolvidos por Maryani et al., (2019) propuseram a reclassificacdo de Fusarium
oxysporum f.sp. cubense, originando 11 novas espécies, distribuidas em nove linhagens
distintas para Foc e a criagdo de um novo clado no complexo de espécies Fusarium

oxysporum (FOSC).

A morfologia de Foc se caracteriza por apresentar microconidios com tamanho de 5 -
16 x 2,4 - 3,5 um, com uma ou duas células, formato oval ou reniforme, formando falsas
cabegas. Os macroconidios medem 27 - 55 x 3,3 - 5,5 um, possuem de quatro a oito células e
aparéncia de foice com células basais em formato de pé. Os clamidosporos tém 7 - 11 um de
diametro, geralmente globosos e sdo formados isoladamente ou em pares, intercaladamente ou
nas terminagdes das hifas (PLOETZ, 2000; LESLIE; SUMMERELL, 2006;
PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014).

Por ser um patogeno de solo, a dispersdao de Foc ¢ limitada. A sua dispersao a longas
distancias depende de fatores antropogénicos, enquanto que a curtas distdncias, fatores
naturais, como a agua, movimento de animais € o movimento de particulas de solo com
propagulos do patéogeno também podem auxiliar no transporte do fungo, em adi¢do as agdes
mediadas pelo homem (DITA et al., 2018). O patdégeno reconhece exsudados ou entra em
contato direto com a raiz da planta suscetivel para iniciar a penetragdo (STOVER, 1962; LI et
al., 2011), principalmente pelas raizes secundarias e terciarias sendo mais raramente pelas
raizes principais ou diretamente no rizoma, a menos que haja um ferimento que facilite a
entrada (LI et al., 2011; PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014), O
micélio adentra a epiderme e se move de maneira intracelular através do cortex até chegar ao
xilema, onde produz estruturas reprodutivas e toxinas que se espalham para o restante da

planta (PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014).

Fusarium oxysporum f.sp. cubense tem a capacidade de sobreviver por muitos anos,
por meio dos clamidésporos e/ou associados a plantas daninhas (PEREZ-VICENTE; DITA;
MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014). Segundo Stover (1972, apud PEREZ-VICENTE; DITA;
MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014), os clamiddsporos podem ficar vidveis por mais de 20
anos no solo, até encontrar novamente uma planta suscetivel. Além da sobrevivéncia por meio

de estruturas de resisténcia, Foc tem sido isolado a partir de plantas daninhas e hospedeiros
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alternativos, sem que manifestem sintomas aparentes. Waite e Dunlap (1953), relataram na
América Central a presenca de Foc em Paspalum fasciculatum, Panicum purpurascens,
Ixophorus unisetus e Commelina diffusa. Na Australia foi relatada a presenca de Foc em
Paspalum spp., Amaranthus spp., Chloris inflata, Euphorbia heterophylla, Cyanthillium
cinereum ¢ Tridax procumbens (PITTAWAY; NASIR; PEGG, 1999; HENNESSY et al.,
2005).

A MF ¢ uma doenca de dificil manejo, sendo a resisténcia genética o método mais
eficaz. Porém, o sucesso alcangado com esta pratica foi comprometido com o aparecimento da
RAT (DITA et al., 2018). Evitar a introdu¢do do patdégeno em dareas indenes ¢ de grande
importancia. Além do plantio de mudas certificadas, livres de Foc, ndo utilizar materiais e
equipamentos vindos de areas infestadas, a menos que sejam devidamente desinfestadas, sao
praticas que devem ser adotadas (PEREZ-VICENTE, 2004). Apesar de varias medidas de
erradicacdo ja terem sido testadas, nenhuma conseguiu eliminar completamente o patdégeno de

uma area (DITA et al., 2018).

Considerando que aproximadamente 74% das exportacdes de banana sdo oriundas da
América Latina e Caribe (FAO, 2020), a introdug¢ao da R4T nesta regido representa uma séria
ameaga a economia de varios paises. Infelizmente, em outubro de 2019, foi relatada a
presenca de R4T na Colombia (GARCIA-BASTIDAS et al., 2019). Diversas agdes foram
implementadas visando a mitigacdo do risco associado a introdugdo ocorrida. Porém,
deparou-se com importantes lacunas de conhecimento relativos a epidemiologia da MF que

sdo cruciais para o desenvolvimento de estratégias de manejo efetivas.

A presenga de Foc em plantas daninhas e hospedeiros alternativos implica diretamente
no manejo da doenga. Melhor conhecimento sobre este topico permitira a escolha de plantas
para fazer consodrcio, assim como para a rota¢do de cultura, além dos cuidados no manejo de
plantas daninhas. Apesar de ja terem estudos relatando a presenca de Foc em plantas daninhas
e hospedeiros alternativos, pouco se conhece sobre a possibilidade de individuos obtidos
destes hospedeiros serem patogé€nicos a banana. No Brasil, nenhum estudo foi conduzido até
o momento para avaliar quais espécies de plantas daninhas poderiam atuar como potenciais
hospedeiras de Foc. O objetivo deste trabalho foi identificar possiveis hospedeiros de Foc

fazendo o isolamento a partir de plantas daninhas presentes em dareas infestadas pelo
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patogeno. Adicionalmente, avaliou-se a potencial gama de hospedeiros de Foc utilizando a
abordagem do método centrifugo-filogenético de Wapshere (1974), em que foram
selecionadas espécies relacionadas filogeneticamente com banana e alguns outros critérios
como plantas usadas em consorcio, adubagdo verde ou que normalmente sdo cultivadas

proximas a plantios de banana.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta das plantas daninhas

Dois campos de produgdo de banana localizados no municipio de Teixeiras — MG,
foram usados para a coleta das plantas daninhas: 1. Campo de banana da cultivar 'Prata’,
-20.63849° S e -42.83385° W, de aproximadamente 4,8 ha, contendo 3200 plantas, e 2.
Campo de banana 'Maga', -20.630674° S e -42.826468° W, de aproximadamente 0.50 ha, com
398 plantas. Nos dois campos havia relatos de ocorréncia de MF em plantios antigos de
bananeiras. O campo 1 foi implantado com mudas obtidas e formadas na propriedade. No

campo 2 utilizaram-se mudas de bananeira micropropagadas da empresa MultiPlanta.

A coleta das plantas daninhas seguiu metodologia adaptada de Hennessy et al., (2005).
Resumidamente, foi realizado o levantamento das plantas invasoras que estavam crescendo
em um raio de 1 metro das touceiras de banana infectadas. As plantas daninhas tiveram as
raizes e a parte basal do caule cortadas para inspe¢do visual. Tanto a parte aérea quanto o
sistema radicular foram colocados em sacos plasticos individuais, identificados,
acondicionados em uma caixa de isopor e levadas para o laboratorio. As espécies coletadas
foram identificadas seguindo critérios morfoldgicos (KISSMANN, 1997; KISSMANN;
GROTH, 1999; KISSMANN; GROTH, 2000; LORENZI, 2006; LORENZI, 2008;
MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

2.2 Isolamento

Para o isolamento, as raizes foram primeiramente lavadas individualmente em agua
corrente para retirar as particulas de solo aderidas, e entdo cortadas em pequenos fragmentos
de aproximadamente 5 mm. Os fragmentos foram desinfestados superficialmente com etanol
70% por 30 s, hipoclorito de s6dio a 2% por 2 a 3 min e logo depois enxaguadas em agua

destilada esterilizada por 1 min (ALTINOK, 2013)

Os fragmentos de raizes foram colocados em placas de Petri (90 mm) contendo meio
de cultura semi-seletivo para Foc, Komada (KOMADA, 1975; LESLIE; SUMMERELL,
2006), sendo distribuidos 5 fragmentos de raiz por placa e entdo acondicionadas em
incubadora do tipo B.O.D. a 25 °C no escuro, até o crescimento das colonias. Nos casos em

que houve o crescimento fungico, as colonias foram repicadas para placas de Petri de 35 mm
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contendo meio agar-agua, e entdo obtidas culturas puras, por meio do método de ponta de hifa
(LESLIE; SUMMERELL, 2006). As colonias formadas foram observadas sob microscopio
estereoscopico (OLYMPUS SZ61), para localizar uma tnica hifa individualizada na margem
da colonia, a extremidade da hifa foi recortada com o auxilio de um bisturi, retirada com o
auxilio de uma al¢a micoldgica e transferida para outra placa contendo meio de cultura BDA

(200 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de agar e 1.000 mL de agua destilada).
2.3 Pré-selecao de coldnias

Foi realizada a identificagcdo morfologica para pré-selecdo das coldnias, antes de
realizar as andlises moleculares. Foram observadas as seguintes caracteristicas: coloragdao da
coldnia crescida em meio de cultura BDA, formatos de macro e microconidios, presencga de
monofidlides curtas e producdo de clamidésporos (LESLIE; SUMMERELL, 2006). As
colonias foram crescidas por 7 - 10 dias em meio BDA. Observou-se a coloragdo da parte
inferior da placa e laminas foram preparadas para examinar as estruturas fungicas ao

microscopio optico (OLYMPUS CX31, 400X).
2.4 Preservagao

Os isolados que apresentaram caracteristicas morfologicas de Foc foram repicados
para placas de Petri de 35 mm, contendo meio de cultura SNA (Spezieller Néhrstoffarmer
agar) (LESLIE; SUMMERELL, 2006; NIRENBERG, 1976). Com o crescimento das
colonias, foram retirados discos de micélio de aproximadamente 5 mm de didmetro,

colocados em microtubos € armazenados em geladeira.
2.5 Extra¢ao de DNA e PCR

Para producdo de micélio, os isolados foram repicados para placas de Petri contendo
meio BDA e crescidos por 8 dias a 25 °C em incubadora do tipo B.O.D. Apds a incubacgao, o
micélio foi raspado com o auxilio de palitos de dente esterilizados e deixado secar em papel
filtro esterilizado, por 24 h. O micélio seco foi colocado em envelopes de papel aluminio e

armazenado a -20 °C.

A extracdo de DNA foi realizada com o Wizard® Genomic DNA Purification kit
(PROMEGA CORPORATION), seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds a extracao,

a qualidade do DNA e possivel degradagao foram avaliadas por meio de eletroforese em gel
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de agarose a 1%. A concentracdo e pureza do DNA foram estimadas com o auxilio do
espectrofotometro NanoDrop 2000 (THERMO SCIENTIFIC). A concentracdo foi ajustada
para aproximadamente 100 ng uL™', para ser usado como solugdo de trabalho. Aliquotas com

concentragdo padronizadas foram armazenadas a -20 °C.

Foram realizadas PCR’s utilizando os primers Six1-2 (Tabela 1), desenvolvidos por
Heck e Mizubuti (Dados nao publicados), que sao especificos para detec¢ao de Foc. A reacao
foi feita com um volume total de 12,5 pL, sendo 2,5 puL. de tampao, 0,25 pL de dNTP, 0,15
uL de cada primer, 0,05 pL de Kapa polimerase (KAPA BIOSYSTEMS), 2,0 uL. de DNA e
7,4 uL de 4gua MilliQ esterilizada. As condi¢des para PCR foram: 1 ciclo de 95 °C por 5 min,
34 ciclos de 95 °C por 30 s, 63 °C por 20 s, 72 °C por 30 s e um ciclo final de 72 °C por 5 min,
a reacdo foi realizada em um termociclador T-100 Thermal Cycler (BIO-RAD). Para
visualizacdo, foi feita eletroforese com gel de 1,2 % de agarose e o resultado foi observado

em um fotodocumentador L-PIX EX (LOCCUS).

Tabela 1. Primers usados para PCR e sequenciamento.

Tamanho Primer
D Produto genético Referéncia
(pb) Designagio Sequéncia (3'- 5")
2 i T
S i Six1-2F Heck iﬁ M1zulbut1
Six1-2R. Dados néo publicados
Tasdicidonat EF1  ATGGGTAAGGARGACAAGAC )
T s i i 639-683 O'Donnell ez al _, (1998)
factor 1a EF2  GGARGTACCAGTSATCATG
3h RNA poltfmerase largest © Fa CAYAARGARTCYATGATGGGWC  Hofstetter ef al ., (2007)
subunit G2R  GTCATYTGDGTDGCDGGYTCDCC O'Donnell er ail ., (2010)
o RNA polme;ase SGOBL. o 1 52 GGGGWGAYCAGAAGAAGGC Reeb er al ., (2004)
largest subunit 7Jer CCCATRGCTTGYTTRCCCAT Liueral ., (1999)

2.6 Teste de patogenicidade

Dois ensaios foram conduzidos em casa de vegetagao. Os ensaios foram montados em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. Um vaso contendo uma planta
da cultivar 'Mac¢a' foi considerado uma unidade experimental. A primeira execucao do
experimento transcorreu entre 07 de setembro a 25 de outubro de 2019. A segunda execugdo

foi realizada entre 02 de novembro a 20 de dezembro de 2019.
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Foram usados neste ensaio dois isolados, Weed 13 ¢ Weed 21, que foram positivos
ap6és PCR com os primers Six1-2. Adicionalmente, outros 8 isolados negativos com os
primers Six1-2, foram selecionados aleatoriamente (Weed 01, Weed 07, Weed 33, Weed 55,
Weed 58, Weed 64, Weed 84 ¢ Weed 95). O isolado Foc 217, padrdao para testes de
patogenicidade no Laboratério de Biologia de Populagdes de Fitopatdgenos da UFV, foi
usado como controle positivo. Plantas cujas raizes foram imersas em agua destilada

esterilizada foram usadas como controle negativo.

Os isolados foram repicados para placas de Petri (90 mm) contendo meio BDA,
acondicionados em incubadora do tipo B.O.D. a 25 °C durante 7 dias, sendo feito uma
duplicata por isolado. Apds o crescimento das colonias, estas foram lavadas com agua
destilada esterilizada e coletaram-se macro e microconidios. Logo apos a lavagem e preparo
da suspensdo, foi feita a contagem em camara de Neubauer e a suspensdo foi ajustada para
concentracdo de 10° microconidios mL' com auxilio de um hemacitdmetro

(PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014).
2.6.1 Inoculacao

Foram usadas mudas micropropagadas certificadas de banana 'Maga', com 10 a 15 cm
de altura (Multiplanta, Andradas - MG). Mudas crescidas em substrato agricola foram
plantadas em vasos contendo 0,5 L de substrato Horta-2 (MecPlant) e mantidas em casa de
vegetacdo por 24 dias. A inoculagdo se deu conforme metodologia descrita anteriormente
(PEREZ—VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014). Brevemente, removeu-se o
substrato presente nas raizes por meio da lavagem em agua de torneira. O excesso de raizes
foi cortado e padronizado. As raizes foram imersas em suspensdo a 10° microconidios mL"!
durante 60 min. Decorrido este tempo, as mudas foram plantadas em sistema de duplo vaso,
contendo substrato esterilizado (PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE,
2014).

Para avaliacao das plantas inoculadas, utilizou-se escala diagramatica de notas de 1 a
5 (PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014): Para os sintomas
externos, a nota 1 corresponde a plantas sem sintomas, 2 - para amarelecimento inicial,
principalmente nas folhas mais baixas, 3 - amarelecimento de todas as folhas baixas com

inicio de descoloragdo das folhas mais jovens, 4 - todas as folhas com intenso amarelecimento
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e 5 - planta morta. Para os sintomas internos, 1 - sem sintomas, 2 - descoloragdo inicial do
rizoma, 3 - pequena descoloracdo em todo o sistema vascular, 4 - rizoma com a maioria dos
tecidos internos com necrose, 5 - rizoma totalmente necrosado. As plantas foram avaliadas
quanto aos sintomas externos a cada 8 dias por 7 semanas, e a avaliacdo dos sintomas internos

do rizoma foi realizada no ultimo dia de avaliag3o.
2.6.2 Re-isolamento dos fungos

Para o re-isolamento dos fungos, foi usada metodologia de Altinok (2013).
Fragmentos de tecidos supostamente infectados foram colocados em placas de Petri contendo
meio Galactose Nitrato Agar, que ¢é seletivo para Fusarium oxysporum (DHINGRA;
SINCLALIR, 1985), e incubado a 25 °C no escuro por 7 dias. Para confirmar a identidade das

colonias, estas foram submetidas a PCR com primers Six1-2 como descrito acima.
2.7 Determinagao dos Grupos de Compatibilidade Vegetativa (VCG)

Primeiramente, discos de micélio em BDA dos isolados Weed 13 e Weed 21 com
micélio denso, foram repicados para placas de Petri de 60 mm de diametro, contendo meio
minimo (MM) + cloreto de potéassio (1.5+4.0% KCIO,) e mantidos em BOD a 25°C por
aproximadamente 1 semana, para selecionar os mutantes ndo dependentes de nitrato (Nit

mutantes / resistentes ao clorato) (LESLIE; SUMMERELL, 2006; PUHALLA, 1985).

Apb6s uma semana, pontas de hifas de colonias com crescimento rapido, foram
transferidas para placas contendo MM, que contém nitrato, para comprovacao de mutantes Nit
(PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014; PUHALLA, 1985). As
colonias que apresentaram crescimento ralo e espagado foram consideradas mutantes Nit, pois
demonstravam caracteristicas de deficiéncia de nitrogénio, ou seja, nao eram capazes de
sintetizar o nitrato, além de terem crescido em meio clorato (PUHALLA, 1985). Foram

gerados de trés a cinco mutantes para cada isolado, para posteriormente serem pareados.

Para determinar o fenotipo dos mutantes gerados, foram transferidos discos de micélio
dos mutantes Nit para diferentes meios de cultura, para entdo serem classificados em Nit 1,
Nit 3 ou Nit M, de acordo com seu crescimento, seja ele denso ou ralo (PEREZ—VICENTE;
DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014; CORRELL et al., 1987). Os meios de cultura
usados foram o meio nitrato (MM + NaNO, (2 g/L)), meio nitrito (MM + NaNO, (0.5 g/L)),
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meio hipoxantina (MM + hipoxantina (0.2 g/L)) e meio amdnio (MM + tartarato de amonio
(1.6 g/L)) (PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE, 2014; CORRELL et al.,
1987).

O pareamento para determinacdo dos VCG’s, foi feito com 17 testadores presentes na
colecdo do laboratério BioPop UFV: 0120, 0121, 0122, 0123, 0124, 0125, 0126, 0128, 0129,
01210, 01211, 01212, 01214, 01215, 01219, 01220 e 01222. Os parcamentos foram
realizados em placas de Petri contendo meio nitrato, mantidas a 25°C e observado possivel
formagdo de heterocario a cada dois dias (PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA
PARTE, 2014; LESLIE; SUMMERELL, 2006; CORRELL et al., 1987).

2.8 Sequenciamento e analises filogenéticas

Os isolados de plantas daninhas, Weed 13 e Weed 21, e mais dois isolados da cole¢ao
de Foc do BioPop UFV (UFV-Foc 217 e UFV-Foc 581) foram submetidos ao
sequenciamento e posterior analise filogenética. Sendo o UFV-Foc 581, isolado a partir de
uma planta de banana de uma das 4reas analisadas neste trabalho no municipio de Teixeiras -

MG (area de cultivar ‘Prata’).

Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo meio BDA, crescidos por
uma semana, a 25°C no escuro em incubadora do tipo B.O.D. Entdo, foram coletados os
micélios de acordo com a metodologia descrita acima. Foram realizadas extragdes de DNA
utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification kit (PROMEGA CORPORATION),

seguindo as recomendagdes do fabricante.

As sequéncias foram determinadas utilizando a maior subunidade da RNA polimerase
IT (Rpbl), com os primers RPB1-Fa e RPB1-G2R (O'DONNELL et al. 2010), a segunda
maior subunidade da RNA polimerase II (Rpb2), usando os primers RPB2-5f2 ¢ RPB2-7cr
(O'DONNELL et al. 2010) e o fator de elongagdo 1-alfa (EF-1a), usando os primers EF1 e
EF2 (O'DONNELL ef al. 1998) (Tabela 1). Os produtos das amplificacdes foram entdo
purificados com o kit comercial ExoSAP-IT (USB), seguindo as recomendagdes do fabricante

e enviadas para o sequenciamento (Macrogen Inc).

As sequéncias de DNA geradas com os primers forward e reverse foram usadas para

obter sequéncias consenso usando MEGA v. 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Um



20

conjunto de dados com sequéncias de isolados representativos de Foc, utilizando os primers
EF-1o, Rpbl e Rpb2 usados em estudos anteriores (Tabela 2) (MARYANI et al., 2019) foi
preparado para fins de andlises com isolados do presente trabalho. Os alinhamentos de
multiplas sequéncias foram gerados usando o MEGA v. 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA,
2016). Realizaram-se analises de inferéncia bayesiana (IB) para os alinhamentos
concatenados usando o CIPRES Science Gateway v. 3.3 (CIPRES, 2020). Utilizou-se o
modelo de substituicdo de nucleotideo GTR+I para as trés regides. Fusarium fujikuroi CBS

121864 foi utilizado como outgroup. A arvore foi editada no software Corel Draw®.
2.9 Potencial gama de hospedeiros usando o método centrifugo-filogenético

As plantas a serem testadas como hospedeiras foram selecionadas de acordo com o
método centrifugo-filogenético (WAPSHERE, 1974), sendo escolhidas plantas representantes
de espécies relacionadas filogeneticamente com a bananeira. Adicionalmente, plantas que
podem ser usadas no sistema de consorcio ou de adubagdo verde na bananicultura foram
incluidas no teste. No total, foram selecionadas 29 espécies a serem testadas. Dentre estas,
trés pertencem a familia Musaceae e sete sdo de espécies filogeneticamente proximas ao

género Musa (Tabela 3).

Para este ensaio foram usados trés isolados da colecao BioPop de diferentes lugares e
com caracteristicas mais distintas, Foc 217 da Bahia, Foc 539 de Santa Catarina e Foc 581 de
Minas Gerais. A suspensdo de esporos foi preparada como descrito acima. Trinta e cinco
placas de Petri de 90 mm de didmetro foram preparadas para cada isolado. Dois litros de
suspensdo a 10° microconidios mL™" foram preparados a partir destes isolados. Posteriormente,
as suspensoes referentes aos trés isolados foram misturadas em proporgdes iguais. A
inoculacdo das plantas foi realizada como descrita anteriormente. As avaliagdes de sintomas
externos foram feitas semanalmente. Ao final de sete semanas, foi avaliada a parte interna das

plantas para observar possiveis descoloragdo do xilema.

Ap6s a avaliagdo, as partes basais das plantas foram lavadas em agua corrente e
colocadas em sacos plasticos individuais e levadas para o laboratorio. Com a mesma
metodologia ja& citada anteriormente, foram realizados o re-isolamento do fungo,

posteriormente, feito uma sele¢@o de coldnias de acordo com as caracteristicas morfoldgicas e
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entdo obtidas colonias puras destes isolados, logo depois foi feita extracdo de DNA e
realizados testes de PCR com os primers especificos Six1-2 (Tabela 1), para comprovar a

presenca de Foc.

Os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, para cada espécie de planta, sendo uma planta considerada uma unidade
experimental. Plantas de banana da cultivar '"Maga' foram usadas como controle positivo. Duas
execugdes do experimento foram realizadas: a primeira transcorreu de 06 de dezembro de
2019 a 24 de janeiro de 2020; e a segunda de 12 de dezembro de 2019 a 30 de janeiro de
2020.
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3 RESULTADOS
3.1 Coleta de plantas daninhas

Nos dois campos avaliados foram coletadas 124 plantas daninhas de 35 espécies
diferentes e 15 familias botanicas. Na area de banana 'Maga' foram coletadas 47 plantas
daninhas ao redor de 11 touceiras de banana sintomaticas. As plantas foram classificadas em
19 espécies (Figura 1) e 8 familias botanicas (Figura 2). A quantidade de plantas coletadas por
espécie variou de 1 a 11. A espécie prevalente foi Commelina diffusa Burm. f., sendo
encontrada em todas as touceiras de banana amostradas. A segunda espécie mais abundante

foi Digitaria insularis (L.) Fedde, encontrada associada a oito touceiras sintomaticas.

Figura 1. Numero de plantas daninhas coletadas nos campos de banana 'Maca' e 'Prata’.
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Das 24 touceiras sintomaticas amostradas na area de banana 'Prata', foram coletadas
23 espécies de plantas daninhas (Figura 1), de 13 familias botanicas, sendo as mais frequentes
as pertencentes a Poaceae ¢ Asteraceae (Figura 2). Um total de 77 plantas foram coletadas,
variando de 1 a 14 por espécie. D. insularis e C. diffusa foram as mais prevalentes com 14 e

12 plantas, respectivamente.
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Figura 2. Numero de familias de plantas daninhas coletadas nos campos de banana 'Maga' e
'Prata’.
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3.2 Isolamento e pré-selecao de coldnias

No total, foram preparadas 124 placas, uma para cada planta daninha coletada. Em 44
placas ndo houve crescimento fungico ou coldnias com caracteristicas morfoldgicas
discrepantes as de Foc, como coldnias escuras ou amarelas. Das 80 placas restantes foram
obtidas 205 colonias que tiveram as caracteristicas morfologicas mais detalhadamente
avaliadas sob microscopio Optico. Cento e seis colonias apresentaram coloracdo branca ou
violeta e estruturas semelhantes a Foc. A maioria apresentou microconidios ¢ monofialides

curtas. Contudo, ndo foram observados macroconidios e clamidosporos em todas as colonias.

3.3 Analise molecular

Dos 106 isolados submetidos a PCR com os primers Six1-2, apenas os isolados Weed
13 e Weed 21 tiveram fragmento amplificado de 122 pb (Figura 3A). Os dois isolados foram
provenientes de duas plantas de C. diffusa, coletadas na area de banana 'Mag¢d'. Uma PCR

adicional (réplica biologica) foi realizada a partir de uma nova extragdo de DNA dos isolados
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Weed 13, Weed 21 e com o isolado Weed 05, escolhido ao acaso, para verificar a consisténcia

dos resultados. Obtiveram-se os mesmos resultados da primeira PCR realizada (Figura 3B).

Figura 3. (A) Identificacdo molecular de Fusarium oxysporum f.sp. cubense a partir de PCR
com primers especificos Six1-2. Isolados Weed 13 ¢ Weed 21 provenientes de Commelina
diffusa. (B) Repeti¢ao da PCR.

4 4 X
M C+C- (33

M = Marcador 100 pb
C- = Controle negativo
C+= Controle positivo
W 05 =Weed 05

W 13 =Weed 13

W21 =Weed21

3.4 Teste de patogenicidade

Os isolados Weed 13 e Weed 21, que foram positivos para PCR com os primers
Six1-2, foram patogénicos nos dois testes realizados e foram armazenados na colec¢ao de Foc
do BioPop UFV com os cdédigos UFV-Foc 810 e UFV-Foc 811, respectivamente. Oito
isolados com resultado negativo para a PCR com os primers Six1-2, Weed 01, Weed 07,
Weed 33, Weed 55, Weed 58, Weed 64, Weed 84 ¢ Weed 95, foram selecionados

aleatoriamente para serem incluidos em teste de patogenicidade. Nenhum foi patogénico.

No primeiro ensaio, a partir da segunda semana, as plantas inoculadas com os isolados
Weed 13 e Weed 21 apresentaram amarelecimento das folhas. A partir da quarta semana, uma
planta inoculada com cada um dos isolados Weed 13 ¢ Weed 21, morreu. Na quinta semana
apos a inoculagdo, as plantas das cinco repetigdes estavam mortas. Apds seis semanas de
inoculagdo, observou-se morte de trés das cinco plantas inoculadas com o isolado UFV-Foc

217 usado como controle positivo (Foc 217).



27

No segundo experimento, as plantas apresentaram sintomas a partir da segunda
semana, mas ndo avangaram tdo rapido como no primeiro. Das plantas inoculadas com o
isolado Weed 13, duas morreram, sendo que as demais também apresentaram sintomas. Para

o isolado Weed 21, somente uma planta morreu.

Foi realizado o re-isolamento do fungo a partir das plantas sintomaticas e
recuperaram-se os isolados Weed 13 e Weed 21. Os isolados foram positivos para PCR com
os primers Six1-2. Dos demais isolados testados, Weed 58 ¢ Weed 84 foram recuperados,

porém, ndo foram positivos na PCR.

3.5 Determinacao dos Grupos de Compatibilidade Vegetativa (VCG)

Dos 17 VCG’s testados, nenhum foi compativel com os isolados Weed 13 e Weed 21,
ndo sendo possivel observar a formacao de heterocario entre os isolados e identificar o VCG

ao qual pertencem.

3.6 Sequenciamento e filogenia dos isolados positivos

A arvore gerada com os resultados da Inferéncia Bayesiana estd representada na
Figura 4. Os isolados Weed 13 e Weed 21 agruparam em linhagens diferentes dos outros dois
isolados oriundos de bananeira, Foc 217 e Foc 581. Weed 13 e Weed 21 agruparam com
isolados da linhagem L9, o isolado Foc 217 na linhagem L3 de Foc, e o isolado Foc 581 nao

agrupou com isolados de linhagens definidas (Figura 4).
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Figura 4. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana a partir do conjunto de dados

combinados de sequéncias dos genes Rpbl, Rpb2 e EF-1a de 37 isolados de Fusarium.
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3.7 Potencial gama de hospedeiros usando o método centrifugo-filogenético

No primeiro e no segundo experimentos, foram observados amarelecimento das folhas

e murcha. Algumas plantas morreram, principalmente as do género Musa. Além das plantas

de banana (C+), plantas de Musa acuminata subsp. zebrina, M. coccinea, M. velutina,

Heliconia orthotricha, Phaseolus vulgaris, Cucumis melo, Eruca vesicaria subsp. sativa,

Allium cepa, Beta vulgaris subsp. vulgaris, Citrullus lanatus, demonstraram sintomas

externos. H. orthotricha apresentou sintomas apenas no primeiro experimento. No primeiro

ensaio, das quatro plantas (repeticdes) de cada espécie de planta mencionada acima, morreram

um de banana, um de M. coccinea, trés de Cucumis melo, trés de H. orthotricha e quatro de

M. velutina. No segundo ensaio, morreram, um de B. vulgaris subsp. vulgaris, dois de E.
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vesicaria subsp. sativa, dois de C. lanatus, trés de Allium cepa, trés de P. vulgaris, trés de M.

velutina e quatro de M. coccinea.

Nos dois ensaios realizados, verificou-se descoloragao dos vasos em plantas de banana
usadas como controle positivo € em algumas plantas filogeneticamente proximas a bananeira,
como Musa acuminata subsp. zebrina, M. coccinea, M. velutina, Heliconia brasiliensis, H.
episcopalis, H. orthotricha, Alpinia purpurata e algumas outras espécies mais distantes como
Cajanus cajan, Glycine max, Vigna unguiculata, Gossypium hirsutum, Passiflora edulis, E.
vesicaria subsp. sativa, B. vulgaris subsp. vulgaris € Daucus carota subsp. sativus. Algumas

plantas apresentaram necrose intensa como por exemplo P. vulgaris, C. melo e C. lanatus.

Realizou-se PCR com os primers Six1-2 apenas para os fungos re-isolados do
primeiro experimento. Das 29 espécies de plantas avaliadas (Tabela 3), em 20 foram
confirmadas a presen¢a de Foc por meio de PCR: M. coccinea, M. velutina, H. brasiliensis, H.
episcopalis, H. orthotricha, A. purpurata, C. cajan, G. max, V. unguiculata, P. vulgaris, G.
hirsutum, P. edulis e D. carota subsp. sativus. Destas 20 espécies, Foc foi re-isolado de sete
espécies que ndo apresentavam sintomas aparentes: Spinacia oleracea, Ricinus communis,
Zea mays, Solanum lycopersicum, Canavalia ensiformis, Costus spicatus ¢ Ctenanthe
oppenheimiana. Apesar da M. acuminata subsp. zebrina apresentar sintomas internos e

externos, nao foi possivel re-isolar Foc a partir dos tecidos.



Tabela 3. Reacao de 29 espécies de plantas a isolados de Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

Plantas foram inspecionadas quanto a presenga de sintomas apos 7 semanas de inoculagao.

Espécie Reagdo a Foc
Familia
Nome cientifico Nome comum Exp.1 Exp.2
Musaceae Musa spp. Banana +* +
Amaranthaceae Beta vulgaris subsp. vulgaris Acelga - +
Spinacia oleracea Espinafre +* -
Amaryllidaceae Allium cepa Cebola - -
Apiaceae Daucus carota subsp. sativus Cenoura +%* +
Brassicaceae Eruca vesicaria subsp. sativa Rucula - +
Cannaceae Canna indica Cana da india - -
Costaceae Costus spicatus Costus branco +* -
Cucurbitaceae Citrullus lanatus Melancia - +
Cucumis melo Melao - X
Euphorbiaceae Ricinus communis Mamona +%* -
Fabaceae Cajanus cajan Guandu +* -
Canavalia ensiformis Feijao de porco +* -
Glycine max Soja +* -
Phaseolus vulgaris Feijao comum +* +
Vigna unguiculata Feijdo caupi +* +
Heliconiaceae Heliconia brasiliensis Péassaro de fogo +% +
Heliconia episcopalis Heliconia +* +
Heliconia orthotricha Heliconia Eden Pink +* +
Malvaceae Gossypium hirsutum Algodao +* +
Marantaceae Ctenanthe oppenheimiana Maranta tricolor +* X
Musaceae Musa acuminata subsp. zebrina Musa sumatra +* +
Musa coccinea Banana vermelha +* +
Musa velutina Banana rosa +* +
Passifloraceae Passiflora edulis Maracuja +* -
Poaceae Oryza sativa Arroz - -
Zea mays Milho +* -
Solanaceae Solanum lycopersicum Tomate +* -
Zingiberaceae Alpinia purpurata Alpinia ou Gengibre +* X
vermelho

(+) Sintomas de murcha de Fusarium; (-) Auséncia de sintomas de murcha de Fusarium; (+*) Positivo para Foc
quando avaliado por PCR com primers especificos; e (x) Espécie ndo avaliada no ensaio.

Hedychium coccineum

Gengibre-branco
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4 DISCUSSAO

A confirmac¢do de C. diffusa como sendo hospedeira de Foc corrobora os estudos de
Waite e Dunlap (1953), que isolaram Foc desta planta em areas de banana da América
Central. O fato de o fungo ser encontrado de forma endofitica e continuar patogénico em
banana implica diretamente na dispersdo e sobrevivéncia de Foc. C. diffusa foi descrita na
fndia por Burman (1768) e seu provavel centro de origem ¢ a regido dos tropicos da Asia e
Africa (HASSEMER, 2018). Esta planta foi usada como cobertura vegetal para protecio
contra vogorocas (EDMUNDS, 1971) o que ajudou na sua disseminag¢do. C. diffusa pode ser
encontrada em culturas de importancia econdmica, como café (MATA-PACHECO, 1990),
soja (DHINGRA; SILVA, 1978), arroz (SMITH, 1994) e banana (HAMMERTON, 1981;
ISAAC et al., 2007). Além de competir por agua e nutrientes, C. diffusa ja foi relatada como
sendo hospedeira de outros patégenos de importancia para a bananicultura. Especificamente,
ha relatos de C. diffusa como hospedeira de Rotylenchulus reniformis (ROBINSON et al.,
1997), Pratylenchus goodeyi, Radopholus similis (QUENEHERVE et al., 2006) e do
Cucumber mosaic virus (CMV) (SHANMUGASUNDARAM, et al., 1969).

Apesar de terem sido amostradas 38 plantas de 7 espécies diferentes da familia
Poaceae (Figura 2), ndo foram obtidos isolados de Foc a partir destes materiais. Varias
espécies de plantas daninhas citadas como hospedeiras de Foc pertencem a familia Poaceae,
por exemplo: Paspalum fasciculatum, Panicum purpurascens, Ixophorus unisetus (WAITE;
DUNLAP, 1953) e Chloris inflata (HENNESSY et al., 2005). No presente estudo, ndo foram
amostradas plantas das espécies mencionadas acima. Porém, é notavel que espécies desta

familia sejam relatadas como hospedeiras de Foc.

Sao conhecidos 24 grupos de compatibilidade vegetativa (VCG) de Foc, sendo o VCG
01213 caracteristico de Foc R4T (PEREZ-VICENTE; DITA; MARTINEZ-DE LA PARTE,
2014). Dos 24 VCGs, foram testados 17, e ndo foi possivel determinar a qual(is) VCG’s os
1solados de C. diffusa (Weed 13 e Weed 21) pertencem, podendo ser de algum VCG para o
qual ndo dispomos de testador ou pertencer a um novo VCG. As andlises filogenéticas
baseadas em sequéncias parciais de EF-Ia agruparam Weed 13 ¢ Weed 21 com a nova
espécie Fusarium tardicrescens, proposta por Maryani et al. (2019), pertencente a linhagem

9. De acordo com os mesmos autores, em seu trabalho, ndo foi possivel determinar os
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hospedeiros, a distribuicdo e nem a patogenicidade dessa espécie. O isolado Foc 581 agrupou
na linhagem 3, sendo identificado como Fusarium phialophorum, nova espécie sugerida por
Maryani et al. (2019). Fusarium phialophorum foi classificado como R1 por ser patogénico
para planta de banana do tipo Gros Michel, e ndo serem patogé€nicos para Cavendish
(MARYANI et al., 2019). O isolado Foc 217 ndo agrupou em nenhuma linhagem especifica.
Infelizmente, ndo ¢ possivel comparar os resultados obtidos no presente trabalho com
informagdes relativas as linhagens ou espécies, uma vez que ¢ a primeira andlise dessa

natureza no Brasil.

Plantas daninhas sdo relatadas como sendo hospedeiras de fungos e outros patdogenos
em diversos estudos (SHANMUGASUNDARAM, et al., 1969; HAMMERTON, 1981;
HELBIG et al., 1984; DHINGRA; COELHO NETTO, 2001; DUBLIN; PAYNTER, 2003;
HENNESSY et al., 2005; BANDYOPADHYAY et al., 2007; POSTIC et al., 2012; JUNIOR
et al., 2012; ALTINOK, 2013; OCIMATI et al., 2018; SUPRONIENE et al., 2019).
Entretanto, pouca aten¢do tem sido dada a potencial importancia destas plantas como fonte de
indculo inicial e como reservatdrios que possibilitam a sobrevivéncia de patogenos.
Hospedeiros alternativos, tem ganhado mais importincia em casos como o das ferrugens, em
que o patdogeno necessita do hospedeiro alternativo para completar seu ciclo. O controle do
bérberis (Berberis sp.), tem sido feito como parte do manejo da ferrugem do colmo (Puccinia
graminis f. sp. tritici) na cultura do trigo, assim como o controle de Ribes spp. no manejo da

ferrugem do pinheiro (Cronartium ribicola) (WISLER; NORRIS, 2005).

Plantas de importancia agrondmica podem ser utilizadas em rotacdo de culturas e
contribuir para epidemias de MF em banana ou para a manutengao da populagdo do patdgeno.
A rotacdo de cultura e o consorcio muitas vezes consideram as caracteristicas agrondmicas
das plantas a serem usadas e desconsideram o fato de serem hospedeiras de patogenos
(DHINGRA; COELHO NETTO, 2001). Nao considerar a possibilidade de plantas de
interesse econdmico serem hospedeiras de patdogenos que supostamente sdo especificos, como
por exemplo as formae speciales de Fusarium oxysporum, pode ter consequéncias
epidemioldgicas importantes. No ensaio centrifugo-filogenético, em que as plantas foram
inoculadas de maneira artificial, constatou-se a presenca de Foc em plantas de milho (Zea
mays), feijjdo comum (Phaseolus vulgaris), feijao caupi (Vigna unguiculata), soja (Glycine

max), mamona (Ricinus communis) e algodao (Gossypium hirsutum). Algumas destas culturas
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podem ser usadas em consdrcio com banana. Em um trabalho semelhante, Santos et al. (2016)
obtiveram os mesmos resultados com P. vulgaris, re-isolando Foc a partir de tecidos de
plantas que foram inoculadas artificialmente e apresentavam sintomas de fusariose. No
mesmo trabalho, os autores testando V. wunguiculata e G. hirsutum como potenciais
hospedeiros alternativos de Foc, ndo conseguiram observar sintomas aparentes. No presente
estudo, ndo se observaram sintomas externos, mas verificou-se descolora¢ao dos tecidos
internos de algumas das plantas. Apds obter isolados destas plantas, confirmou-se a presenga
de Foc por PCR nas duas espécies de plantas. Ainda nao foi feita a inoculagao dos isolados
obtidos das plantas utilizadas no teste centrifugo-filogenético em bananeira. Contudo, os
resultados ja alertam para a possibilidade de estas plantas serem reservatdrio de indculo para

epidemias da MF.

Plantas utilizadas para cobertura vegetal e adubagdo verde podem ser uma ameaga
para culturas agrondmicas de interesse. Espécies de leguminosas (Fabaceae) podem ser
usadas na bananicultura como cobertura vegetal, por serem fixadoras de nitrogénio,
protegerem o solo e incorporarem nutrientes para a cultura de interesse (BORGES, 2006;
RIBEIRO, 2012; FLORI, 2016). Assim como na escolha de espécies para rotagdo de cultura
ou consoércio, a questdo de hospedeiros alternativos ¢ pouco levada em consideracdo na
escolha destas plantas. Algumas espécies, como o feijao de porco (Canavalia ensiformis) e o
guandu (Cajanus cajan), sdo exemplos de leguminosas usadas como cobertura verde em
banana, principalmente em cultivos organicos (BORGES, 2006). Nestas duas espécies foi
possivel isolar Foc. Em C. ensiformis nao foram observados sintomas, o que pode fazer com

que plantas afetadas ndo sejam percebidas no campo.

Plantas como a cenoura (Daucus carota subsp. sativus), espinafre (Spinacia oleracea),
maracuja (Passiflora edulis) e tomate (Solanum lycopersicum), sao espécies de plantas que
sdo afetadas por outras formae speciales de Foc (ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1976;
BORRERO et al., 2004; FERREIRA et al., 2015; FISCHER; REZENDE, 2008; HAN et al.,
2012; SIGILLO, 2014). Nos testes realizados, as espécies mencionadas foram consideradas
como hospedeiras de Foc com base no isolamento ¢ PCR com primers especificos. Plantas de

P. edulis e S. lycopersicum em trabalhos semelhantes desenvolvidos por Santos ef al. (2016),
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apresentaram sintomas externos, mas os autores ndo conseguiram re-isolar Foc a partir desses

materiais.

Das 11 espécies da ordem Zingiberales testadas no presente trabalho, nove foram
positivas como hospedeiras de Foc. As duas negativas foram Hedychium coccineum e Canna
indica, a primeira da familia Zingiberaceae ¢ a segunda da familia Cannaceae. Por serem
filogeneticamente mais proximas das bananeiras comerciais, plantas da familia Musaceae
junto com outras sete familias botanicas fazem parte da ordem Zingiberales (KRESS et al.,
2001) e, provavelmente, t€m uma maior chance de serem afetadas pelas mesmas doengas que
acometem a cultura da banana. Varias espécies de Zingiberales sdo usadas como ornamentais,
por exemplo, as heliconias, a cana da india, strelitzia, hedychium, algumas espécies do género
Musa, dentre outras. Algumas heliconias sdo relatadas como hospedeiras do Moko da
bananeira, bacteriose causada por Ralstonia solanacearum (ALBUQUERQUE et al. 2014;
SEQUEIRA; AVERRE, 1961; ZOCCOLI; TOMITA; UESUGI, 2009) e da Sigatoka negra
(GASPAROTTO et al, 2005; VAZQUEZ-EUAN et al, 2019). Musa coccinea, uma
bananeira ornamental, também foi relatada como hospedeira de R. solanacearum (ZOCCOLI;
TOMITA; UESUGI, 2009). Xanthomonas campestris pv. musacearum, agente etiologico da
Murcha de Xanthomonas, foi isolada de plantas de Canna spp. (OCIMATI et al., 2018). Ha
relatos desta bactéria fitopatogénica também infectando plantas de Ensete ventricosum

(JONES, 2002), uma espécie da familia Musaceae.

Canna indica e Hedychium coronarium sdo relatadas como possiveis hospedeiras de
Foc (Waman et al., 2013), resultados que divergem dos obtidos no presente trabalho com o
método centrifugo-filogenético. Avaliaram-se plantas de C. indica e de uma outra espécie de
Hedychium, H. coccineum. Em ambas as execugdes do experimento, estas espécies nao
apresentaram sintomas de MF, nem foi possivel isolar Foc de seus tecidos. E possivel que a
metodologia empregada em nosso trabalho tenha interferido na capacidade de recuperacdo do
patogeno. No estudo de Waman et al. (2013), foram realizados ensaios de patogenicidade pelo
método de folhas destacadas ao invés de plantas intactas. Estes mesmos autores testaram duas
espécies de Alpinias (Alpinia zerumbet e A. purpurea) e duas espécies de heliconias, H.
indica e H. psittacorum, nao obtendo resultados positivos como hospedeiras de Foc.
Resultado que diverge do obtido no presente trabalho, em que avaliou-se Alpinia purpurata e

tré€s heliconias, H. brasiliensis, H. episcopalis e H. orthotricha, ¢ em todas espécies foram
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observados sintomas de descoloracdo dos vasos, o patdgeno foi isolado e confirmada a

presenga de Foc por PCR com primers especificos.

Por serem do mesmo género, as trés espécies de Musa, M. acuminata subsp. zebrina,
M. coccinea e M. velutina, ainda mais proximas da banana, apresentaram sintomas evidentes
de MF. Constatou-se o amarelecimento das folhas, murcha, ¢ descoloracdo do rizoma e dos
vasos. Algumas plantas apresentaram fendilhamento do pseudocaule. Outras espécies da
ordem Zingiberales, Ctenanthe oppenheimiana ¢ Costus spicatus, foram avaliadas, mas nao
apresentaram sintomas, porém foi possivel isolar e confirmar a presenca de Foc.
Possivelmente, Foc pode estar associado a estas plantas de maneira endofitica, sem causar
sintomas. Se tal fendmeno for comprovado, a gama de hospedeiros podera ser ampliada e as
consequéncias para o manejo da MF deverdo ser revisadas. Ademais, abre-se a discussao
sobre a pertinéncia da categoria formae speciales. Por se tratar de complexo de espécies,
regides gendmicas linhagem-especifica podem ser horizontalmente adquiridas por membros

de F. oxysporum (MA et al. 2010), o que torna a referida categoria pouco estavel.

O comércio de plantas ornamentais ¢ uma preocupacdo para epidemias de MF.
Espécies ornamentais sdo comercializadas e transportadas de um pais para outro ou de uma
regido para outra, com certa facilidade. A forma de propagagdo, na maioria das vezes,
vegetativa, as tornam Otimas dispersoras de patogenos (JONES; DIEKMANN, 2000). Mudas
de heliconias importadas do Havai para a Australia estavam infectadas com R. solanacearum
raga 2, patégeno até entdo inexistente no pais (Akiew e Hyde, 1993). Casos como esse
reforcam a importancia de boas praticas de exclusdo como a quarentena, e mais atengao para
certificacdo dos produtos vegetais importados e exportados (JONES, 2002). No caso de areas
de producdo de banana, faz-se necessario atentar para o papel das plantas potencialmente
hospedeiras de Foc. Medidas quarentenarias e de indexagdo devem ser prescritas no caso de
plantas comprovadamente hospedeiras. Outros principios e medidas de controle devem ser

cuidadosamente adotados visando ao manejo eficaz da MF.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho, demonstra que Fusarium oxysporum f.sp. cubense pode afetar
outras espécies, ndo sendo especifico a plantas de banana. C. diffusa, uma planta daninha
comumente encontrada em cultivos comerciais, pode servir como hospedeira de Foc, sem
apresentar sintomas aparentes e o fungo continuar patogénico para plantas de banana,
tornando assim C. diffusa como um possivel reservatorio do patdgeno. Plantas cultivadas
comumente usadas em rotacdo de cultura, consorcio ou adubagdo verde na bananicultura,
assim como, plantas filogeneticamente préximas a banana podem ser hospedeiras de Foc,

podendo ser de forma endofitica ou patogénica.
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