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RESUMO

MOREIRA, Silvino Intra, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2010.
Fungos e bactérias associados as podriddes pos-colheita de rizomas de gengibre
no Espirito Santo. Orientador: Olinto Liparini Pereira. Co-orientadores. José
Rogeério de Oliveirae Onkar Dev Dhingra.

O rizoma de gengibre (Zingiber officinale R.) constitui uma das especiarias
mais importantes do mundo devido ao uso como matéria-prima na industria de
alimentos, farmacos e cosméticos. A exportacdo do gengibre brasileiro tem
aumentado nos Ultimos anos apesar dos danos decorrentes das podriddes de rizomas.
Ainda sdo desconhecidos os principais agentes etiol0gicos associados as podriddes
pos-colheita de gengibre no Brasil, requisito para o desenvolvimento de um
programa de manejo integrado de doencgas. O presente trabalho teve como objetivo
realizar um levantamento de fungos e bactérias associados as podridfes pos-colheita
de rizomas de gengibre. Rizomas com sintomas de podriddes foram amostrados em
2006 e 2009, em Santa Leopoldina, ES e em Santa Maria de Jetiba, ES, em packing-
house. Outra amostragem foi realizada em 2008, em Santa L eopoldina, ES, em cinco
propriedades rurais, durante a colheita. As amostras foram encaminhadas ao
departamento de Fitopatologia da UFV, para isolamento, identificagdo e testes de
patogenicidade de fungos e bactérias. Em packing-house, constatou-se a presenca de
Acremonium murorum, Acrostalagmus luteo-albus, Fusarium graminearum,
Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae e Sclerotium rolfsii, e todos estes
foram capazes de causar podriddo em rizomas. Na coleta em campo, verificou-se a
incidéncia média nos rizomas de gengibre de 74% de F. oxysporum, 31% de F.
graminearum, 21% de Fusarium solani, 5% de Nigrospora oryzae, 6% de Fusarium
semitectum e de Nigrospora sphaerica, 4% de Alternaria tenuissima, 3% de
Penicillium commune, Verticillium sp. (1) e Verticillium sp. (2), 2% de A. luteo-
albus, Aspergillus niger, Chaetomium sp. e Epicoccum sp., e 1% de Curvularia
geniculata e Mucor hiemalis, para as cinco propriedades amostradas. Os fungos
capazes de causar podriddes em rizomas coletados em campo foram A. luteo-albus,
F. graminearum e F. oxysporum. A ocorréncia de F. graminearum foi considerada
de grande importancia, pois esta espécie € conhecidamente produtora de
micotoxinas. Nesta amostragem, foram identificadas bactérias causadoras de

podriddo-mole em 5% dos rizomas de gengibre, 4 isolados identificados como
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Enterobacter cloacae subsp. cloacae e 1 isolado identificado como Pseudomonas
fluorescens. Enterobacter cloacae subsp. cloacae indicou uma provavel
contaminagdo de origem fecal. Registra-se como a primeira ocorréncia, no mundo,
de Fusarium graminearum e de Pseudomonas fluorescens causando podriddo em
rizomas de gengibre, e a primeira ocorréncia, no Brasil, de Acremonium murorum,
Acrostalagmus luteo-albus, Lasiodiplodia theobromae e Sclerotium rolfsii causando

podriddo em rizomas de gengibre.
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ABSTRACT

MOREIRA, Silvino Intra, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2010.
Fungi and bacteria associated with post-harvest ginger rot rhizomes in Espirito
Santo. Adviser: Olinto Liparini Pereira. Co-advisers. Jose Rogerio de Oliveira and
Onkar Dev Dhingra.

The rhizome of ginger (Zingiber officinale R.) is one of the most important
spices in the world due to its use as feedstock in the food industry, pharaceuticals and
cosmetics. The brazilian export of ginger has increased in recent years despite the
damage caused by decay of rhizomes. Still unknown are the main etiological agents
associated  with postharvest rot of ginger in Brasil, a prerequisite for the
development of na integrated management program for diseases. This study aimed
conduct a survey of fungi and bacteria associated with postharvest decay of ginger
rhizomes. Rhizomes to rot symptoms were sampled in 2006 and 2009, in Santa
Leopolding, ES, and in Santa Maria de Jetiba, ES, in packing-house. Another sample
was selected in 2008 in Santa Leopoldina, ES, in five farms during the harvest. The
samples were sent to the UFV Department of Plant Pathology, for isolation,
identification and pathogenicity tests of fungi and bacteria. In the packing-house, it
was found the presence of Acremonium murorum, Acrostalagmus luteo-albus,
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae and
Sclerotium rolfsii, and al these were able to cause rot in the rhizomes. In the
collection in the field, it was found the average incidence in ginger rhizomes 74 % of
F. oxysporum, 31% of F. graminearum, 21% of Fusarium solani, 5% of Nigrospora
oryzae, 6% of Fusarium semitectum and of Nigrospora sphaerica, 4% of Alternaria
tenuissima, 3% of Penicillium commune, Verticillium sp. (1) and Verticillium sp. (2),
2% of A. luteo-albus, Aspergillus niger, Chaetomium sp. and Epicoccum sp., and 1%
of Curvularia geniculata and Mucor hiemalis, for the five properties. Fungi collected
in the field capable of causing decay in rhizomes were Acrostalagmus luteo-albus,
Fusarium graminearum and Fusarium oxysporum. The occurrence of F.
graminearum was considered of great importance because this species known to
produce mycotoxins. In this sample, we identified bacteria that cause soft rot in 5%
of the rhizomes of ginger, four isolates identified as Enterobacter cloacae subsp.
cloacae and one isolate identified as Pseudomonas fluorescens. Enterobacter

cloacae subsp. cloacae indicated a probable contamination of fecal origin. Join asthe
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first occurrence in the world of Fusarium graminearum and Pseudomonas
fluorescens causing rot in ginger rhizomes, and the first occurrence in Brasil of
Acremonium murorum, Acrostalagmus luteo-albus, Lasiodiplodia theobromae and

Sclerotiumrolfsii causing rhizome rot ginger.



1. INTRODUCAO

O rizoma de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) congtitui uma das
especiarias mais importantes do mundo, sendo utilizado como matéria-prima na
indastria de alimentos, farmacos e cosméticos. Apesar de ndo possuir uma producéo
comparavel ada China, maior produtor e exportador mundial (Itc 2002), o Brasil tem
0 gengibre como uma das hortalicas mais exportadas, chegando a 9,1 mil toneladas
em 2005 (Brasil 2008), e vem se destacando no mercado internacional por sua
qualidade. A variedade ‘gigante’ possui ata aceitagdo no mercado internaciona e &
produzida principalmente por pequenos agricultores familiares no Estado do Espirito
Santo (Souza e Rezende 2001). A cada safra é colhida uma média de 30 toneladas
por hectare, chegando até a 60 toneladas por hectare, possuindo assim uma grande
importancia socio-econdémica. As principais cidades produtoras sdo Santa L eopoldina
e Santa Maria de Jetiba A cultura foi introduzida nesta regido por meio de rizomas-
semente originérios do estado de S&o Paulo, que por sua vez iniciou seu plantio com
material propagativo oriundo do Havai.

Os produtos exportados sdo inspecionados pelos paises importadores quanto a
isencdo de residuos de agrotoxicos, brotagdes de gemas, contaminagdo por bactérias
entéricas, e problemas fitossanitarios, principal mente podriddes. As perdas devido as
podriddes de origem fitopatoldgica se iniciam no campo e ocorrem no packing-
house, como também em camaras frias e nos containers refrigerados em navios,
gerando grandes prejuizos ap agronegécio do gengibre brasileiro. Além disso,
rizomas-semente contaminados utilizados no plantio, bem como aqueles doentes
descartados préximos a campos de producgdo constituem fonte de indculo primario,
disseminando assim diversos patdgenos potencialmente danosos a cultura. Os
maiores causadores de perdas devido a podriddo de rizomas de gengibre relatados
sdo Fusarium oxysporum f.sp. zingiberi E.E. Trujilo, relatado no Havai, na Austrdlia
e naCoréia (Trujilo 1964; Stirling 2004; Farr e Rossman 2010), também causador de
murcha vascular, doenca chamada de ‘amarelo-de-fusarium’; diversas espécies de
Pythium, causadores de ‘podriddo mole’, como Pythium myriotylum Drechder
(Wang et al. 2003) e Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzpatrick (Kavita e
Thomas 2008), relatados em vérios paises, como Taiwan, Malésia, Havai, Japdo
(Farr e Rossman 2010), india (Ravindran e Nirmal Babu 2005) e Austrdlia (Stirling

2004); Sclerotium rolfsii Saccardo, causador de um tipo de ‘podriddo cotonosa

1



(Stirling 2004), ja relatado em gengibre na Austrdlia, Florida, Africa do Sul,
Venezuela (Farr e Rossman 2010) e Brasil (Moreira et al. 2006); Dickeya
chrysanthemi (Brenner et al.) Samson et al., principal causador da ‘ podridéo-mole
na Austrdlia (Stirling 2002; 2004), com ocorréncia também no Brasil (Maavolta Jr. e
Almeida 1998); e Enterobacter cloacae (Jordan) Hormaeche e Edwards, causador da
‘podriddo aquosa’ (Nishijima et al. 2004), relatado em gengibre exclusivamente no
Havai.

Dificuldades sdo encontradas para adequar o manejo pos-colheita de rizomas de
gengibre no Brasil, principalmente pelo desconhecimento dos principais agentes
etiol 6gicos associados as podriddes. O presente trabalho teve como objetivo realizar
um levantamento etioldgico de fungos e bactérias causadores de podriddes em pos-

colheita de rizomas de gengibre.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A culturado gengibre

O gengibre pertence a familia Zingiberaceae, composta de 1300 espécies
distribuidas em 49 géneros, conhecida por abranger diversas plantas ornamentais e
plantas que acumulam metabdlitos de importancia farmacol 6gica, como os gingerois
do gengibre, e os curcuminoides da circuma (Curcuma longa) (Hamirez-Ahumada et
al. 2006). Trata-se de uma planta herbacea de rizoma perene e de parte aérea anual,
de rizomas ramificados, carnosos, geramente de cor amarela, mas também
apresentando coloracdo branca ou azulada (Souza e Rezende 2001).

As variedades utilizadas divergem entre si quanto a0 aspecto, teor de O6leo,
aroma e rendimento de seus rizomas (Ravindran e Nirmal Babu 2005). No Brasil séo
cultivadas diversas variedades, como ‘havaiana, ‘jamaicana, ‘takahashi’, ‘gigante
chinesa’ e ‘japonesa’ (Elpo et al. 2008), sendo ‘gigante’ a mais cultivada e a mais
aceita no mercado internacional e entre os produtores, por seu aspecto e
produtividade.

Os climas considerados ideais para 0 seu desenvolvimento séo o Tropical e o
Subtropical, quentes e umidos, com precipitagdes de 1500 mm/ano, necessitando-se
de irrigacdo em periodos de seca. Apresenta alta capacidade adaptativa, sendo
produzido também em climas amenos, como na regido serrana do Espirito Santo
(Souza e Rezende 2001). O solo deve ser leve e solto, para permitir bom
desenvolvimento dos rizomas, bem drenado, para evitar acUmulo excessivo de
umidade e consequente favorecimento de podriddes, e rico em matéria organica, com
o pH numafaxaentre 6,0 € 6,5.

A reproducdo é conduzida por meio de propagacao vegetativa, e as mudas sdo
segmentos de rizomas, 0s rizoma-sementes, com 5 a 10 cm, sendo necessérios para o
plantio cerca de 4 ton/ha.

A principal praga é a lagarta-rosca (Agrotis ipsilon), que ataca as brotaces
(Souza e Rezende 2001). As espécies de nematdides formadores de gahas
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica sdo problemas na producéo de
gengibre na Austrdia (Stirling e Nikulin 1998). A murcha de origem bidtica €
causada principalmente por F. oxysporum f. sp. zingiberi (Trujilo 1964) e por
Ralstonia solanacearum raga 4 (Ishii e Aragaki 1963; Yu et al. 2003) e Phyllosticta



zingiberis F. Stevens e R.W. Ryan esta freqlentemente associado a manchas foliares
de gengibre (Bussaban et al. 2002).

A colheita é realizada cerca de 9 meses apds o plantio, quando ocorre 0
amarelecimento e seca das folhas. Deve-se ter muito cuidado na ocasi&o da retirada
dos rizomas do solo, pois quaisquer injurias podem servir de portas de entrada para
fitopatdgenos.

O rizoma de gengibre constitui uma das especiarias mais importantes do
mundo, pois é utilizado como matéria-prima na industria de alimentos, farmacos e
cosméticos. Apesar do uso restrito no Brasil, os produtos ou subprodutos do gengibre
sd0 variados, e estdo entre temperos, principamente o ‘curry’, baas, paes, geléias,
doces, biscoitos, cerveja, refrigerante, energéticos, 6leos terapéuticos, remédios,
hidratantes, perfumes e muitos outros. Também é utilizado na medicina popular,
como estimulante da digestéo, expectorante, anti-inflamatério, e auxilar no combate
de tosses, resfriados e rouquiddo. H& muitos anos pesguisas tém mostrado a
funcionalidade de potentes compostos antioxidantes presentes no gengibre,
principamente os compostos fendlicos gingerdis e shugadis, além do zingibereno
(Chrubasic et al. 2005; Hamirez-Ahumada et al. 2006). Atividades anti-inflamatéria,
antinausea,  antillcera, antimutagénica, antitumorogénica,  hipoglicémica,
antibacteriana, adém de efeitos benéficos aos sistemas gastrointestinal e
cardiovascular, sdo comprovadas por diversos trabalhos cientificos (Chrubasic et al.
2005). Recentemente, estudos feitos no INPA (Instituto Nacional de Pesquisa nha
Amazobnia) aperfeicoaram um método de extracdo do composto zerumbona, presente
no gengibre amargo (Zingiber zerumbet Awapuhi). A zerumbona é um féarmaco
bastante utilizado em estudos de combate ao cancer (Inpa 2010).

A producdo de gengibre no Brasil comegou a se tornar comercial nas Ultimas
décadas, ap0Os a implantacdo de variedades gigantes por agricultores japoneses, nos
Estados do Parana e Séo Paulo (Elpo et al. 2008). No periodo entre 2000 e 2007, o
vaor exportado pelo Brasil aumentou de 5,6 para US$ 6,5 milhdes, ficando entre as
sete hortalicas mais exportadas em valor e em quantidade (Embrapa 2009),
concorrendo com rizomas da China e do Havai. O Estado do Paran& ja foi o maior
exportador do rizoma no pais, apresentando média de 1200 toneladas por ano (Elpo
et al. 2008). No entanto, a producdo do gengibre no Estado do Espirito Santo esta
ganhando destaque, e suas exportagOes chegaram 2000 toneladas por ano,
produzindo um total de seis mil toneladas em 200 hectares (Incaper 2009). Em 2004,
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as exportacdes representaram US$ 3,5 milhdes, sendo considerado o maior Estado
exportador de gengibre do pais (Ocbes 2009). Cerca de 80% do gengibre produzido
neste Estado é exportado, e 60% dos rizomas comerciaizados sdo utilizados na
culindria, 20% na producdo de 6leo e oleoresina, principalmente nas indUstrias de
farmacos, e os outros 20%, no setor de bebidas. As principais cidades produtoras séo
Santa Leopoldina e Santa Maria de Jetiba, e a introducdo da cultura nesta regido
ocorreu por meio de rizoma-sementes originarios do Estado de S&o Paulo, que por
suavez iniciou seu plantio com material propagativo oriundo do Havai.

O maior produtor e exportador do mundo é a China (Itc 2002), que oferece ao
mercado um produto barato e de baixa qualidade. O gengibre produzido no Brasil
possui competitividade neste mercado pela sua qualidade, principalmente devido ao
plantio da variedade ‘gigante’. Os pequenos agricultores familiares no Estado do
Espirito Santo colhem a cada safra uma média de 30 toneladas por hectare, chegando
aé a 60 toneladas por hectare, representando assim uma importancia socio-
econdmica (Incaper 2009).

2.2. Podridao pés-colheita de rizomas de gengibre de etiologia fungica e
bacteriana

As podridBes de rizomas estdo entre as principais causas de perdas em véarios
paises produtores de gengibre, incluindo o Brasil (Tabela ).

Fungos e bactérias associados a doencas de tubérculos, raizes tuberosas e
rizomas podem sobreviver no solo e necessitam de ferimentos nos rizomas para
penetrar e iniciar a infecgdo, 0 que geralmente evolui para podriddo. Os ferimentos
podem ser devido a nematdides, insetos, manuseio inadequado durante tratos
culturais, colheita e pos-colheita (Henz 2006; Lima et al. 2006).

As espécies fungicas e bacterianas associadas a podridbes de rizomas de
gengibre estdo listadas na Tabela 1, a seguir:



Tabela 1: Relagdo dos principais fungos patogénicos associados a podriddes pds-colheita de gengibre

no mundo.
Patogeno Sinonimia Local de Referéncia
ocorréncia

Acremonium Torula cephalosporioides JF.H. Beyma, China Farr e Rossman
murorum (Corda) Basitorula cephalosporioides (J.F.H. (interceptado 2010
W. Gams Beyma) G. Arnaud, Torula convoluta nosEUA)

Harz, Gliomastix convoluta (Harz) E.W.

Mason
Acremonium - india Farr e Rossman
stromaticum ~ W. 2010
Gans e R. H.
Stover
Acrostalagmus Verticillium  cinnabarinum  (Corda) China Farr e Rossman
luteo-albus (Link) Reinke e Berthold, Acrostalagmus (interceptado 2010; Pereira
Zare, W. Gams e cinnabarinus Corda,  Sporotrichium nos EUA); etal. 2006
Schroers hippocastani Corda, Botrytis lateritia Brasil

(Ehremberg) Fries, Sorotrichum

|ateritium Ehremberg, Verticillium

lateritium Ehremberg, Botrytis tenera

(Nees) Persoon, Verticillium tenerum

Nees, Sporotrichum vile P. Karten,

Verticilliumvile (P. Karten) S. Hughes
Alternaria sp. - China Farr e Rossman

2010

Alternaria Alternaria fasciculata (Cooke e Ellis) Brasil, China Mendes e
alternata  (Fries) L.R. Jones e Grout, Alternaria rugosa Urben 2010;
Keissler McAlpine, Alternaria tenuis Nees, Farr e Rossman

Macrosporium fasciculatum Cooke e 2010

Ellis, Torula alternata Fries
Alternaria solani Alternaria alli Nolla, Alternaria porri Brasil Mendes e
(Ellis e G. Martin)  (Ellis) Cif. Urben 2010
L.R. Jones)
Alternaria - Africa do Sul, Farr e Rossman
tenuissima  (Ness) Fiji, Mauritius, 2010
Wiltshire Taiwan,

Austrdlia, EUA,
Venezuela




Cladosporium sp. - Brasil Ceresini e
Nazareno 2005

Cladosporium - india Dohoo e

tenuissimum Cooke Sharma 1997

Colletotrichum

capsici (Sydow)
E.J. Butler e Bishy

Brasil, Brunei
Darussalam,
China, india

Farr e Rossman
2010

Colletotrichum
gloeosporioides
(Penzig) Saccardo

Gloeosporium affine Sacc., Gloeosporium
alborubrum Petch, Gloeosporium
fructigenum f. americana  Kriger,
Gloeosporium anthurii Allesch.,
Colletotrichum  anthurii, Phyllosticta
araliae Ellis e Everh.,, Ramularia
arisaematis Ellis e Dearn., Phyllogticta
asclepiadearum Westend., Gloeosporium
begoniae  Magnaghi,  Colletotrichum
chardonianum Nolla, Colletotrichum
derridis Hoof, Colletotrichum dracanae
Allesch., Gloeosporium epicarpi Thim.,
Phyllosticta everhartii Sacc. e P. Syd.,
Gnomoniopsis fructigena (Berk.) G.P.
Clinton, Glomerella fructigenum Berk.,
Glomerella fructigenum f. germanica
Kriger, Glomerella fructigenum f.
hollandica H.R.A. Muller, Gloeosporium
kaki Hori, Gloeosporium limetticola R.E.
Clausen, Gloeosporium fructigenum f.
limetticola (R.E. Clausen) G.J.M. Gorter,
Gloeosporium mangiferae Henn,,
Gloeosporium olivarum J.V. Almeida,
Gloeosporium fructigenum f. olivarum
V. Almeida) JG.M. Gorter,
Protocoronospora phoradendri Darling,
Kabatiella phoradendri (Darling) Harv.,
Microstroma harposporum var.
phoradendri (Darling) W.B. Cooke,
Colletotrichum tabaci Béning

China, EUA

Farr e Rossman
2010




Colletotrichum Seirochaete graminicola (Ces) Sacc., Brasil Mendes e
graminicola Colletotrichopsis  graminicola  (Ces.) Urben 2010
(Cesati) G.W. Munt.-Cvetk.
Wilson
Curvularia sp. - Papua  Nova Farr e Rossman
Guiné 2010
Curvularia - China Farr e Rossman
geniculata (Tracy e 2010
Earle) Boedijin
Fusarium sp. - Brasil, Farr e Rossman
Austrdiia, EUA, 2010
Malésia
F. oxysporum f. sp. - Austrélia, Farr e Rossman
zingiberi  Trujillo Coréia, EUA, 2010; Rao
EE india, Brasil 1966; Stirling
2004;  Trujilo
1963;
Domingues
2006
Fusarium  solani - Brasil, Coréia, Mendes e
(Martius) Saccardo EUA Urben 2010;
Farr e Rossman
2010; Ceresini
e Nazareno
2005
Graphium album - india Dohoo e
(Corda) Saccardo Sharma 1997
Gliocladium - india Dohoo e
roseum Bainier G. Sharma 1997
Lasiodiplodia Lasiodiplodia nigra K.R. Appel e india Farr e Rossman
theobromae Laubert, Lasiodiplodia tubericola Ellis e 2010
(Patouillard) Everh., Diplodia tubericola (Ellis e
Griffon e Maublanc  Everh.) Taubenh., Botryodiplodia
tubericola (Ellis e Everh) Petr,,
Botryodiplodia theobromae Patouillard
Macrophomina Rhizoctonia lamellifera, Macrophoma india Vikram e
phaseolina (Tassi) phaseoli, Dothiorella phaseali, Kushalappa
Goidanich Macrophomina phaseoli, Botryodiplodia 2006; Far e
phaseoli, Tiarosporella phaseoli Rossman 2010




Memnoniella

echinata (Rivolta)

Sphinomyces japonicus Saito

China

Farr e Rossman
2010

Galloway
Memnoniella - india Farr e Rossman
zingiberisRao V. 2010
Mucor hiemalis - Malésia Farr e Rossman
Wehmer 2010
Mucor racemosus Mucor racemosus f. brunneus Morini, India Dohoo  2005;
Fresenius Mucor christianensis Hagem, Mucor Farr e Rossman

racemosus var. christianensis (Hagem) 2010

Naumov, Mucor dimorphosporus Lendn.,

Mucor pispekii Naumov, Circinomucor

racemosus (Fresen.) Arx, Mucor varians

Povah
Nigrospora oryzae Basisporium gallarum Molliard, Africado Sul Farr e Rossman
(Berkeley e Nigrospora gallarum (Molliard) Potl., 2010
Broome) Petch Nigrospora gorlenkoana Novobr.
Penicillium sp. - Brasil Ceresini e

Nazareno 2005

Penicillium Penicillium biourgeianum K.M. Zalessky, Dinamarca Overy e
brevicompactum Penicillium brunneostoloniferum S. Abe, Frisvad 2005
Dierckx Penicillium brunneostoloniferum S. Abe

ex C. Ramirez, Penicillium

grisecbrunneum  Dierckx, Penicillium

hagemii K.M. Zaessky, Penicillium

monstrosum Sopp, Penicillium patris-mei

K.M. Zaessky, Penicillium stoloniferum

Thom, Penicillium szaferi KM Zalessky,

Penicillium tabescens Westling
Phytophthora Phytophthora melongenae var. Brasil Mendes e
nicotianae var. ananaphthoros Sideris, Phytophthora Urben 2010
parasitica (Dastur) manoana Sideris, Phytophthora
G. M. Waterhouse  melongenae  Sawada,  Phytophthora

nicotianae (Breda de Haan) G.W. Wilson,
Phytophthora parasitica var. nicotianae
(Breda de Haan) Tucker, Phytophthora

parasitica var. rhei G.H. Godfrey,

Phytophthora tabaci Sawada,
Phytophthora terrestris Sherb.,
Blepharospora terrestris (Sherb.)




Peyronel

Pythium Pythium butleri Subraman, EUA Kavita e
aphanidermatum Nematosporangium butleri  (Subraman) Thomas 2008;
(Edson) Fitzpatrick ~ Sideris, Nematosporangium Farr e Rossman
aphanidermatum var. hawaiiense Sideris 2010
Pythium - EUA Farr e Rossman
graminicola 2010
Subramaniam
Pythium - Coréia, Farr e Rossman
myriotylum Malésia, 2010; Wang et
Drechsler Taiwan al. 2003
Pythium  ultimum  Pythium haplomitri Lilienfeld Brasil, india Ceresini e
Trow Nazareno
2005; Dohoo
2005
Rhizoctonia solani  Moniliopsis aderholdii Ruhland, Austrdia, Mendes e
J.G. Kuhn Rhizoctonia aderholdii (Ruhland) Brasil, China, Urben 2010;
Marchion, Rhizoctonia gossypii var. Coréia EUA Farr e Rossman

aegyptiaca Forsten, Rhizoctonia solani
ambigua E. Bald. e Cabrini,
Rhizoctonia betae Eidam, Rhizoctonia
borealis  JT.
dichotoma H.K. Saksena e Vaartga,

var.

Curtis,  Rhizoctonia
Rhizoctonia dimorpha Matz, Rhizoctonia

ferruginea Matz, Rhizoctonia fusca
Rostr., Rhizoctonia gossypii, Rhizoctonia
grisea (JA. Stev) Matz, Scleorotium
griseum JA. Stev., Rhizoctonia solani

var. hortensis Schultz, Rhizoctonia solani

var. lycopersici Schultz, Rhizoctonia
macroesclerotia  Matz,  Rhizoctonia
melongenae Matz, Rhizoctonia
microesclerotia  Matz, Pellicularia

filamentosa f. microsclerotia (Matz)
Boidin, Mugnier e Candes, Pellicularia
filamentosa f. sp.microsclerotia (Matz)
Exner, Corticium microsclerotium (Matz)
G.F. Weber, Rhizoctonia mucoroides G.E.
Bernard, Rhizoctonia napae Westend,

Rhizoctonia napaeae Westend e Wallays,

2010
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Rhizoctonia  potomacensis  Wollenw.,
Rhizoctonia solani var. typica Sneh,
Burpee e Ogoshi
lerotium rolfsii - Africa do Sul, Farr e Rossman
Saccardo Austrdlia, 2010; Stirling
Brasil, EUA, 2004; Moreira
Venezuela et al. 2006
Stachybotrys - india Dohoo e
sansevieriae  G.P. Sharma 1997
Agarwal e N.D.
Sharma
Pochonia Verticillium chlamydosporium Goddard india, Brasil Dohoo e
chlamydosporia Sharma 1997
(Goddard) Zare e Ceresini e
W. Gams Nazareno
2005; Far e
Rossman 2010

Tabela 2: Relag@o das principais bactérias patogénicas associadas a podriddes pos-colheita de

gengibre no mundo.

Patégeno Sinonimia Local de Referéncia
ocorréncia
Enterobacter sp. - Austrdlia Stirling 2004
Enterobacter cloacae subsp. Enterobacter cloacae (Jordan) EUA Nishijima et al.
cloacae (Hormaeche e Hormaeche e Edwards 2004
Edwards ) Hoffmann et al.
Dickeya chrysanthemi  Erwinia chrysanthemi Burkholder, Austrélia, Maavolta J. e
(Brenner, Steigerwalt, McFadden e Dimock, Brasil Almeida 1998;
Miklos e Fanning) Samson, Pectobacterium chrysanthemi Stirling  2002;
Legendre, Christen, Saux, (Burkholder, McFadden e Dimock) 2004
Achouak e Gardan Brenner, Steigerwat, Miklos e
Fanning

Ralstonia solanacearum Pseudomonas solanacearum Smith  EUA, india  Ishii e Aragaki
(Smith  E.F.) Yabuuchi, E.F. raca4 1963; Dake e
Kosako, Yano, Hotta e Edison 1989
Nishiuchi, raca 4
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem derizomas de gengibre
3.1.1. Amostragem de rizomas com sintomas de podriddes durante
armazenamento refrigerado

Foram amostrados rizomas que apresentaram podriddo fangica durante o
armazenamento refrigerado, para isolamento direto, identificacdo e testes de
patogenicidade. A primeira amostragem foi realizada em novembro de 2006, apés 15
dias a 13 +1 °C em camara fria na Empresa Gaia Importacdo e Exportacdo Ltda,
localizada no municipio de Santa Leopoldina, ES (latitude 20°06’' 04" S, longitude
40031’ 47" W). Outra amostragem foi realizada em abril de 2009, apdés 90 diasa 13 +1
°C em camara fria no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federa de
Vigosa (UFV), em Vigosa, MG. As propriedades de origem destes rizomas estdo
localizadas no municipio de Santa Maria de Jetib4d ES (latitude 20°01'28"S,
longitude 40°44' 08" W).

3.1.2. Amostragem de rizomas com sintomas de podridfes no campo

Foram amostrados rizomas que apresentaram podridado durante a colheita, para
isolamento direto e indireto de fungos e isolamento de bactérias, além de
identificacéo e testes de patogenicidade dos organismos isolados. As coletas foram
realizadas em cinco propriedades do municipio de Santa Leopoldina, ES, em
setembro de 2008: ‘Califérnia’ (P1), ‘Rio Bonito’ (P2), ‘Holanda (P3), ‘ Caramur(’
(P4) e ‘Rio das Farinhas (P5). Em cada propriedade, foram coletados 20 rizomas de
tamanho ‘médio’ (entre 180 e 400g), apresentando algum tipo de podriddo, num total
de 100 rizomas. Os mesmos foram armazenados a 13+1 °C em camara fria durante

um periodo de quatro meses, no Departamento de Fitopatologia/ UFV.

3.2. Isolamento de fungos
Os isolamentos direto e indireto de fungos foram realizados de acordo com
Alfenas et al. (2007), utilizando-se meio BDA acrescido de rifamicina a 0,004 g/L.

Todos os rizomas amostrados foram avaliados.
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3.3. Identificacdo das espécies fungicas associadas

Os fungos isolados foram repicados para BDA e MEA (Extrato de Malte-Agar)
Zauza et al. (2007) a fim de induzir o crescimento micelial, e para 0 meio CVA
(Caldo de Vegetais-Agar) (Pereiraet al. 2007), afim de induzir a esporul ago.

As estruturas reprodutivas foram montadas em lactofenol ou lactofuccina e
observadas em microscopio de luz.

A identificagdo dos fungos foi baseada nas referéncias Genera of
Hyphomycetes (Carmichael et al. 1980), Compendium of Soil Fungi (Domsch et al.
2007), Combined Keys to lllustred Genera of Ascomycetes Vols. | e Il (Hanlin
1998), Illustred Genera of Ascomycetes Val. | (Hanlin 1990), The Coelomycetes,
fungi imperfect with pycnidia, acervuli and stromata (Sutton 1980), Fusarium
Species. An Illustred Manual for Identification (Nelson et al. 1983), The Fusarium
Laboratory Manua (Leslie e Summerell 2006), Alternaria — An Identification
Manua (Simmons 2007).

Andlise molecular

A identificacdo da espécie Fusarium graminearum Schwabe foi confirmada por
meio de andlise molecular. O isolado FNGO0O0L1 foi avaliado quanto a sua sequiéncia de
bases nitrogenadas na regido ITS (Internal Transcribed Sequence) do DNA
ribossomal, utilizando-se os oligonucleotideos sintéticos especificos ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITSA (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
(White et al. 1990). A extracdo de DNA seguiu o méodo CTAB (Murray e
Thompson 1980), utilizando-se col6nias desenvolvidas em meio liquido BD por 14
diasa 27 °C. O DNA extraido foi purificado utilizando-se o kit GFX PCR DNA Life
Science - GE Healthcare, quantificado por espectrofotometria em 1=260 nm, e
verificado o nimero de pares de bases por meio de eletroforese em gel de agarose
(g/L: 12,00) com brometo de etideo (uL/L: 1,00), utilizando-se um marcador. A
reacd0 de PCR (Polimerase Chain Reaction) foi composta de: 3 puL de DNA
purificado, 31,5 uL de &gua mili-Q autoclavada, 5 uL de Tampdo 10X, 3 uL do
primer ITS1, 3 pL do primer ITS4, 4 uL de dntp, 0,5 pL de Taqg polimerase. Os
fragmentos foram amplificados por PCR, seguindo a seguinte reagdo, em
termociclador PTC-100 — Programmable Thermal Controller — MJ Research Inc.:
passol: 95 °C/ 5 minutos; passo2: 94 °C/ 1 minuto; passo3: 58 °C/ 1 minuto; passo4:
72 °C/ 1 minuto; passo5: passos 2 a0 4 sao repetidos 38 vezes; passo6: 72 °C/ 5
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minutos; término: 4 °C. As seqliéncias senso e anti-senso obtidas foram manual mente
editadas para gerar a sequéncia consenso, por meio do programa ‘The Staden
Package’ vs.1.6.0 (Staden et al. 1999). Em seguida, foram alinhadas utilizando o
programa Clustal W (Haggins et al. 1994) e gjustadas manualmente por meio do
programa Mega 4.1 (Kumar et al. 2008). As espécies selecionadas para a andlise de
agrupamento estdo listadas na Tabela 3. A andlise de Neighbour Joining foi
realizada, sendo o modelo utilizado Kimura-2-Pardmetros (Kimura 1980). Os valores

do suporte bootstrap foram feitos com 1000 repetigdes.
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Tabela 3: Relagdo de espécies de Fusarium e seus respectivos codigos correspondentes a sequiéncias de nucleotideos daregido ITS do rDNA disponiveis no GenBank/NCBI
utilizadas para a andlise de agrupamento com sequiéncia do isolado SIMQO01.

Espécie Sinonimia Secao no género Codigo GenBank/ Referéncia
Fusarium Sequéncias|TS
'Giberella zeae Fusarium graminearum Schwabe; *Fg **Discolor DQ459831.1 -
Group2 GQ221859.1
NRRL413

GQ466391.1

GQ221858.1
'F. cortaderiae F. graminearum; G. zeae; * Fg Group2 **Discolor DQ459858.1 O'Donnell et al. 2004

DQ459857.1
!F. asiaticum F. graminearum; G. zeae; *Fg Group2 **Discolor AB289550.1 O'Donnell et al. 2004
'F. acaciae-mearnsii  F. graminearum; G. zeae; * Fg Group2 **Discolor DQ459852.1 O'Donnell et al. 2004
'F. boothii F. graminearum; G. zeae; *Fg Group2 **Discolor DQ459847.1 O'Donnell et al. 2004
'F. meridionale F. graminearum; G. zeae; *Fg Group2 **Discolor DQ459842.1 O'Donnell et al. 2004
. F. graminearum; G. zeae; * Fg Group2 ** Discolor DQ459839.1 O’'Donnell et al. 2004
austroamericanum
F. brasilicum F. graminearum; G. zeae; * Fg Group2 **Discolor DQ459861.1 O’'Donnell et al. 2004
. Giberella coronicola; *Fg Groupl ** Discolor DQ459871.1 (Aoki e O'Donnell
pseudograminearum 1999)
'F. vorosi - - FJ240315.1 -
'F. culmorum - **Discolor FJ537074.1 -
'F. crookwellense F. cerealis (Cooke) Saccardo **Discolor NBAIM784 -
'F. lunulosporum - - FLU85537 -

*: Fg Groups. Grupos do complexo de espécies Fusarium graminearum; Fg Groupl = F. pseudograminearum; Fg Group2 = F. graminearum [Leslie e Summerell (2006) consideram as espécies
deste grupo como F. graminearum);

**: Membros da Se¢&o Discolor geralmente ndo apresentam microconideos;

***: Membros as Se¢8o Sporotrichiella produzem microconideos.

1 Indicado pelo BLAST/NCBI (http:7/http:/fwww .ncbi.nim.nih.qgov/cgi-bin/BLASTY) quando aregido ITS rDNA do isolado SIM001 foi avaliada.

2 Semel hangas morfoldgicas e de coldnia com o isolado SIMOO1.

8. Utilizado como outgroup.



http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/

Tabela 3 (continuagéo): Relagdo de espécies de Fusarium e seus respectivos codigos correspondentes a seqiiéncias de nucleotideos daregido I TS do rDNA disponiveis no
GenBank/NCBI utilizadas para a andlise de agrupamento com segiiéncia do isolado d-P1R?7.

Espécie Sinonimia Secdo no género Codigo GenBank/ Referéncia
Fusarium SequénciasITS
°F. sporotrichioides  F.sporotrichiella var.sporotrichioides ***Sporotrichiella FN386269.1 -

°F. clamydosporum  F.sporotrichioides var.clamydosporum *** Sporotrichiella FJ545388.1 -
QG121289.1
GQ121312.1
FJ545396.1
FJ545407.1
FJ545398.1
FJ545389.1
FJ545405.1
FJ545400.1
FJ545392.1
FJ545399.1
FJ545394.1
FJ545395.1
FJ545402.1
FJ545393.1
GQ149773.1
GQ149770.1
°F. tricinctum G. tricincta; F.sporotrichioides var. ***Sporotrichiella AB470843.1 -
tricinctum AB470855.1
3F. solani N. haematococca Martiella & ZMS2973 -
Ventricosum

*: Fg Groups. Grupos do complexo de espécies Fusarium graminearum; Fg Groupl = F. pseudograminearum; Fg Group2 = F. graminearum [Leslie e Summerell (2006) consideram as espécies
deste grupo como F. graminearum);

**: Membros da Se¢do Discolor geralmente ndo apresentam microconideos;

***: Membros as Seg8o Sporotrichiella produzem microconideos.

2. semelhangas morfol égicas e de colénia com o isolado SIM0OL.
3: Utilizado como outgroup.


http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/

3.4. Testes de patogenicidade dos fungos isolados
3.4.1. Capacidade de colonizacdo da superficie cortada

Rizomas sadios foram lavados em &gua corrente e sanitizados com imersdo em
hipoclorito de sodio a 10 g/L por 5 minutos e cortados com faca previamente
flambada em fatias de aproximadamente 3 mm de espessura. Um disco de micélio de
9 mm de didmetro de colbnias desenvolvidas em BDA por 14 dias, a 27 °C, em
camara de crescimento, foi disposto sobre cada fatia de rizoma de gengibre. Estes
foram incubados por 14 dias a 27 °C, em camara Umida previamente esterilizada,
composta por placa de Petri, trés camadas de papel filtro umedecidos com agua
destilada e um anteparo de vidro. Foram utilizados trés isolados por espécie, com trés
repeticoes (fatias de rizoma) para cada isolado, num total de nove repeticbes por
espécie fungica. Como controle, foi utilizado discos de BDA. Somente para aqueles
fungos que foram capazes de colonizar a superficie cortada, realizou-se o teste de

capacidade de colonizagao a partir da superficie perfurada, com rizomas inteiros.

3.4.2. Capacidade de colonizacédo e de incitar podriddo a partir da superficie
perfurada

Rizomas sadios foram sanitizados, como descrito no item 3.4.1., perfurados
com haste metdlica de 1 mm de diémetro, previamente flambada. Foram feitos trés
conjuntos de furos em cada rizoma constituidos de cinco furos cada, sobre o0s quais
colocaram-se discos de micélio de 9 mm de didmetro de col6nias desenvolvidas em
BDA por 14 dias a 27 °C em camara de crescimento, totalizando-se trés discos de
micélio para cada rizoma. O teste foi realizado utilizando-se trés rizomas por espécie
fangica. Como controle, foi utilizado discos de BDA. Apds o0 posicionamento dos
discos de micélio sobre os furos, cobriram-se os mesmos com filme de PVC, e os
rizomas foram acondicionados em cémara Umida composta por sacos plasticos de
polietileto de baixa densidade (PEBD) e pedacos de algodéo umedecido, por 14 dias
e temperatura em torno de 25°C. Os sacos foram abertos diariamente por 1 minuto,
para extravasamento do excesso de CO,. Apds o periodo de incubagdo, 0s rizomas
foram cortados transversalmente no loca de inoculacdo para a observacdo dos

sintomas.

17



3.5. Isolamento de bactérias

Adotou-se, com modificagdes, 0 isolamento proposto por Nishijima et al.
(2004) para E. cloacae em rizomas de gengibre: imersdo dos fragmentos de gengibre
em dcool absoluto; flambagem; imersdo em é&gua destilada esterilizada por 2
minutos, imersdo da alca de repicagem na &gua; riscagem de estrias compostas em
placa de Petri com meio Nutriente-Agar (NA); incubacio a 27°C por 48 horas;
repicagem de col6nias isoladas.

Rizomas com podriddo-mole, apresentando odor fétido, tecidos macerados e
presenca de pus bacteriano na superficie cortada foram utilizados para isolamento
com o toque da aca de repicagem diretamente no pus bacteriano, seguindo-se da
realizacdo de estrias compostas em placa de Petri com NA. Apds incubagéo a 27°C

por 48 horas, as colonias isoladas foram repicadas.

3.6. Testes de patogenicidade de bactérias

Para determinar a patogenicidade dos isolados bacterianos, foram feitas
inocul agdes em superficie cortada de rizomas, de acordo com Nishijima et al. (2004),
com modificagdes, e seguindo-se 0s passos. imersao dos rizomas sadios em solucéo
de hipoclorito de sodio a 10 g/L por 5 minutos; corte de fatias de aproximadamente
3 mm de espessura; disposi¢ao dos discos de rizoma em camara Umida, formada por
placa de Petri esterilizada e trés camadas de papel-filtro esterilizadas umedecidas
com &gua destilada esterilizada, com quatro discos de rizoma por placa por isolado.
As fatias foram inoculadas utilizando-se bactérias crescidas por 48 horas em meio
NA a 27°C, e os resultados foram avaiados apds 6 dias de incubagdo a 27°C. Foi
utilizado como controle discos de rizoma ndo inoculados, com trés repeticoes. Os
isolados que causaram algum tipo de sintoma nas fatias de rizoma, descoloragdo ou
podriddo, foram submetidos a novos testes. O ‘2° teste’ foi realizado da mesma
forma que o primeiro, mas diferindo pela presenca de um anteparo de vidro para
apoiar um disco de rizoma por placa, separando assim 0 segmento de gengibre do
papel filtro umedecido. O ‘3° teste’ foi feito semelhantemente ao primeiro, sem o
anteparo de vidro. Os isolados que apresentaram repetibilidade em apresentar

resultado positivo para sintomas de doengas foram sel ecionados para a identificagéo.
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3.7. Identificacdo de espécies bacterianas

As identificacbes em nivel de género e espécie dos isolados bacterianos
patogénicos foram redlizadas, principamente, com base nas caracteristicas
bioquimicas descritas no Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic
Bacteria (Schaad et al. 2001) e no Bergey’s Manua of Systematic Bacteriology
Vol.2 (Brenner et al. 2005). Todos o0s testes foram repetidos pelo menos duas vezes.
Também foi redlizada a andlise do perfil de acidos graxos, utilizando-se as
bibliotecas IR2A 1.0 e ITSA 1.0 do sistema Sherlock® Midi (Midi, Newark, DE).

Para a realizacdo dos testes de identificagdo em nivel de género, os isolados
bacterianos foram previamente semeados em meio NA e incubados por 48 horas a 27
°C. Os testes realizados foram reagcdo de Gram (Ryu 1940), crescimento anaerébio
(Hugh e Leifson 1953), fluorescéncia sob luz UV (King et al. 1954), oxidase e urease
(Schaad et al. 2001).

Os testes feitos para identificacdo em nivel de espécie foram realizados
utilizando-se col6nias previamente crescidas por 48 horas a 27°C em meio de Kado e
Heskett liquido (1970). Os testes realizados foram desidrolase argininica (Thornley
1960); formagdo de levana, utilizagcdo dos aglcares sacarose, D-manose, D-manitol,
D-maltose, D-trealose, L-arabionose ou eritritol como Unica fonte de carbono,
liquefacdo de gelatina (Schaad et al. 2001); podriddo em tubérculos de batata
(Schaad et al. 2001), reducéo de nitrato a N, (Fahy e Parsley 1983), lisina e ornitina

descarboxilases (Mo€ller 1955) e andlise do perfil de &cidos graxos.
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RESULTADOS

4.1. Fungos
4.1.1. Fungos associados

As espécies fungicas encontradas na primeira amostragem feita durante
armazenamento refrigerado, em Santa Leopoldina, ES, foram Acrostalagmus |uteo-
albus, Acremonium murorum, Fusarium graminearum e Lasiodiplodia theobromae,
Sclerotium rolfsii. Nesta amostragem, S. rolfsii apresentou ocorréncia em rizomas
muito superior que as demais espécies fungicas (dados ndo mostrados). Na segunda
amostragem feita durante armazenamento refrigerado, em Santa Maria de Jetibg, ES,
A. luteo-albus, F. graminearum e Fusarium oxysporum foram encontrados nos
rizomas.

A partir dos rizomas com podrid&o coletados em campo, foram obtidos cerca de
330 isolados fungicos, somando-se os isolados dos isolamentos direto e indireto, com
um total de 16 espécies, listadas na Tabela 4.

A maior média de ocorréncia foi de F. oxysporum, com cerca de 74%, sendo
maior ou igual a 60% em todas as propriedades. A maior incidénciafoi observada na
propriedade 4, onde quase 86% dos rizomas amostrados apresentaram o fungo
(Tabela4). A segunda maior média de ocorréncia, de aproximadamente 31%, foi de
F. graminearum, chegando a 48%, na propriedade 1 (Tabela 4).

Encontrou-se 14 diferentes espécies por meio do método de isolamento direto, e
10 espécies por meio do isolamento indireto. A metade das espécies foi isolada por
meio de ambos os métodos de isolamento utilizados (Tabela 5).

Muitas espécies apresentaram um numero de isolados aproximado, ao
comparar-se um método com o outro. No entanto, para F. oxysporum, verificou-se
um numero de isolados provenientes do isolamento direto duas vezes maior em

relacdo ao isolamento indireto (Tabelab).
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Tabela 4: Porcentagem de ocorréncia para espécies fungicas encontradas nos rizomas col etados em

campo, em cinco propriedades.

Fungo Ocorréncia (%)

P1 P2 P3 P4 P5 Média
Acrostalagmus luteo-albus 00,00 04,76 00,00 00,00 04,76 01,90
Alternaria tenuissima 14,28 04,76 00,00 00,00 00,00 03,81
Aspergillus niger 00,00 04,76 00,00 04,76 00,00 01,90
Chaetomium sp. 00,00 00,00 00,00 09,52 00,00 01,90
Curvularia geniculata 04,76 00,00 00,00 00,00 00,00 00,95
Epicoccum sp. 00,00 04,76 05,00 00,00 00,00 01,95
Fusarium graminearum 47,62 23,81 20,00 28,57 33,33 30,67
Fusarium oxysporum 66,66 76,19 60,00 85,71 80,95 73,90
Fusarium semitectum 00,00 04,76 05,00 19,05 00,00 05,76
Fusarium solani 19,05 42,86 30,00 14,28 00,00 21,24
Mucor hiemalis 00,00 00,00 00,00 04,76 00,00 00,95
Nigrospora oryzae 9,75 0,00 0,00 0,00 14,28 4,81
Nigrospora sphaerica 9,75 4,76 15,00 0,00 0,00 5,90
Penicillium commune 00,00 14,28 00,00 00,00 00,00 02,86
Verticilliumsp. (1) 00,00 00,00 10,00 09,52 00,00 03,90
Verticilliumsp. (2) 00,00 00,00 10,00 04,76 04,76 03,90

P1 a P5: propriedades onde foram feitas as coletas.

Tabela 5: NUmero de isolados flngicos encontradas nos rizomas coletados em campo, em cinco

diferentes propriedades, para o isolamento direto (D) e parao isolamento indireto (1).

Fungo n° deisolados em cada tipo deisolamento
P1 P2 P3 P4 P5 Média

D I D | D I D | D | D I
Acrostalagmus luteo-albus o o o0 1 0 O O o o0 1 o 04
Alternaria tenuissima 2 1 1 0 0 0O 0 0O 0 o0 o6 02
Aspergillus niger 0O 0 1 0 O O 1 0 0 0 o4 0
Chaetomium sp. o o 0o O O O 1 2 0 0 02 04
Curvularia geniculata 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 02 0
Epicoccum sp. o 0o 1 0 1 0O 0O 0 0 0 o4 0
Fusarium graminearum 7 4 5 1 3 4 4 4 5 2 48 38
Fusarium oxysporum 11 11 12 11 11 3 18 4 17 4 138 66
Fusarium semitectum o o 1 0o 1 0o 3 0O 0 0 1 0
Fusarium solani 2 2 7 5 5 1 2 1 0 0 32 1,8
Mucor hiemalis 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 02 0
Nigrospora oryzae o 2 0 O O O O o o 3 o0 1
Nigrospora sphaerica 0O 2 1 0 O 3 O 0 0 0 02 1
Penicillium commune o o0 2 2 0 O O O 0 0 04 04
Verticilliumsp. (1) O o0 0O O 2 0O 2 0O 0 0 o8 0
Verticilliumsp. (2) o o0 0o O O 1 1 O O 0 02 02

P1 a P5: propriedades onde foram feitas as coletas.
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4.1.2. Caracterizagdo molecular

A identificacdo de F. graminearum foi confirmada por meio da andise da
regido ITS rDNA do isolado FNGOO1. O alinhamento das seqliéncias de varias
espécies morfol ogicamente préximas alocou o isolado no “Clado Fg', composto pelo
complexo de espécies ‘ Fusarium graminearum Group 2' (Fg Group 2) (O’ Donnell
et al. 2004), consideradas por Ledie e Summerell (2006) como a mesma espécie
biolégica, F. graminearum (Figura 1). Apesar da espécie Fusarium
pseudograminearum, pertencente ao Fg Group 1 (Aoki e O’'Donnell 1999), estar
agrupada no Clado Fg, foi descartada a possibilidade do isolado ser identificado
como F. pseudograminearum, devido a caracteristicas morfologicas e bioldgicas
(dados ndo mostrados). As seqiiéncias das espécies do “Clado Fg' foram distinglidas
das demais espécies com suporte de bootstrap de 97%. As espécies da Secdo
Sporotrichiella apresentaram elevada dissimilaridade em relacdo as espécies da
Secdo Discolor, incluindo o isolado FNGO001 (Figura1).
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F. cerealis NBAIM784 \

F. cortaderiae DQ459858.1
F. asiaticum AB289550.1
F. vorosii FJ240315.1
F. culmorum FJ537074.1
G. zeae DQ459831.1

F. acaciae-mearnsii 459852.1
G. zeae GQ221859.1
| G.zeae NRRL413

“Clado
F. cortaderidae DQ459857.1 -

Fg
G. zeae GQ466391.1

F. lunulusporum FLU85537
F. boothi DQ459847.1
G. zeae GQ221858.1

97 F. meridionale DQ459842.1

F. austroamericanum DQ459839.1

99 L F. brasilicum DQ459861.1 }

F. pseudograminearum DQ459871.1

99 F. sporotrichioides FN386269.1

F. culmorum FJ537074.1

F. chlamydosporum FJ545392.1

- F. chlamydosporum GQ121289.1
{— F. chlamydosporum FJ545393.1

F. chlamydosporum FJ545396.1

F. chlamydosporum 545407.1
F. chlamydosporum FJ545399.1
F. chlamydosporum GQ121312.1

—1 F. chlamydosporum DQ545388.1
F. chlamydosporum FJ545395.1

F. chlamydosporum FJ545400.1
F. chlamydosporum FJ545398.1
F. chlamydosporum FJ545389.1
F. chlamydosporum FJ545393.1
F. chlamydosporum FJ545394.1

76 F. chlamydosporum FJ545302.1

100 | F. chlamydosporum GQ149773.1
| F. chlamydosporum GQ149770.1

75 r F. tricinctum AB470843.1

100l F. tricinctum AB470855.1

F. solani ZMS2973

0.01

Figura 1. Arvore filogenética obtida com base em seqiiéncias da regi&o 1TS do DNA ribossomal utilizando a
andlise de Neighbour Joining (Kimura 2-parameters). Valores do suporte de bootstrap com 1000
repeticoes.
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4.1.3. Patogenicidade dos fungos associados

No teste redizado para avaliar a capacidade de colonizacdo de superficie
cortada, dezesseis das dezenove espécies encontradas apresentaram resultado
positivo (Tabela 6). Ao avaliar os resultados obtidos (Figuras 3 e 4), verificou-se que
os fungos M. hiemalis (Figura 3-E), N. oryzae (Figura 3-F) e Verticillium sp. (2)
(Figura 3-1) ndo foram capazes de colonizar a superficie cortada, ndo havendo

desenvolvimento micelial a partir dos discos utilizados para a inocul agéo.

Tabela 6: Testes de patogenicidade de isolados flingicos encontrados em rizomas de gengibre.
Fungo Resultados

Colonizag8o sup. cortada  Colonizagdo sup. perfurada  Podriddo
+
+

+

A. murorum

A. luteoalbus

A. tenuissima

A. Niger

Chaetomium sp.

C. geniculata

Epicoccum sp.

F. graminearum

F. oxysporum

F. semitectum

F. solani

L. theobromae

M. hiemalis

N. oryzae

N. sphaerica

P. commune

S rolfsii

Verticilliumsp. (1)

Verticillium sp. (2)
NR: ndo realizado.

+ + + +

IR St S S S S S R
+ 0+ 4+ 4+
1 + 4+

2
Py
2
Py

+ 4+ + +
+
+
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Figura 2: Resultados do teste de patogenicidade apds 14 dias a 27°C, para colonizagdo de superficie cortada de
rizomas de gengibre inoculados com discos de micélio de culturas desenvolvidas em BDA por 14
dias a 27°C. A, Fusarium oxysporum; B, Fusarium graminearum; C, Fusarium solani (no detalhe,
formagao de esporodéquios); D, Fusarium semitectum; E, Acremonium murorum; F, Acrostalagmus
luteo-albus; G, Lasiodiplodia theobromae; H, Sclerotiumrolfsii; |, Alternaria tenuissima.
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Figura 3: Resultados do teste de patogenicidade apds 14 dias a 27°C, para colonizagdo de superficie cortada de
rizomas de gengibre inoculados com discos de micélio de culturas desenvolvidas em BDA por 14
diasa 27°C. A, Aspergillus niger; B, Chaetomium sp.; C, Curvularia geniculata; D, Epicoccum sp.
(no detalhe, esporulagdo); E, Mucor hiemalis; F, Nigrospora oryzae; G, Penicillium commune; H,
Verticillium (1); 1, Verticillium (2).
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Dentre as dezesseis espécies consideradas positivas para o primeiro teste, treze
foram positivas para o teste de colonizagdo da superficie perfurada, e seis espécies
foram capazes de causar podridéo (Tabela 6). Durante a avaliagdo dos resultados do
teste (Figuras 4 e 5), considerou-se como positivas aguelas espécies que
apresentaram desenvolvimento micelial no interior das perfuragbes feitas nos
rizomas.

O sintoma de podriddo causado por F. oxysporum se caracterizou pelo
escurecimento dos tecidos epidérmicos, hipodérmicos e corticais proximos ao local
de inoculacdo, pela depressdo provocada na superficie onde foi posicionado o
inoculo, além da colonizagdo micelial de coloracdo branca, dos tecidos internos e a
superficie epidérmica (Figura 4A). Nos rizomas com sintomas causados por infeccdo
natural, observou-se desde um escurecimento (bronzeamento) até a podriddo negra
dos tecidos vasculares (Figura 6A).

A podriddo causada por F. graminearum causou escurecimento de tecidos
epidérmicos, hipodérmicos e corticais adjacentes ao local da inoculacdo, depressdo
superficial a partir do local de inoculacdo, desenvolvimento micelial de coloragéo
vermelha e branca nos tecidos internos e na superficie epidérmica, aém da producdo
de uma pigmentacdo avermelhada nos locais de colonizagdo (Figura 4B). Nos
rizomas com infeccdo natural foi observado, interna e externamente, abundante
desenvolvimento de micélio branco e vermelho, além de abundante producdo de
pigmento avermelhado (Figura 6B).

Acremonium murorum apresentou desenvolvimento micelial de coloragdo preta
no interior nos orificios, tendo provocado o escurecimento de tecidos epidérmicos e
hipodérmicos periféricos ao loca da inoculagdo (Figura 4E). Foi observada a
colonizacdo de micélio preto na regido vascular de rizomas com infegdo natural do
fungo (Figura 6D).

O fungo A. luteo-albus produziu, de forma abundante, micélio de coloracéo
alaranjada no interior dos orificios feitos, aém do escurecimento de tecidos
epidérmicos e hipodérmicos proximos ao local da inoculagdo (Figura 4F). Nos
rizomas infectados de forma natural verificou-se 0 desenvolvimento micelial de
coloragdo alaranjada, em regides internas espostas por cortes (Figura 6C).

Lasiodiplodia theobromae foi responsavel pela colonizagdo micelial de
coloragdo preta no interior dos orificios e na superficie dos rizomas, tendo causado

também escurecimento dos tecidos epidérmicos e hipodérmicos adjacentes ao local
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de inoculagdo (Figura 4G). Verificou-se a presenca de micélio de coloragdo preta e
branca, aém do desenvolvimento de picnidios, em superficies cortadas de rizomas
com infecgdes naturais do fungo (Figura 6E).

O sintoma de podridéo provocado por S. rolfsii ocorre com o desenvolvimeto
micelial de coloracdo branca no interior das perfuracOes feitas, escurecimento de
tecidos epidérmicos, hipodérmicos e corticais adjacentes e a depressdo dos tecidos
superficiais sob o local dainoculacdo (Figura 4H), além de uma répida col onizacéo,
inclusive, da superficie epidérmica dos rizomas (dados ndo mostrados). Quando os
sintomas provocados por infeccdo natural foram avaliados, verificou-se a uma
colonizagdo generalizada de micélio branco, aém da producdo de numerosos

esclerddios (Figura 6F).
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Figura 4: Resultados do teste de patogenicidade apés 14 dias a 25°C, para colonizagao de superficie perfurada e
podriddo de rizomas de gengibre inoculados com discos de micélio de culturas desenvolvidas em
BDA por 14 dias a 27°C — visualizagdo de cortes transversais dos rizomas. A, Fusarium oxysporum;
B, Fusarium graminearum; C, Fusarium solani; D, Fusarium semitectum; E, Acremonium
murorum; F, Acrostalagmus luteo-albus; G, Lasiodiplodia theobromae; H, Sclerotiumrolfsii.
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Figura 5: Resultados do teste de patogenicidade apds 14 dias a 25°C, para colonizagdo de superficie perfurada e
podriddo de rizomas de gengibre inoculados com discos de micélio de culturas desenvolvidas em
BDA por 14 dias a 27°C — visualizag&o de cortes transversais dos rizomas. A, Alternaria tenuissima;
B, Aspergillus niger; C, Chaetomium sp.; D, Curvularia geniculata; E, Epicoccum sp.; F,
Penicillium commune; G, Verticillium (1); H, Verticillium (2).
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Figura 6: Sintomas e sinais de podriddes causadas por Fusarium oxysporum (A), Fusarium graminearum (B),
Acrostalagmus  luteo-albus (C), Acremonium murorum (D), Lasiodiplodia theobromae (E),
Slerotiumroalfsii (F) em rizomas de gengibre.
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4.2. Bactérias
4.2.1. Bactériasisoladas de rizomas coletados no campo

Foram observados quatro tipos de coldnias bacterianas a partir dos isolamentos
realizados: coloragdo creme, branca, amarela ou vermelha. Observou-se que as
colbnias de coloracdo branca ficaram semelhantes aquelas de coloracéo creme, apos
repicagens sucessivas. Foram isoladas, purificadas e utilizadas para testes de
patogenicidade 98 isolados de bactérias, a partir de 100 rizomas de gengibre

sintomaticos.

4.2.2. Testes de patogenicidade de bactérias

Dentre os 98 isolados avaliados no 1° teste, 12 foram capazes de incitar
podriddo-mole (Tabela 7), ou sga, cerca de 10% dos isolados. Todos estes
apresentaram colonias de coloragdo creme quando em meio NA. Muitos destes
apresentaram sintomas de podrid&o associados a caracteristica de odor fétido. Apenas
trés isolados causaram podridao-mole quando realizado o 2° teste, BAC001, BAC003
e BACO007, e apenas BACO0L1 incitou a liberagdo de odor fétido. Quando avaliado o
3 teste, verificou-se gque cinco isolados foram capazes de provocar o sintoma de
podriddo-mole. Todos estes incitaram o sintoma associado ao odor fétido
caracteristico. Os isolados BAC001, BACO003, BAC005, BACO06 e BAC012 foram
utilizados para os testes diagndsticos devido aos resultados positivos obtidos em pelo
menos dois dos testes. O isolado BACO07 ndo foi utilizado porque perdeu a
patogenicidade.

Os sintomas de podriddo-mole resultantes dos testes de patogenicidade feitos,
sem ou com anteparo de vidro, podem ser visuaizados nas Figuras 7C e D e nas
Figuras 7E e F, respectivamente. Observou-se o0 amolecimento seguido da maceracéo
dos tecidos, aspecto encharcado e, em muitos casos, odor fétido (Tabela 7).

As Figuras 7A e B ilustram a podriddo-mole de um rizoma com infecgdo
bacteriana natural, no qual se observou amolecimento e desfragmentacéo
generalizada dos tecidos, aspecto encharcado, escurecimento epidérmico, odor
fétido, e pus bacteriano. O isolado BACO012, associado a este rizoma, foi identificado

como E. cloacae subsp. cloacae.
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Tabela 7: Resultados dos testes de patogenicidade dos isolados bacterianos inoculados em discos de

rizoma de gengibre incubados em cédmara Umidaa 27° C por 6 dias.

I solado
Podriddo-mole Odor fétido

1°teste— 2°teste — 3 teste— 1°teste— 2°teste — 3 teste—

Sem

anteparo anteparo anteparo anteparo anteparo anteparo
BACO001 + + + + + +
BACO002 + - - + - -
BACO003 + + + + - +
BACO004 + - - + - -
BACO005 + - + - - +
BACO006 + - + - - +
BACO007 + + - - - -
BACO008 + - - - - -
BACO009 + - - - - -
BACO010 + - - - - -
BACO11 + - - - - -
BACO012 + - + + - +
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Figura 7: Sintomas naturais de podriddo-mole em rizomas de gengibre causados por bactérias
pectinoliticas (A e B). Resultado de teste de patogenicidade em discos de rizoma de
gengibre com inoculagéo de bactérias crescidas por 48 horas em meio NA a 27°C seguido

de incubagdo por seis dias a 27°C, sem (C e D) e com anteparo de vidro (E e F).



4.2.3. Identificacéo de bactérias

De acordo com os testes diagnésticos realizados, identificou-se o isolado
BACO001 como Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula, assemelhando-se aos
biovares |l eIV (Schaad et al. 2001) (Tabela 8). O perfil de &cidos graxos do isolado
indicou duas espécies de Pseudomonas, P. fluorescens, com indices de similaridade
de 0,71 e 0,40 para as bibliotecas Sherlock® ITSA e IR2A, respectivamente, e
Pseudomonas putida (Trevisan) Migula, com indices de similaridade de 0,73 € 0,71
para as bibliotecas Sherlock® ITSA e IR2A, respectivamente (Tabela 8). No entanto,
as caracteristicas bioquimicas associadas ao histérico de patogenicidade das espécies
na literatura descartaram a possibilidade do isolado ser identificado como P. putida
(Schaad et al. 2001; Brenner et al. 2005).

De acordo com os testes diagndsticos redizados, os isolados BACO003,
BACO005, BAC006 e BAC012 apresentaram caracteristicas semelhantes entre si, com
excecdo para os testes de urease, L-arabinose e ornitina e lisina descarboxilases
(Tabela 9). Estes isolados apresentaram perfil de &cidos graxos de alta similaridade
com E. cloacae subsp. cloacae, em pelo menos uma das bibliotecas Sherlock®
consultadas (ITSA e IR2A), variando de 71 a 81% de similaridade (Tabela 9). As
caracteristicas bioquimicas e o perfil de acidos graxos (Tabela 9) apresentados por
estes isolados sd0 compativels com a espécie E. cloacae subsp. cloacae, de acordo
com Brenner et al. (2005), Nishijima et al. (2004) e Hoffmann et al. (2005).
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Tabela8: Relacdo de caracteristicas bioquimicas e de perfil de acidos graxos do isolado identificado

como Pseudomonas fluorescens, isolado de rizoma de gengibre.

Teste Isolado *P, fluorescens *P, *P, *P. putida
BACO001 bvl bvil bvlll bvlV bvw marginalis viridiflava bvA bvB

Gram - - - - - - - - - -
Crescimento + + + + + + + + + +
aerébio
Crescimento - - - - - - - - - -
anaerobio
Fluorescéncia + + + + + + + + + +
em meio B de
King
Oxidase + + + + + + + + + -
Urease - - - - - - - - - -
Levana + + + - + - + - - -
Arginina - + + + + + + - + +
dehidrolase
NO; aN, + - + + + - - - - -
Liguefacdo de + + + + + - Nd + - -
gelatina
Podriddo-mole + + + + + + Nd + - -
em batata
Utilizagdo de + + + - + D + - - D
Sacarose
Utilizagdo de + + + d + D + - - -
D-trealose
** Similaridade A71
com o perfil de 840
acidos graxos
de
P.fluorescens,
em %
**Smilaridade 73
comoperfilde 871
&cidos graxos
de P.putida,
em %

*Dados de Brenner et al. (2005) e Schaad et al. (2001); ** * Biblioteca MIS Sherlock® ITSA; B
Biblioteca MIS Sherlock® IR2A.
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Tabela 9: Relagdo de caracteristicas bioquimicas e de perfil de acidos graxos do isolado identificado
como Enterobacter cloacae subsp. cloacae, isolado de rizoma de gengibre.

Teste Cddigo doisolado *E. * Pectobacterium
BAC003 BACO005 BAC006 BACO12 cloacae spp.

subsp.

cloacae
Gram - - - - - -
Crescimento + + + + + +
agroébio
Crescimento - - - - - -
anaerdbio

Fluorescéncia - - - - - -
em meio B de

King

Oxidase - - - - - Nd
Urease - - - + **\/ -
Liquefacdo de - - - - - Nd
gelatina

Ornitina + - + + + -
descarboxilase

Lisina - - + - - -
descarboxilase
Utilizacdo dos
seguintes
aclcares:
D-Manose
D-Manitol
D-Maltose
D-Tredose
L-Arabinose - - -
Eritritol -

+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +

+ + + + +

+ + + + +

***Similaridade  “00 A71 ATT 200
como padrdo de  ®81 B78 500 B79
acidos graxos de

E. cloacae

subsp. cloacae,

em %

*Dados de Brenner et al. (2005); **V: varidvel (65%); *** * Biblioteca MIS Sherlock® ITSA; B
Biblioteca MIS Sherlock® IR2A.
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5. DISCUSSAO

Dentre as seis espécies fungicas isoladas consideradas capazes em incitar
podriddo nos rizomas, trés foram encontradas tanto nas amostragens feitas durante
armazenamento refrigerado como nagquelas feitas em campo, A. luteo-albus, F.
graminearum e F. oxysporum. No entanto, A. murorum, L. theobromae, S rolfsii
foram encontrados apenas durante o armazenamento refrigerado, provavelmente por
ser esta uma situacdo mais favoravel para estes patégenos, por meio de uma possivel
contaminagcdo presente nas camaras frias ou mesmo devido ao clima e a época do
ano. Apesar do critério de amostragem ndo ter sido 0 mesmo para packing-house e
campo, as duas espécies com maior média de incidéncia conforme a avaliacdo de
campo, F. oxysporum e F. graminearum, foram encontradas também em packing-
house.

Ao redizar dois métodos de isolamento, esperava-se que as espécies
encontradas na superficie epidérmica fossem predominantemente saprobios, e que os
agentes etiolégicos de doencas, encontrados principalmente em tecidos internos,
como a hipoderme e o cortex. No entanto, observou-se uma distribuicéo equilibrada
na localizago das espécies consideradas saprobias e aguelas fitopatogénicas, tendo
sido encontradas tanto por meio de isolamento direto como por meio do isolamento
indireto (Tabela 5). No entanto, os resultados mostraram que € necessaria a
realizacdo dos dois métodos de isolamento durante o trabalho de diagnose de
doencas em pds-colheita de gengibre, pois é possivel que uma espécie fitopatogénica
deixe de ser isolada e identificada se apenas um método for utilizado. Acrostalagmus
luteo-albus, por exemplo, apenas foi isolado por meio de isolamento indireto, para as
amostras de campo (Tabela5).

Quando as amostragens foram realizadas em packing-house, identificaram-se
seis espécies flngicas, e para as amostragens de campo, dezesseis espécies. Além do
menor numero de amostragens e apenas um método de amostragem, € esperado que
amostragens realizadas em packing-house apresentem menor nimero de espécies
fungicas, pois nesta etapa da pos-colheita os rizomas ja foram selecionados, lavados,
curados e cicatrizados, além de estarem sob armazenamento refrigerado.

Um grande nimero de espécies mostrou resultado positivo para o teste de
colonizacdo da superficie cortada (Tabela 6). Esta superficie consiste em tecidos

corticais que normamente ficam expostos por meio de cortes feitos durante o
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processamento pds-colheita, caso ndo haja uma etapa de cura e cicatrizagdo, ou sea,
a formag&o de uma camada de stber (Lana 1991). Os fungos capazes em colonizar
estes cortes foram tanto patogénicos como oportunistas (Figuras 2 e 3), ressaltando-
se que a inoculacdo foi feita em tecidos recém-cortados, néo-cicatrizados. 1sso
demonstrou a importancia da etapa de cura e cicatrizacdo no processamento do
gengibre.

No segundo teste feito, pequenos furos a partir da superficie epidérmicaforam o
ponto inicial do desenvolvimento dos fungos. Muitos foram capazes de desenvolver
algum crescimento micelial ao longo das perfuragBes, que consistiam de canais
formados de epiderme, hipoderme e cértex. No entanto, poucos foram capazes de
provocar alteragdes visuais nos tecidos colonizados, como escurecimento ou
depresséo (Figuras 4 e 5). Estes resultados mostraram que ferimentos contribuem
para a infeccdo de fungos causadores de podriddo, sendo necessario evitalos ao
maximo durante 0 manuseio dos rizomas na colheita e a0 longo de todo o
processamento pos-colheita.

O fungo F. oxysporum é considerado um grave problema fitossanitario presente
em vérios paises produtores de gengibre, como EUA (Trujilo 1963), india (Dake e
Edison 1989) e Austrdia (Stirling 2004). Uma vez que o numero de isolados da
espécie associados a0 isolamento direto foi duas vezes maior em relacdo ao
isolamento indireto (Tabela 5), € provavel que as infeccbes podem ter origem tanto
devido ao indculo presente no solo como também, em grande parte, a entrada do
fungo por meio de ferimentos durante a pods-colheita, como demonstrado neste
trabalho (Figura4A).

Existem relatos recentes de F. graminearum como agente causal de podridéo de
tubérculos de batata durante armazenamento nos EUA (Ali et al. 2005; Burlakoti et
al. 2008), e este foi o primeiro relato de podriddo pés-colheita de rizomas de
gengibre causada por este fungo. Nota-se que enfermidades podem ser causadas a
homens e animais por meio de trés toxinas que podem ser produzidas pelo fungo,
zearalenona, nivalenol e deoxynivalenol (Greenhalgh et al. 1983), tornando o 6rgéo
infectado impréprio para 0 consumo.

Acremonium murorum foi relatado em gengibre, nos EUA, em rizomas oriundos
da China, no ano de 1946. A espécie A. stromaticum foi associada ao gengibre em
1975, na india (Farr e Rossman 2010). Acrostalagmus luteo-albus foi relatado para

gengibre em 1941, e identificado, na ocasido, como A. cinnabarinus, em rizomas de
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origem chinesa, interceptados na California, EUA (Far e Rossman 2010).
Lasiodiplodia theobromae foi relatado associado ao gengibre na india, em 1979 (Farr
e Rossman 2010). O fungo S. rolfsii € um cosmopolita capaz de infectar diversos
tubérculos, raizes tuberosas e rizomas, inclusive o e gengibre (Moreira et al. 2006), e
foi relatado para gengibre na Africado Sul, em 2000 (Farr € Rossman 2010).

Este é o primeiro relato de ocorréncia e de podriddo de rizomas de gengibre
causado por F. graminearum no mundo, e o primeiro relato de ocorréncia e de
podriddo de rizomas de gengibre causada por A. murorum e L. theobromae no Brasil.
E o primeiro relato de ocorréncia de Chaetomium sp., Epicoccum sp., F. semitectum,
N. sphaerica e P. commune em rizomas de gengibre no mundo, e o primeiro relato de
ocorrénciade A. tenuissima, A. niger, M. hiemalis, N. oryzae em rizomas de gengibre

no Brasil.

Um numero de doze isolados de bactérias patogénicas foi detectado durante a
amostragem de rizomas no campo. No entanto, conforme relataram Nishijima et al.
(2004), é possivel que um nimero maior de isolados de E. cloacae subsp. cloacae
estivesse associado aos rizomas. Os autores verificaram que E. cloacae subsp.
cloacae pode ocorrer em tecidos de gengibre sadios, e que esta espécie bacteriana
pode incitar a podriddo dos rizomas inicialmente saudaveis quando em condicoes
favoravels. Ao estudar outras espécies vegetais, Mclnroy e Kloepper (1995) e
Magnani (2005) verificaram que o0 mesmo pode ocorrer para P. fluorescens.

O 1° teste de patogenicidade de bactérias apresentou maior nimero de isolados
positivos para podriddo-mole em relacdo ao 2° teste. Assim, o 1° teste pode ter
favorecido condigbes adequadas para a expressdo da patogenicidade dos isolados,
pelo contato direto dos segmentos de rizoma com o papel-filtro umedecido.

A partir destas informagBes, verificou-se que é importante evitar o contato
direto com a agua durante 0 armazenamento, assim como a adequada secagem dos
rizomas apos lavagem.

O odor fétido ndo foi uma caracteristica presente em todos 0s rizomas com
podriddo-mole, e apenas um isolado apresentou o0 sintoma associado a este odor
durante o0 2° teste, ndo sendo uma caracteristica determinante na diagnose destas
bactérias.

As espécies de Pseudomonas conhecidas por provocar podridées em 6rgéos de

reserva vegetais sdo P. fluorescens, Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens e
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Pseudomonas viridiflava (Burkholder) Dowson (Hunter e Cigna 1981; Krejzar et al.
2008; Madavolta Jr. et al. 2008). No Brasil, ja foram relatadas P. viridiflava, em
aface, aho, batata, cebola, feijdo e mandioca, P. marginalis em alface, alho, cebola,
criséntemo, gérbera, mostarda e tomate, e P. fluorescens em alface, aho, batata,
cebola, filodendro e tomate (Malavolta Jr. et al. 2008). Também existem relatos de
podriddes em raizes tuberosas de parsnip (Pastinaca sativa) por P. viridiflava e P.
marginalis pv. pastinacae nos EUA (Hunter e Cigna 1981); podridédo por P.
marginalis em rizomas de copo-de-leite (Zantedeschia sp.) na Republica Tcheca
(Krejzar et al. 2008); e podridéo pos-colheita de brécolis por P. fluorescens no Reino
Unido (Cui e Harling 2006). Este € o primeiro relato de P. fluorescens causando
podriddo-mole em rizomas de gengibre no mundo, sendo também o primeiro relato
para Pseudomonas spp. causando doenga em gengibre, no mundo.

Diversas espécies de Enterobacter causam enfermidades em seres humanos,
incluindo algumas capazes de incitar a deterioracdo de tecidos vegetais, como E.
cloacae e Enterobacter sakazakii Farmer, Asburry, Hickman e Brenner.
Enterobacter cloacae subsp. cloacae ja foi relatada incitando a deterioragdo de
diversas espécies vegetais no mundo, tais como mamao, no Havai, EUA (Nishijima
et al. 1987), orquidea Odontioda, no Japdo (Takahashi et al. 1997), cebola, no
Colorado e Washington, EUA (Schwartz e Otto 2000; Schroeder et al. 2009),
gengibre, no Havai, EUA, e macadamia, no Havai, EUA (Nishijima et al. 2007). Na
Austrdlia, foi relatada a ocorréncia do género Enterobacter em rizomas de gengibre
(Stirling 2004). Keith et al. (2008) relataram a deterioracdo dos tecidos internos de
frutos de mamao por E. sakazakii no Havai, EUA. Este é o primeiro relato de E.
cloacae subsp. cloacae incitando podridéo de rizomas de gengibre no Brasil.

Neto (1997) avaliou linhagens de E. cloacae isoladas de plantas e de casos
clinico-hospitalares, por meio de serologia, eletroforese de proteinas totais e RAPD.
O autor concluiu que linhagens oriundas de vegetais possuem estreita relagdo com
aqueles de casos clinicos, apesar de ser possivel diferencia-los por meio dos métodos
estudados. Foi observado também que linhagens clinicas mostraram capacidade
fitopatogénica, causando o colapso interno de escamas de cebola.

Verificase ainda que muitos produtores de gengibre realizam a irrigacéo
utilizando corpos d agua inapropriadamente localizados adjacentes a currais, sendo

esta uma fonte de contaminacdo fecal, sendo necesséria a concientizacdo dos
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mesmos quanto ao risco desta contaminacdo a salde humana e a qualidade do

produto que comercializam.
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6. CONCLUSOES

Os fungos capazes de causar podriddo em rizomas de gengibre encontrados na
pos-colheita foram A. murorum, A. luteo-albus, F. graminearum, F. oxysporum, L.
theobromae e S rolfsii.

Os principais fungos causadores de podriddo em rizomas de gengibre
encontrados foram F. oxysporum e F. graminearum.

Este é o primeiro relato de podriddo de rizomas de gengibre causada por F.
graminearum no mundo, e o primeiro relato de podriddo de rizomas de gengibre
causada por A. murorum e L. theobromae no Brasil.

Este € o primeiro relato de ocorréncia e de podriddo de rizomas de gengibre
causada P. fluorescens no mundo e o primeiro relato de ocorréncia e de podridéo de

rizomas de gengibre causada E. cloacae subsp. cloacae no Brasil.
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