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RESUMO

A pitaia é uma frutifera promissora para o cultivo. Porém seu cultivo est4 sendo afetado por
varias doencas causadas por fungos e bactérias, além da curta vida Gtil pds-colheita dos frutos.
Objetivou-se com este trabalho (i) identificar a diversidade de espécies de fungos associadas
ao cultivo da pitaia (ii) isolar e identificar bactérias presentes na polpa de frutos sintomaticos
de pitaia (iii) avaliar a qualidade de frutos colhidos em trés niveis de coloracdo do exocarpo.
No primeiro experimento, para o isolamento dos fungos, utilizou-se fragmentos de material
vegetal, desinfestados, incubados em placas de Petri com meio malte (MA2%). Os 45
isolados de fungos obtidos foram agrupados em morfotipos e identificados até o nivel de
género e espécie. Oito isolados monospdricos das espécies do complexo Fusarium fujikuroi
(FFSC) foram identificados por morfotipo. Foram realizados cruzamentos com isolados
testadores das espécies. Realizou-se analise de filogenia molecular nos isolados Bipolaris
cactivora (CML 4000) e Alternaria alternata (CML 4001 e CML 4062). Cinco isolados dos
géneros Fusarium, Bipolaris e Alternaria foram testados quanto a patogenicidade em frutos e
cladodios. Os caracteres morfoldgicos das fases assexuada e sexuada dos isolados do FFSC
foram de acordo com a literatura. Para o isolado do morfotipo Fusarium proliferatum nao
houve cruzamentos férteis, ndo sendo possivel identificar o mating type e confirmar sua
identidade. Para os sete isolados de Fusarium verticillioides, todos foram identificados como
idiomorfo MAT-2. Pela analise filogenética, os isolados CML 4001 e CML 4062 foram
identificados como Alternaria alternata e CML 4000 como Bipolaris cactivora. As espécies
Bipolaris cactivora, Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides e Alternaria alternata
sdo patogénicas a cladddios e frutos de pitaia. Foi descrita pela primeira vez no Brasil, a
ocorréncia de Bipolaris cactivora em cladodios e frutos de pitaia maduros. Foi constatada a
associacdo dos géneros Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum, Nigrospora, Curvularia,
Botryosphaeria, Bipolaris e Fusarium em associa¢do com a pitaia. No segundo experimento,
para o isolamento e identificacdo das bactérias foram utilizadas aliquotas de 10 g da polpa de
frutos de pitaia com e sem sintomas, diluidas em 90 mL de &gua peptona estéril e
homegeneizadas em Stomacher® por 2 minutos. A contagem dos microrganismos foi
realizada em agar YEPG e a identificacdo pelo perfil proteico dos isolados em MALDI-TOF
MS. Pela anélise quimica mineral verificou-se que frutos com sintomas de mancha gelatinosa
apresentaram composicdo mineral maior para 0s micronutrientes boro, cobre e manganés.
Foram identificadas as bactérias Sphingobacterium multivorum, Microbacterium testaceum,
Pseudomonas  rhodesiae,  Microbacterium  arborescens,  Enterobacter  asburiae,
Microbacterium imperiale e Kocuria kristinae em polpas de pitaia com sintomas da mancha
gelatinosa. No terceiro experimento, para determinacdo do ponto de colheita, foram coletados
frutos em trés niveis de coloracdo do exocarpo (25%, 50% e 75%, respectivamente). Para a
interacdo niveis de coloragéo do exocarpo x espécies houve efeito significativo para massa do
fruto, firmeza da polpa, pH, solidos soltveis e acidez. Para o nivel de colora¢do do exocarpo
foram verificados efeitos significativos para todas as variaveis, excetuando a massa do fruto.
Com relagdo as especies foi verificado efeito significativo para espessura do exocarpo,
didmetro transversal e formato do fruto. Diferengas importantes nas caracteristicas massa do
fruto, firmeza da polpa, pH, solidos soluveis e acidez sdo encontradas ao se comparar 0S
frutos das espécies de polpa vermelha e branca. E indicado que os frutos sejam colhidos no
nivel 3 de coloracdo do exocarpo, com 75% de coloragao rosa do exocarpo.

Palavras-chave: Bipolaris cactivora. Complexo fujikuroi. Fitopatogenos. Hylocereus sp.
Microrganismos. Pds-colheita.



ABSTRACT

Pitaya is a promising fruit for cultivation. However, its cultivation is being affected by several
diseases caused by fungi and bacteria, as well as the short post-harvest life of the fruits. It was
aimed at this work; (i) identifying the diversity of fungi species associated with Pitaya culture;
(ii) isolating and identifying bacteria present in the pulp of symptomatic Pitaya fruits; (iii)
evaluating the fruits quality harvested at three exocarp staining levels. In the first experiment,
for the fungi isolation, fragments of plant material were used disinfested, incubated in petri
dishes with malt (MA2%). Forty-five fungi isolates obtained were grouped into morphotypes
and identified up to the level of genus and species. Eight monosporic isolates from the
Fusarium fujikuroi (FFSC) species were identified by morphotype. Crosses were performed
with testers isolated of species. Molecular phylogeny analysis was performed on isolates
Bipolaris cactivora (CML 4000) and Alternaria alternata (CML 4001 and CML 4062). Five
isolates from the Fusarium, Bipolaris and Alternaria genus were tested for pathogenicity in
fruits and cladodes. The morphological characters of the asexual and sexed phases from FFSC
isolates were according to the literature. For the Fusarium proliferatum morphotype isolate
there were no fertile crosses, and it was not possible to identify the mating type and confirm
its identity. For all seven Fusarium verticillioides isolates were identified as MAT-2
idiomorph. By phylogenetic analysis, isolates CML 4001 and CML 4062 were identified as
Alternaria alternata and CML 4000 as Bipolaris cactivora. Bipolaris cactivora, Fusarium
proliferatum, Fusarium verticillioides and Alternaria alternata species are pathogenic to
cladodes and pitaya fruits. It was described for the first time in Brazil, the Bipolaris cactivora
occurrence in cladodes and ripe pitaya fruits. It was found the association of the Alternaria,
Cladosporium, Colletotrichum, Nigrospora, Curvularia, Botryosphaeria, Bipolaris and
Fusarium genera in association with the pitaya. In the second experiment, for the bacteria
isolation and identification, aliquots were used, 10 g of the pitaya pulp fruit with and without
symptoms diluted in 90 mL of sterile peptone water and homogenized in Stomacher® for 2
minutes. The microorganisms counting were carried out in YEPG agar and the identification
by the protein profile of the isolates in MALDI-TOF MS. By mineral chemical analysis it was
observed that fruits with symptoms of gelatinous spot had a higher mineral composition for
micronutrients boron, copper and manganese. Sphingobacterium multivorum, Microbacterium
testaceum, Pseudomonas rhodesiae, Microbacterium arborescens, Enterobacter asburiae,
Microbacterium imperiale and Kocuria kristinae bacteria were identified in pitaya pulps with
gelatinous spot symptoms. In the third experiment, fruits were collected at three levels of
exocarp staining (25%, 50% and 75%, respectively) to determine the harvest point. For the
interaction exocarp coloration levels x species had significant effect for fruit mass, pulp
firmness, pH, soluble solids and acidity. For the levels of exocarp staining, significant effects
were verified for all the variables, excepting the fruit mass. Regarding the species, a
significant effect was verified for exocarp thickness, transverse diameter and fruit shape.
Important differences in fruit mass characteristics; pulp firmness, pH, soluble solids and
acidity are found when comparing red and white fruits of pulp species. It is indicated that the
fruits are harvested at level 3 of exocarp staining, with 75% exocarp pink staining.

Keywords: Bipolaris cactivora. Fujikuroi complex. Phytopathogens. Hylocereus sp.
Microorganisms. Post-harvest.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Em um mercado de frutas tropicais aberto a novidades, tornou-se promissor o cultivo
da pitaia. Essa cactacea frutifera, originaria das florestas tropicais das Américas, é apreciada
por sua aparéncia exotica, caracteristicas sensoriais, nutracéuticas, ornamentais e alto valor
comercial.

Enquanto seu cultivo j& estd estabelecido em paises como Meéxico, Israel, China,
Estados Unidos e Malasia, no Brasil o plantio é incipiente e ndo existem informac@es sobre
fitopatdgenos associados. No intuito de contribuir para a sustentabilidade da cultura foram
investigados os fungos que podem ser encontrados em associagdo com a parte vegetativa
(cladddios) e os frutos, considerando-se que fitopatdgenos podem afetar ndo somente a
produtividade, mas a qualidade e, consequentemente, o valor comercial dos frutos.

A maior parte da producdo dos frutos é destinada ao consumo in natura, assim, as
caracteristicas fisico-quimica, sensoriais e fitossanitarias sdo de grande importancia para
agregacao ao valor comercial.

A pitaia é considerada uma planta ruastica, sendo poucos 0s problemas ocasionados na
cultura por pragas e doencas. No entanto, recentemente, ha relatos das mais diversas regides
do Brasil, destacando-se o Sul do estado de Minas Gerais, da ocorréncia de podridao aquosa
nos cladddios, com lesdes na planta adulta evoluindo para a degradacdo completa da planta.
LesBes no exocarpo e polpa dos frutos também tém comprometido a producdo. No exocarpo,
as lesdes sdo irregulares, com coloracdo inicialmente amarela e regido central marrom,
expandindo e, eventualmente, coalescendo, principalmente na parte superior dos frutos,
desencadeando em uma podriddo negra, com aspecto cotonoso.

Ja na polpa, as lesdes sdo de aparéncia leitosa no centro e translucidas na borda,
podendo evoluir ou ndo para o exocarpo. Podriddes no cladddio podem comprometer a
producdo, além disso, lesdes na casca e polpa comprometem a qualidade final do fruto,
prejudicando sua comercializa¢do e consumo.

Outro entrave no cultivo é a determinagdo do ponto ideal de colheita, ja que a fruta é
considerada ndo climatérica, ou seja, a colheita deve ser realizada apds a maturacdo
fisiolégica. Na pratica, a maioria dos produtores realiza a colheita quando os frutos
apresentam coloracdo de casca completamente rosea. Porém, sabe-se que, quanto mais

tardiamente o fruto for colhido, menor sera seu tempo de vida Util apés a colheita. Além disso,
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a coloracdo atrativa da fruta, quando madura, também é alvo do ataque de insetos e passaros,
contribuindo para o aumento das perdas pos-colheita. O ensacamento de frutos e a colheita
antecipada, com o fruto ainda verde, podem contribuir para a redugédo destes problemas.

Essa pratica, no entanto, deve ser cautelosa, pois em frutos ndo climatéricos, colhidos
antes do ponto de maturacdo fisiologica, havera alteracdo significativa da qualidade final e
sabor do produto, impedindo a evolucédo das caracteristicas organolépticas.

Entretanto, seu periodo de duragdo na pds-colheita € curto, deteriorando rapidamente
em condigdes ambientais, pela exposicdo, condicdes de armazenamento e fisiologia dos
frutos. Deficiéncias na gestdo pds-colheita e auséncia de tecnologias alternativas
economicamente viaveis para a conservacdo da fruta, refletem diretamente no seu curto prazo
de validade, sendo de trés a quatro dias a temperatura ambiente e até 21 dias se armazenada
em temperatura de 10 °C a 12 °C (VILAPLANA; PAEZ; VALENCIA-CHAMORRO, 2017).

Assim, devido a escassez de trabalhos na literatura sobre esses assuntos, objetivou-se
com este estudo (i) identificar a diversidade de espécies de fungos associadas ao cultivo da
pitaia no Brasil, por meio de informacGes preliminares de sintomatologia, patogenicidade,
identificacdo morfoldgica, filogenia molecular e cruzamentos em laboratério; (ii) isolar e
identificar bactérias presentes na polpa de frutos de pitaia sintomatica, baseado na
caracterizacdo do morfotipo e identificacdo do perfil proteico dos isolados e; (iii) avaliar a

qualidade dos frutos colhidos em trés niveiss de coloragdo do exocarpo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem, botanica e taxonomia

Apresentando entre 120 e 200 géneros, e aproximadamente 1500 a 2000 espécies, a
familia Cactaceae é uma eudicotileddnea encontrada especialmente em regides semidesérticas,
nas regides quentes da América Latina (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT 2006).

Pertencente a familia Cactaceae, as espécies denominadas ‘Pitaia’ estdo agrupadas em
quatro géneros: Stenocereus, Cereus, Selenicereus e Hylocereus (MARQUES et al., 2011).
Todas essas espécies tém como centro de origem a Ameérica Central e a do Sul. A Selenicereus
(pitaia amarela), provavelmente surgiu na Colémbia ou Equador, e a Hylocereus sp (pitaia
vermelha) € oriunda da Costa Rica e El Salvador, México e Guatemala. Comercialmente, as trés
espécies tradicionais sdo: Hylocereus undatus de casca vermelha e polpa branca; H. polyrhizus
de casca e polpa vermelha; e a Selenicereus megalanthus de casca amarela e polpa branca,
porém, com sementes maiores (DONADIO, 2009). A espécie H. polyrhizus tem ganhado
destaque devido ao seu potencial antioxidante na polpa (SOCHA, 2007).

Hoje, pitaia do género Hylocereus, ja se difundiu pelo mundo e é cultivada em todas
as regides de clima quente, desde Israel até a China (SOCHA, 2007).

As pitaias sdo plantas com habito trepador, que se desenvolvem em arvores e rochas
(SOCHA, 2007). As espécies de Hylocereus sdo epifitas ou semi-epifitas; as folhas,
transformadas em espinhos, sdo agrupadas em aréolas (meristemas axilares especializados de
Cactaceae), as flores sdo hermafroditas, aromaticas, brancas e grandes (cerca de 30 cm de
diametro) (BARBEAU, 1990). Possui picos de florada no verdo, com registro de 2 a 3 picos
em lIsarel e Estados Unidos (MERTEN, 2003). Em trabalho realizado por Costa (2014)
resgistrou-se na safra 2010/2011 e 2011/2012, em media, 4 surtos de florada. O fruto é
indeiscente, apresentando formato globoso a elipsbide, com 10 a 12 cm de diametro
(HERNANDEZ, 2000) e massa média de 400 g por fruto (CANTO, 1993).

2.2 Importéancia da cultura

A pitaia apresenta diversos usos, tanto os frutos, quanto cladddios e flores podem ser
consumidos na culinaria ou como fitoterapico. A cultura também apresenta importancia
ornamental, devido a beleza das suas flores e pode ser usada como cercas-vivas, por possuir

espinhos.
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Por sua aparéncia exdtica e diversidade, a pitaia acabou despertando a atencéo para
diversos estudos que vém comprovando a importancia fitoterapica da planta. O cladddio pode
ser utilizado para tratamento de enfermidades dos rins e problemas gastrointestinais como
gastrite (CASTILLO MARTINEZ; CALIX DE DIOS, 1996), além de ser usado como
shampoo para combater a caspa (CASTILLO MARTINEZ; CALIX DE DIOS, 1997). As
flores apresentam grande quantidade de flavonoides, principalmente kaempferol, encontrada
nas pétalas (Y1 et al., 2012; LI et al., 2013). Além disso, as flores de H. undatus sdo usadas na
culinéria chinesa com nome ‘Bawanghua’ (YIN et al, 2012).

No entanto, os frutos possuem maior importancia comercial nessa cultura, com polpa
de sabor doce e suave, e textura macia, podendo ser comercializados na forma de fruta fresca
e polpa, ou industrializados como geleias, doces, drinks, bebidas e sorvetes.

Os frutos fornecem vitaminas e minerais, principalmente potéassio, sendo fonte
potencial de prébidticos, podendo ser utilizado como ingrediente em alimento funcional,
suplementos alimenticios, produtos nutracéuticos e em uma ampla variedade de produtos
alimenticios projetados para individuos com sobrepeso e produtos de prevencdo de diabetes
(WICHIENCHOT; JATUPORNPIPAT; RASTALL, 2010).

A pitaia de polpa vermelha possui betalaina, licopeno e polifendis (ESQUIVEL et al.,
2007). Essas substancias atuam no combate ao cancer, doencas cardiacas, além de melhorar a
pressdo arterial (ZAINOLDIN; BABA, 2009). Foi constatado também, a presenca de captina,
considerado tbnico cardiaco, e ainda possui efeito laxativo, melhora cefaleia, gastrite e
infeccdo dos rins (DONADIO, 2009). Tenore, Novellino e Basile (2012) concluiram que
extratos obtidos da polpa e casca de H. polyrhizus apresentam atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de bactérias patogénicas como Escherichia coli.

Dentre os carboidratos encontrados nos frutos, a maior parte € glucose, frutose e
alguns oligossacarideos (em média 87 g/kg de polpa). Os oligossacarideos apresentam
atividade pro-biotica, estimulando o crescimento de bactérias benéficas no trato intestinal,
além de outras propriedades funcionais, incluindo resisténcia as condi¢des acidas do
estdmago humano e capacidade de estimular o crescimento de lactobacilos.

Um estudo concluiu que componentes obtidos da casca da pitaia vermelha (H.
polyrhizus) e branca (H. undatus), demonstraram capacidade de inibir o crescimento de
células cancerigenas (WU et al., 2006; KIM et al., 2011). Também foi demonstrado que a
casca de H. polyrhizus é uma fonte de pectinas, betacianinas e fibras (JAMILAH et al., 2011).

Ja as sementes de H. undatus e H. polyrhizus apresentam grande conteudo de dleo,

28,37% e 18,33%, respectivamente, sendo 0s principais acidos graxos presentes o acido
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linoleico, oleico e palmitico, tendo assim, uma grande importancia nutricional
(LIAOTRAKOON et al., 2013). Esses 6leos podem ser incorporados a cosméticos ou outros
farmacos. Além disso, apresenta uma significante quantidade de antioxidantes naturais e
tocoferois, podendo ser considerado um 6leo de alto valor devido a sua composicao.

Segundo Silva et al. (2011), a crescente procura por frutas de maior beneficio nutritivo pelos
consumidores é devida aos estimulos pela midia, que tem divulgado os beneficios nutricionais do
consumo, evidenciando-as como alimento funcional, balanceado e saudavel. O mercado mundial
tem se transformado e se tornado mais aberto e competitivo para as frutas exoticas.

Além das vantagens ja citadas, acrescenta-se a facilidade de adaptacdo da espécie as
diversas condicGes climaticas e rusticidade, tornando-se alternativa para regides em que o solo
ndo é propicio a outras culturas, como solos arenosos e pedregosos (ANDRADE et al., 2006),
gerando renda para os produtores dessas areas (MARQUES et al., 2011).

A produtividade média da pitaia é varidvel de acordo com as condicdes
edafoclimaticas, técnicas de cultivo e idade do pomar, podendo variar de 10 a 30 t.ha™ (LE
BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006), sendo que na Nicaragua, cultivos bem conduzidos
podem produzir até 26 tha™ (VAILLANT et al., 2005). O produtor recebe elevada

remuneracao pela producdo devido ao alto preco do fruto.
2.3 Qualidade pds-colheita

Ndo ha um consenso para definicdo do termo ‘qualidade’, porém, essa pode ser
explicada como o conjunto de caracteristicas peculiares de um produto que sejam
significantes na determinacdo do grau de aceitacdo pelo consumidor desse produto.
Propriedades sensoriais como aparéncia, textura, sabor e aroma, valor nutritivo e
multifuncional advindos dos componentes quimicos, € a presenca ou auséncia de defeitos
fisicos, sdo parametros utilizados para determinar a qualidade de um produto agricola
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Por ser uma fruta ndo climatérica, a pitaia atinge maior qualidade alimentar quando
colhida madura, diminuindo durante o armazenamento (CHIEN et al., 2007). No entanto, essa
fruta tem vida util limitada, de modo que a exposi¢do a temperatura ambiente durante o
transporte e 0 armazenamento pode levar a uma aparéncia indesejavel, como diminui¢do do
tamanho e a perda da coloracdo das bracteas.

Além disso, a fruta tambem é suscetivel a colonizacdo por especies como Rhizopus,
Fusarium, Botryosphaeria e Colletotrichum (MA et al., 2009; ALl et al., 2013; ZAHID et al.,
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2013), que podem causar deterioracdo da casca e bracteas (CASTILLO et al.,, 2014,
PIECZYWEK et al., 2018).

O rendimento da cultura esta diretamente relacionado a presenca de bactérias, fungos,
virus e com o ataque de pragas na pos-colheita, podendo ocasionar perdas econdmicas de até
44% (VALENCIA-BOTIN; KOKUBU, ORTIiZ; HERNANDEZ, 2013). O controle de
doencas na pos-colheita geralmente € realizado com manejo quimico, por meio da aplicacédo
de fungicidas sintéticos, como imazalil ou tiabendazol (HOLMES; ECKERT, 1999). O
imazalil € utilizado na pds-colheita para controle da podriddo negra, causada por Alternaria
alternata, em pitaia amarela (VILAPLANA; PAEZ; VALENCIA-CHAMORRO, 2017).

Podem ocorrer também outros problemas como lesdo mecanica, lesdo por frio e perda
de agua que afetam a qualidade pds-colheita (WALL; KHAN, 2008; CHANDRAN, 2010).

Sob condicbes ambientais, o fruto se deteriora facilmente, apresentando vida util pos-
colheita curta, cerca de 6 a 8 dias, sob condicdes naturais (MIZRAHI; NERD, 1999). A vida
atil ou de prateleira € o tempo no qual o produto mantém um nivel de qualidade
predeterminado, em condi¢cdes de armazenamento (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O
armazenamento a baixas temperaturas tem auxiliado no aumento do tempo de prateleira sendo
a temperatura de 5 °C a melhor para manter as bracteas verdes e os frutos com maior firmeza
e maior acidez titulavel e menor perda de peso, além de menor incidéncia e severidade de
podriddes (FREITAS, 2019).

Sendo a espécie recém-cultivada, existem poucos estudos visando estender a qualidade
pos-colheita da pitaia (WALL; KHAN, 2008; CHUTICHUDET; CHUTICHUDET, 2011;
JADHAYV, 2018), assim, torna-se necessario 0 investimento em pesquisas nessa area.

O conhecimento das diferentes etapas da fenologia reprodutiva de uma espécie é
crucial para auxiliar no manejo da cultura, especialmente a determinagdo da época ideal de
colheita. Nessa fase ocorrem muitas mudancas qualitativas e quantitativas nos frutos.
Informagdes sobre essas mudangas sdo importantes, pois influenciam o comportamento e
qualidade dos frutos e sdo Uteis no desenvolvimento de novas tecnologias de producdo e
préticas de manejo (MAGALHAES, 2017).

Quase ndo ha relatos sobre essa importante fase da cultura da pitaia. Um dos poucos
trabalhos relatados sobre o assunto tratou da evolucdo das caracteristicas fisicas e fisico-
guimicas de pitaia vermelha de polpa branca durante seu desenvolvimento. Foram observados
aumento do peso e da quantidade de polpa, pH, solidos soltveis e diminuicdo do peso e da

espessura da casca, firmeza e umidade e mudancas visuais na medida em que o fruto se
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desenvolvia e amadurecia. Os autores verificaram também que o ponto ideal de colheita é de
34 a 38 dias apds a antese (MAGALHAES et al., 2019).

2.4 Pragas e doencas no cultivo da pitaia

A pitaia € cultivada em todo 0 mundo, em regides tropicais e subtropicais. Entretanto,
desde que seu cultivo comercial comegou a expandir, alguns sintomas de ataque de pragas e
patdgenos em caules e frutos foram observados e sdo grandes os problemas que assolam a
cultura. Esses ataques podem induzir perdas econdmicas de até 44% (VALENCIA-BOTIN et
al., 2004a).

As principais pragas registradas em pitaia sdo formigas pertencentes aos géneros Atta
(Atta caphalote, Atta colombica e Acromymex sp) (BARBEAU, 1990) e Solenopsis
(BADILLO, 1995; N’GUYEN, 1996; LE BELLEC, 2003) que podem causar grandes danos
as plantas, as flores e frutos. Besouros dos géneros Cotinus mutabilis (BARBEAU, 1990) e
Metamasius farei, Cotinis mutabilis, Euphoria limatula (DELGADO et al., 2010), causam
perfuracdes nos cladddios. Percevejos dos géneros Leptoglossus zonatus (BARBEAU, 1990)
e Leptoglossus phyllosus sugam seiva, deixando manchas e algumas deformacdes. A mosca
Dasiops saltans deposita seus ovos nos botdes florais e as larvas perfuram as anteras,
consequentemente, os botbes ficam vermelhos e caem facilmente (DELGADO et al., 2010) e
mosca-das-frutas (Bactrocera spp) que oviposita nos frutos e suas larvas consomem a polpa
(HO et al., 2006).

Além disso, diferentes espécies de pulgdes e cochonilhas também foram observadas
em flores e frutos (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006) e ataque de larvas de
maripousas da espécie Maracayia chlorisalis (DELGADO et al., 2010). Até mesmo a
atividade das abelhas (Apis mellifera) pode ser um problema por dificultar a polinizagédo
manual pela coleta de todo polen pelas mesmas (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2004).

Ratos e aves também podem causar sérios danos, principalmente as flores (LE
BELLEC, 2003) e frutos maduros (N’GUYEN, 1996). As feridas abertas por essas pragas
podem ainda ser porta de entrada para ataque de fungos e bactérias.

Em relacdo a doencas bacterianas em pitaia, foi relatada a podriddo mole, causada por
Enterobacter cloacae (VALENCIA et al., 2003b; MASYAHIT et al., 2009) e ainda,
Xanthomonas sp. e Erwinia sp foram relatadas por N’Guyen (1996); Le Bellec (2003) e Masanto
et al. (2009). Uma doenca viral também foi detectada, Cactus Virus X (CVX), provocando
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mosaico no caule, uma mistura de areas verdes escuras e claras (DELGADO et al., 2010). Os
nematodes (Meloidogyne spp) também foram relatados atacando esta planta (HO et al., 2006).

No entanto, os problemas mais importantes em pitaia sdo doencas flngicas como
Antracnose causada por Gloeosporium sp. (MASANTO et al.,, 2009) ou Colletotrichum
gloesporioides (KIM et al., 2011; PALMATEER; PLOETZ, 2007; MASYAHIT et al., 2009);
Murcha (Fusarium oxysporium) (GONZALEZ, et al., 2016); Podrido do caule (F. semitectum,
F. oxysporium, F. moniliforme) (HAWA; SALLEH; LATIFFAH, 2010); Ferrugem (Diplodia sp.,
Ascochyta sp. e Phoma sp.); Mancha preta (Alternaria sp.); Mancha marrom (Botryodiplodia sp.);
Podridao basal (Pythium sp.) (LIN et al., 2006) e Lesdo do caule (Septogloeum sp.) (ZHENG et
al., 2009); Cancro da haste (Neoscytalidium dimidiatum) (CHUANG et al., 2012). Séo relatados
ainda, os patogenos Botryosphaeria dothidea e Fusicoccum sp. (VALENCIA-BOTIN et al.,
2003a; VALENCIA-BOTIN et al., 2004a); Bipolaris cactivora (MASYAHIT et al., 2009;
TARNOWSKI et al., 2010), Cladosporium, Aspergillus e Rhizopus (VAZQUEZ et al. (2007) e
Curvularia lunata (MASRATUL et al., 2009).

2.5 Doengcas fungicas

2.5.1 Antracnose

Uma das doengas fungicas mais graves para a cultura da pitaia é a Antracnose, que
pode reduzir gravemente a producdo (CRANE; BALERDI, 2009; MASYAHIT et al., 2009).
Iskandar et al. (2015) idenficaram o patogeno Colletotrichum truncatum provocando sintomas
nos cladddios de pitaia de polpa vermelha na forma de lesées marrom-avermelhadas, marrom-
escuras ou pretas, com diametro de 20 mm a 30 mm, com halos cloréticos e acervulos pretos
foram frequentemente observados em lesdes maduras.

Colletotrichum gloeosporioides também foi considerado o patdgeno causador da
Antracnose (ALI et al., 2014). Este patdgeno pode infectar tanto o fruto imaturo no campo
quanto o maduro na pos-colheita (ALI et al., 2013; HU et al., 2019).

2.5.2 Podriddes por Fusarium
Varios tipos de Fusarium causam a doenca conhecida por podridao basal do fruto ou

podriddo mole, na Colémbia. O sintoma comeca com uma lesdo amarela no caule, no ponto

de insercdo do fruto com o cladodio, causando prematuridade no amadurecimento. A infecgdo
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avanca para o centro do fruto produzindo podriddo parcial e afetando até 50% da area de
superficie (VARON, 2006; ROJAS et al., 2008; KONDO et al., 2013). A doenca se torna
mais grave quando a colheita se aproxima (SUAREZ, 2011). Em pitaia amarela os patdgenos
Fusarium moniliforme e F. oxysporum sdo indicados como os fungos mais frequentes e com
menor frequéncia F. roseum, F. equiseti, F. chlamydosporum (VARON, 2006). E ainda, em
pitaia vermelha, foi observado incidéncia de uma podriddo amarela no caule de 99,5% de
severidade (BARTHANA; NASIR, 2013), sendo o agente causal detectado como Fusarium
solani (WIWIK; DEWA; MADE, 2013).

Masratul et al. (2013) identificaram na Malasia, F. proliferatum como agente causal da
doenca denominada podriddo do caule em pitaia vermelha. O sintoma apareceu como lesdo marrom
aguosa com formacao de esporos laranja e micélio branco sobre a superficie da lesdo. J& Masratul et
al. (2017) identificaram outro tipo de patégeno para a mesma doencga Fusarium fujikuroi.

2.5.3 Podriddes por Bipolaris Cactivora

Em pitaia vermelha, foi identificado na Mal&sia, o agente causal Bipolaris cactivora
causando podriddo na base do fruto (VALENCIA-BOTIN; KOKUBU; ORTIZ-HERNANDEZ,
2013). Esse mesmo patdgeno foi identificado no Vietnd como causador de doenca em pitaia
vermelha de polpa branca. Os sintomas incluiram manchas aquosas de cor oliva a preto, que
coalescem, causando uma podriddo mole em estagio avancado (HE et al., 2012).

Sintomas de podriddo por B. cactivora também foram identificados em frutos e
cladodios de pitaia vermelha de polpa branca em Israel. O fruto apresentou manchas amarelas
irregulares com centros castanhos, expandindo e, eventualmente, coalescendo, principalmente
na parte superior do fruto (BEM-ZE’EV; ASSOULINE; LEVY, 2011).

B. cactivora também foi identificado no Japao causando podriddo em frutos de pitaia
na fase de pds-colheita. Os sintomas se caracterizavam por lesdes deprimidas e aquosas, de

cor verde oliva a pretas coalescendo em uma podriddao mole (TABA et al., 2007)

2.5.4 Mancha de Alternaria

O patogeno Alternaria alternata causa manchas nos frutos de pitaia nas fases de pré e
pos-colheita (ARMITAGE et al., 2015; CABRAL et al., 2016) e importantes perdas
econémicas e industriais (ESTIARTE et al., 2016). Esse fungo € considerado patogénico e

toxigénico (VILAPLANA et al., 2017) pois produz micotoxina em frutos. Em pitaia vermelha
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de polpa branca, Castro et al. (2018) verificaram que o fungo causa deterioracao da epiderme
e na polpa pode ou nao ocorrer sintomas visiveis. Isso leva muitos consumidores a
descartarem a epiderme e consumirem a polpa, 0 que gera grande preocupacao para a saude
humana no consumo de alimentos com possivel presenca de micotoxinas (FAO, 2017).

2.5.5 Cancro da pitaia

O patogeno Neoscytalidium dimidiatum foi identificado em pitaia vermelha de polpa
vermelha e branca na China, como agente causal da doenca conhecida como cancro da pitaia.
Esse patogeno possui rapida disseminacdo nas plantacGes da China, Maléasia, Israel e EUA
(XU et al., 2018). Os sintomas sdo o desenvolvimento lento do fruto no estagio inicial,
podridao parda interna do fruto, com alteracdo do exocarpo de 10 a 15 dias ap0s a antese
(CHUANG etal., 2012; Yl et al., 2015; XU et al. 2018).

Esse mesmo patdgeno causa sintomas na parte vegetativa da planta passando a ser
chamado de cancro da haste. Essa doenca surgiu na maioria das plantacfes de frutos de pitaia
vermelha na China, apresentando sintomas no cladddio, com pequenas manchas laranja
circulares afundada, com presenca de picnideos de coloracdo preta, seguidas de podriddo
(MOHD; SALLEH; ZAKARIA, 2013).

2.5.6 Olho de Peixe

Esta doenca desencadeia lesdes no claddédio, com sintomas iniciais caracterizados por
pontuacdes clordticas, as quais evoluem, com formato semelhante ao olho de peixe. O agente
causal € o patdgeno Botryosphaeria dothidea Ces. & De Not, forma anamorfo de Fusicoccum
sp. (VALENCIA-BOTIN et al., 2003b, VALENCIA-BOTIN et al., 2004b).

Esta doenca esté relacionada com a presenca do inseto Leptoglossus spp. (Homoptera,
Subordem Heteroptera: Coreidae) o qual desencadeia lesbes na superficie do cladodio,

podendo desenvolver halos cloroticos.
2.6 Doencgas bacterianas
Algumas doencas causadas por bactérias tém sido relatadas associadas aos cladddios e

frutos em areas tropicais e subtropicais de paises produtores como a podriddo mole (Erwinia
sp., Enterobacter cloacae) (MASANTO et al. 2009b), pedrado (uma bactéria) (YUAN et al.,
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2004). Outra podriddao mole do cladodio também foi relatada na América Central e Australia,
sendo o agente causal a bactéria Xanthomonas campestres, comum em locais com excesso de
irrigagéo ou chuvas constantes.

Os microrganismos que ocorreram naturalmente na polpa das frutas, alguns podendo
provocar lesdes, sdo desconhecidos. Em estudo realizado na Malasia com a pitaia vermelha
foram encontrados o0s enterococos, género Enterococcus (Enterococcus casseliflavus e

Enterococcus gallinarum).

2.6.1 Podridao aquosa do cladodio

Foram relatas no México na década de 90, duas espécies de enterobactérias causando
podrido aquosa (mole) no cladodio (VALENCIA; CRUZ; RODRIGUEZ, 2003a). A doenca
causa apodrecimento do cladddio, delimitado por halos cloréticos. Foi verificado que duas
espécies de pitaia (Hylocereus undatus e H. purpusii) sdo suscetiveis as bactérias, sendo a
primeira mais suscetivel que a segunda. Plantas com deficiéncias em calcio e nitrogénio podem
desenvolver sintomas mais graves da doenca (VALENCIA; CRUZ; RODRIGUEZ, 2003a).

Outra doenca bacteriana que afeta cladddios e frutos, desencadeando sintomas de
podriddo aquosa de coloracdo amarela acastanhada foi relatada na Malésia, sendo
Enterobacter cloacae o agente causal (MASYAHIT et al., 2009). Esta bactéria compromete
outras frutiferas tropicais, como o mamédo (Carica papaya L.) (NISHIJIMA; CONEY;
ALVAREZ, 1987).
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CAPITULO 2 - DIVERSIDADE DE ESPECIES DE FUNGOS ASSOCIADAS A
FRUTOS E CLADODIOS DA PITAIA (HYLOCEREUS UNDATUS)

RESUMO

A pitaia ou fruta do dragdo (Hylocereus undatus, Cactaceae), € uma frutifera tropical exdtica,
com propriedades nutracéuticas e alto valor comercial. Porém, seu cultivo é incipiente e
suscetivel ao ataque de varios patdgenos. Objetivou-se com este trabalho (i) identificar a
diversidade de espécies de fungos associados a cladddios e frutos de pitaia no Brasil, por meio
de informacbes de sintomatologia, identificagio morfologica, filogenia molecular e
cruzamentos em laboratério; (ii) avaliar a patogenicidade dos fungos representativos em
frutos e cladddios pelos métodos da injecdo da suspensdo de conidios e pé de carburundum e;
(iii) avaliar o estadio de desenvolvimento do fruto em que o patdgeno se instala e 0 momento
de aparecimento dos primeiros sintomas. Para o isolamento dos fungos, cladodios e frutos em
diferentes estagios de maturacdo, com e sem sintomas de doenca foram coletados em quatro
areas no estado de Minas Gerais e uma area em Brasilia, DF. Fragmentos de material vegetal,
apos desinfestacdo superficial, foram incubados em placas de Petri 90 mm contendo meio
malte (MA2%) com antibiotico. Os 45 isolados de fungos obtidos foram agrupados em
morfotipos e identificados até o nivel de género e espécie. As avaliacGes foram realizadas por
observacdes dos sintomas e mensuracdo do tamanho das lesGes nos frutos e cladddios. Oito
isolados monosporicos das espécies do complexo Fusarium fujikuroi (FFSC) foram
identificados por morfotipo e realizados cruzamentos com isolados testadores das espécies.
Realizou-se analise de filogenia molecular nos isolados Bipolaris cactivora (CML 4000) e
Alternaria alternata (CML 4001 e CML 4062). Cinco isolados dos géneros Fusarium,
Bipolaris e Alternaria foram testados quanto a patogenicidade em frutos e cladodios, pelos
métodos de injecdo de suspensdo de conidios em ambos e do carborundum em frutos. Os
caracteres morfoldgicos das fases assexuada e sexuada dos isolados do FFSC foram de acordo
com a descricdo da literatura. Para o isolado do morfotipo Fusarium proliferatum nédo houve
cruzamentos férteis, ndo sendo possivel identificar o mating type e confirmar sua identidade.
Os sete isolados de Fusarium verticillioides foram identificados como idiomorfo MAT-2. Por
meio de analise filogenética dos genes Plasma membrane ATPase e ITS, os isolados CML
4001 e CML 4062 foram identificados como Alternaria alternata e CML 4000 como
Bipolaris cactivora. As espéecies Bipolaris cactivora, Fusarium proliferatum, Fusarium
verticillioides e Alternaria alternata sao patogénicas a cladédios e frutos maduros de pitaia.
Foi descrita pela primeira vez no Brasil, a ocorréncia de Bipolaris cactivora em cladddios e
frutos de pitaia maduros. Foi constatada a associa¢do dos géneros Alternaria, Cladosporium,
Colletotrichum, Nigrospora, Curvularia, Botryosphaeria, Bipolaris e Fusarium em
associacdo com a pitaia.

Palavras-chave: Bipolaris cactivora. Cactaceae. Complexo fujikuroi. Fitopatdgenos.
Patogenicidade.
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ABSTRACT

Pitaya or dragon fruit (Hylocereus undatus, Cactaceae), is an exotic tropical fruit, with
nutraceutical properties and high commercial value. However, its cultivation is incipient and
susceptible to the attack of several pathogens. It was aimed at this work; (i) identifying the
diversity of fungal species associated with cladodes and pitaya fruits in Brazil, through
information on symptomatology, morphological identification, molecular phylogeny and
laboratory crosses; (ii) evaluating the fungi pathogenicity representative in fruits and cladodes
by the methods of conidia suspension injection and carburundum powder; (iii) evaluating the
fruit development stage in which the pathogen is installed and the moment of appearance of
the first symptoms. For the fungi isolation, cladodes and fruits in different maturation stages
with and without disease symptoms were collected in four areas in the Minas Gerais state and
in an area in Brasilia, DF. Fragments of plant material, after superficial disinfestation, were
incubated in 90 mm Petri dishes containing medium malt (MA2%) with antibiotic. Forty-five
fungi isolates obtained were grouped into morphotypes and identified up to the level of genus
and species. The evaluations were performed by observations of symptoms and measurement
of lesion size in fruits and cladodes. Eight monosporic isolates from the Fusarium fujikuroi
(FFSC) species were identified by morphotype and crosses were performed with testers
isolated of species. Molecular phylogeny analysis was performed on isolates Bipolaris
cactivora (CML 4000) and Alternaria alternata (CML 4001 and CML 4062). Five isolates
from the Fusarium, Bipolaris and Alternaria genus were tested for pathogenicity in fruits and
cladodes by the methods of suspension injection of conidia in both and carborundum in fruits.
The morphological characters of the asexual and sexed phases from FFSC isolates were
according to the literature. For the Fusarium proliferatum morphotype isolate there were no
fertile crosses, and it was not possible to identify the mating type and confirm its identity. For
all seven Fusarium verticillioides isolates were identified as MAT-2 idiomorph. By
phylogenetic analysis of the Plasma membrane ATPase and ITS genes, the isolates CML
4001 and CML 4062 were identified as Alternaria alternata and CML 4000 as Bipolaris
cactivora.  Bipolaris cactivora, Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides and
Alternaria alternata species are pathogenic to cladodes and pitaya fruits. It was described for
the first time in Brazil, the Bipolaris cactivora occurrence in cladodes and pitaya fruits. It was
found the association of the Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum, Nigrospora,
Curvularia, Botryosphaeria, Bipolaris and Fusarium genera in association with the pitaya.

Keywords: Bipolaris cactivora. Cactaceae. Fujikuroi complex. Phytopathogens. Pathogenicity.
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1 INTRODUGCAO

A espécie Hylocereus undatus (Haw.), conhecida como pitaia ou fruta dragdo, é uma
cactacea frutifera nativa da América do Sul e Central (ARUL et al., 2017). Amplamente
cultivada nos paises asiaticos, a pitaia adaptou-se a diferentes condi¢bes edafoclimaticas,
apesar de no Brasil seu cultivo ser incipiente e recente.

Seus frutos séo considerados exoticos, com cor e aparéncia atraentes, sabor agradavel,
nutracéuticos, com inimeros beneficos para a saude, além do alto valor econdmico (FAN et
al., 2018). Esses fatores tém contribuido para despertar o aumento do interesse dos produtores
e consumidores.

Com o aumento das areas plantadas com pitaia, a incidéncia de doencas tem sido
relatada com frequéncia. Seu cultivo € suscetivel ao ataque de varios patdgenos e deterioracdo
por microrganismos (ORTIZ-HERNANDEZ; CARRIL-SALAZAR, 2012; CASTRO et al.,
2017). Dentre as principais doencas que acometem o cladddio destacam-se o cancro, podridao
e antracnose (YUAN et al., 2004; MASRATUL HAWA et al., 2013a,b).

As frutas também podem ser atacadas, durante os estidgios de maturacdo e pos-
colheita, por microrganismos, resultando em podriddes, manchas negras, necrose e
consequente deterioragdo, inviabilizando seu consumo resultando no descarte dos frutos
(ORTIZ-HERNANDEZ; CARRILO-SALAZAR, 2012).

No Brasil, o cultivo de pitaia é recente, no entanto, ha relatos das mais diversas regides
do Brasil, com destaque para o Sul do estado de Minas Gerais, da ocorréncia de podriddo
aquosa nos cladddios, com lesBes evoluindo para a degradacdo completa da planta. Lesdes no
exocarpo dos frutos também tém comprometido a producdo. No exocarpo, as lesdes sao
irregulares, com coloragéo inicialmente amarela e halo marrom, expandindo e, eventualmente,
coalescendo, principalmente na parte superior dos frutos, desencadeando em uma podridédo
negra, com aspecto cotonoso.

Podriddes no cladddio podem comprometer a producédo, além disso, lesbes no fruto
comprometem a qualidade final do produto, prejudicando sua comercializa¢do e consumo.

Assim, devido a escassez de trabalhos na literatura sobre esses assuntos, objetivou-se
com este experimento (i) identificar e caracterizar a diversidade de espécies de fungos
patogénicos associados a cladddios e frutos de pitaia vermelha de polpa branca, usando
informacdes preliminares de sintomatologia, identificacdo morfologica, filogenia molecular e
cruzamentos em laboratério e; (ii) avaliar a patogenicidade dos fungos em cladddios e em

frutos com 15 e 35 dias ap0s a antese, em ambiente controlado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento

Foram realizadas nos meses de abril e maio de 2017, coletas aleatdrias de frutos de pitaia
vermelha de polpa branca [Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose] em plantas com quatro anos
pds-plantio instaladas no Setor de Fruticultura, do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, para conducao do experimento e posterior isolamento
dos fungos. O municipio de Lavras esta situado a 21°14°06” de latitude sul e 45°00'00" de latitude
oeste, a altitude média de 918 m. O clima da regido é do tipo Cwa, temperado chuvoso
(mesotérmico), caracterizado por apresentar inverno seco e verdo chuvoso (ALVARES et al., 2013).

As plantas foram conduzidas no sistema do tipo espaldeira, com mourdes de eucalipto
a 1,8 m de altura do solo, no espacamento de 2,5 x 2,5 m, e foram adubadas de acordo com a
necessidade, com base em resultados da analise quimica do solo.

A irrigacdo e o controle de plantas daninhas foram realizados conforme
recomendacdes para a cultura.

As coletas foram realizadas semanalmente apds a antese, até os 42 dias, totalizando
seis coletas e seis frutos por coleta.

Os frutos foram encaminhados ao Laboratorio de Micologia do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, lavados em &gua corrente e
colocados para secar a temperatura ambiente por 30 minutos. Foram cortados fragmentos com
2 cm da regido de insercdo da flor. Na sequéncia foi realizada a desinfestacdo dos fragmentos
com alcool 70% (C,HsOH), hipoclorito de sédio 1% (NaOCI) e agua destilada esterilizada por
um minuto em cada etapa de assepsia. Os fragmentos dos frutos foram secos em papel filtro
estéreis e plaguedos em meio Malte 2% no nimero de cinco fragmentos por placa. As placas
foram incubadas a temperatura ambiente (25°C) por cinco dias.

2.1.2 Obtencéo dos isolados e preservagao

Foi obtida uma colecdo com 45 isolados de diversas espécies de fungos de cladddios e
frutos de pitaia assintomaticos e sintomaticos de diferentes origens geogréficas (TABELA 1).
Foram selecionados isolados para serem depositados na Colecdo Micoldgica de Lavras (CML),
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil
(http:/Amww.dfp.ufla.br/cml/). Os isolados foram depositados pelo método de Castellani a 10 °C e

criopreservacdo em suspensao de esporos em glicerol 15% a -80 °C


http://www.dfp.ufla.br/cml/).%20Os

Tabela 1 - Isolados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus) (continua...)

Espécie CML Origem Geograéfica Substrato ATPase ITS MAT Data da coleta
Alternaria alternata 4062 Lavras, MG Fruto c/ lesdo X 2017
Alternaria Lavras, MG Fruto c/ leséo 2017
Alternaria alternata 4001 S&o Thomé das Letras, MG Cladodio X 2017
Bipolaris cactivora 4000 Lavras, MG Fruto c/leséo X 2017
Bipolaris cactivora Lavras, MG Fruto c/lesdo 2017
Bipolaris cactivora Lavras, MG Fruto c/leséo 2017
Bipolaris cactivora Lavras, MG Fruto c/lesdo 2017
Bipolaris cactivora Lavras, MG Fruto c/ parte branca sadia

Bipolaris cactivora
Bipolaris cactivora
Bipolaris cactivora

Bipolaris cactivora

Trés Pontas, MG
Lavras, MG
Lavras, MG

Lavras, MG

Fruto c/ leséo
Fruto c/ lesdo
Fruto c/ parte branca sadia

Fruto c/ parte branca sadia 2017

ve



Tabela 1 - Isolados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus). (continua...)

Espécie

CML

Origem Geografica

Substrato ATPase ITS MAT

Data da coleta

Bipolaris cactivora
Bipolaris cactivora
Bipolaris cactivora
Botryosphaeria
Chaetomium
Cladosporium
Cladosporium
Colletotrichum
Curvularia
Fusarium
Fusarium

Fusarium

Lavras, MG
Lavras, MG
Ribeirdo Vermelho, MG
Lavras, MG
Lavras, MG
Lavras, MG
Lavras, MG
Lavras, MG
Ribeirdo Vermelho, MG
Lavras, MG
Lavras, MG

Trés Pontas, MG

Fruto c/ parte branca sadia
Fruto c/ leséo

Cladddio

Fruto ¢/ parte branca sadia
Fruto c/ leséo

Fruto c/leséo

Fruto 4

Fruto c/lesdo

Cladodio

Fruto c/lesdo (clinica) Nd
Fruto c/lesdo (clinica) Nd
Fruto ¢/ esporulacéo Nd

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

Ge



Tabela 1 - Isolados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus). (continua...)

Espécie CML Origem Geogréfica Substrato ATPase ITS MAT Data da coleta
Fusarium oxysporum Brasilia, DF Cladédio 2018
Fusarium oxysporum Brasilia, DF Cladddio 2018
Fusarium proliferatum 4058 Lavras, MG Fruto c/lesdo (clinica) Nd 2017
Fusarium proliferatum Ribeirdo Vermelho, MG Cladédio Nd 2017
Fusarium semitectum Trés Pontas, MG Fruto c/ leséo

Fusarium semitectum Lavras, MG Fruto c/ leséo

Fusarium solani 4064 S&o Tomé das Letras, MG Cladddio 2017
Fusarium verticillioides 4059 Lavras, MG Fruto c/lesdo 2 2017
Fusarium verticillioides Lavras, MG Fruto c/lesdo 2 2017
Fusarium verticillioides Lavras, MG Fruto c/ parte branca 2

Fusarium verticillioides Lavras, MG ,S:E:ﬂ!(% c/ parte branca 2

Fusarium verticillioides 4061 Trés Pontas, MG Sé?lg:daédio c/ esporulagdo 2

9¢



Tabela 1 - Isolados obtidos de pitaia (Hylocereus undatus). (conclusao)

Espécie CML Origem Geograéfica Substrato ATPase ITS MAT Data da coleta
Fusarium verticillioides 4060 Lavras, MG Fruto c/ parte branca 2 2017
sadia
Fusarium verticillioides 4063 Lavras, MG Fruto c/ parte branca 2
sadia
Melanospora Lavras, MG Fruto c/lesdo 2017
Micélio estéril Lavras, MG Fruto ¢/ parte branca
sadia
Micélio estéril Lavras, MG Fruto c/ lesdo 2017
Nigrospora Lavras, MG Fruto ¢/ leséo 2017
Nigrospora Lavras, MG Fruto c/ lesdo 2017
Penicillium Lavras, MG Fruto c/lesdo 2017
Phialophora sp Brasilia, DF Cladddio 2018
Ulocladium Lavras, MG Fruto c/ leséo 2017
Fusarium verticillioides 766T Estados Unidos Estados Unidos
2
Fusarium verticillioides 767T Estados Unidos Estados Unidos
1
Fusarium proliferatum 770T Estados Unidos Estados Unidos
2
Fusarium proliferatum 771T Estados Unidos Estados Unidos
1

CML.: Cole¢do Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil; ATPase:, ITS, MAT: Mating type dos isolados identificados por
PCR. MAT-1 = 1; MAT-2; Nd: Néo definido.
Fonte: Da autora (2019).

LE
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2.2 Caracterizacdo morfologica

Para avaliacdo das caracteristicas macromorfoldgicas das espécies do género
Fusarium, Bipolaris e Alternaria, isolados monospéricos foram crescidos em placas de Petri
contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados a 25 °C, no escuro, por 4
dias, para observacdo da taxa de crescimento e apds 10 dias, para avaliacdo da pigmentacao
da coldnia (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

As caracteristicas micromorfoldgicas foram observadas e avaliadas em meio de cultura
Synthetic Nutrient-poor Agar (SNA) acrescido de folha de cravo, incubadas a 20 °C, sob
fotoperiodo com luz branca fluorescente, ap6s um periodo de 10 a 14 dias (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Foram avaliados formas e tamanhos de macroconidios e
microconideos, formacdo de conidios em cadeias microconidiais ou falsas cabecas, producédo
de esporodoquio, tipos de fialides e presenca de clamiddsporos. Para cada isolado, foram
realizadas trés repeticdes. Foram tomadas medicGes das estruturas da fase assexuada em

microscopio de luz (Modelo Olympus BX-50F4, Téquio, Japao).

2.3  Extracdo de DNA, PCR e analises filogenéticas

Dois isolados monosporicos de Alternaria e um de Bipolaris foram cultivados em
meio malte liquido 2% incubado em agitador a 100 rpm por trés dias a temperatura ambiente
que variou de 25 °C a 28 °C (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Os micélios foram filtrados,
macerados em nitrogénio liquido e a extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo
CTAB modificado de Murray e Thompson (1980). As concentragdes e integridade do DNA
foram estimadas em aparelno NanoDrop 2000 e verificada visualmente em gel de agarose
1,2%, pela intensidade da banda.

As reacBes foram realizadas utilizando o kit GoTaq® Colorless Master Mix (Promega).
Para Alternaria amplificou-se o gene Plasma membrane ATPase e para Bipolaris o gene ITS.
Na amplificacdo do gene Plasma membrane ATPase foram utilizados os primers ATPDF1
(forward; 5’-ATCGTCTCCATGACCGAGTTCG-3’) e  ATPDR1  (reverse, 5’-
TCCGATGGAGTTCATGATAGCC-3’) com as condigdes de reacdo de: 94°C, por 4
minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 59 °C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e
72°C por 5 minutos (LAWRENCE et al., 2013). Para a amplificacdo do gene ITS os primers
utilizados foram ITS 4 e ITS 5 com as condigdes descritas por White et al. (1990).
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Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado
com GelRed (Biotium®), com posterior visualizacdo em fotodocumentador. Os fragmentos
amplificados foram purificados utilizando o kit de purificacdo de DNA em colunas (Ludwig
Biotec). Os fragmentos génicos foram sequenciados nas direcbes senso e antisenso, pela
empresa Macrogen, USA.

Os eletroferogramas gerados foram analisados visualmente por meio do programa
SegAssem (HEPPERLE, 2004). As sequéncias editadas foram comparadas com a base de
dados GenBank do National Center for Biotechnological Information — NCBI utilizando a
ferramenta BLASTNn (http://http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/).

Foram gerados alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos utilizando a
ferramenta CLUSTALW implementado no programa MEGA 6 e estes foram corrigidos
manualmente. A anélise filogenética foi realizada pelo método de Méxima Parcimdnia no
programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2011) e o suporte do clados foi inferido a partir de
1.000 repeticBes. A andlise bayesiana foi realizada no programa MrBayes 3.2 (RONQUIST et
al., 2012). O modelo de substituicdo nucleotidica foi estimado no programa Mega 6. Os
modelos escolhidos foram: TN93+G para Alternaria e JC+G para Bipolaris. Os algoritmos
Markov Chain Monte Carlo de quatro cadeias foram executados 2 x 10* geracdes tanto para
analise de Alternaria quanto de Bipolaris e foram amostradas a cada 10 geracGes. Vinte e
cinco por cento das arvores iniciais geradas foram descartadas para obtencdo da arvore
consenso. As  arvores filogenéticas foram  visualizada no  figTree 1.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e editadas no software Corel Draw X7. Sequéncias
de isolados de referéncia foram utilizadas nas analises de Alternaria e Bipolaris (TABELA 2
e TABELA 3). Sequéncia de Embellisia annulata (CBS 302.84) foi utilizada como outgroup
para a analise filogenética de Alternaria, com base nos resultados obtidos por Lawrence et al.

(2013). Para Bipolaris como outgroup foi utilizado a sequéncia tipo de (E.G.S 34.016).


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Tabela 2 - Isolados de Alternaria utilizados no estudo (continua...)

Numero de
Cddigos Espécie Hospedeiro Pais acesso do
GenBank
ATPase
CML 4062 A. alternata Hylocereus Brazil
undatus
CML 4001 A. alternata Hylocereus Brazil
undatus
EGS 34.016' = A. alternata Arachis India JQ671874
CBS 916.96 hypogaea
EGS 40.140=  Aalternata (A. Euphorbiaesula USA JQ671888
CBS 119408 herbiphorbicola)
EGS 46.069=  A. alternata (A. Cuscuta gronovii  USA JQ671873
CBS 121454 destruens)
CBS 106.34= A alternata (A. Linum Unknown  JQ671863
EGS 06-198 lini) usitatissimum
EGS 45-007 =  A. alternata (A. Minneola tangelo Israel JQ671877
CBS 102604 dumosa)
CBS 595 93 A. alternata (A. Pyrus pyrifolia Japan JQ671870
rhadina)
EGS 42.013 = A. celosiae Celosia cristata  Baton JQ671891
ATCC 96837 Rouge, LA
EGS 52.039 A. alternantherae - - JQ671892
CBS 124392 =  A. alternantherae  Solanum China -
HSAUP2798 melongena
ATCC 58175 A. porri Allium fistulosum USA JQ671901
EGS 42.060=  A. pseudorostrata  Euphorbia USA JQ671912
CBS 119411 pulcherrima




Tabela 2 - Isolados de Alternaria utilizados no estudo. (concluséo...)
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Numero de
Cadigos Espécie Hospedeiro Pais acesso do
GenBank
ATPase
CML 4062 A. alternata Hylocereus Brazil
undatus
EGS 33.169 = A. cinerariae Cineraria Great Britain  JQ671848
CBS 116702 maritima
EGS 46.051 = A. sonchi JQ671849
ATCC 96831 A radicina Daucus carota France JQ671851
seed
EGS 25-198 = A. selini Petroselinum Saudi Arabia JQ671853
CBS 109382 crispum
EGS 29-180 = A. panax Aralia racemosa USA JQ671846
CBS 482.81
EGS 41-005 = A. eryngii Eryngium sp. Unknown JQ671844
CBS 121339
EGS 37-139 = A. conjuncta Pastinaca sativa Switzerland  JQ671824
CBS 196.86
EGS 27-193 = A. infectoria Triticum aestivum UK
CBS 210.86
EGS 01-056 = A. mimicula Lycopersicon USA JQ671842
CBS 118696 esculentum
EEB 2232 A. brassicicola - - JQ671843
CBS 118699 = A. brassicicola Brassica oleracea  USA -
EGS 42-002
CBS 302.84 Embellisia annulata Cancer pagurus North Sea, JQ671766
Skagerrak

Fonte: Da autora (2019).
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Tabela 3 - Isolados de Bipolaris utilizados no estudo.

Cadigos Espécie Hospedeiro Pais NUmero de acesso
do GenBank
ITS
CML 4000 B. cactivora Hylocereus undatus  Brazil
DB13GENO09 B. cactivora Hylocereus undatus Italy KF041822
Strain 737 B. cactivora Hylocereus undatus USA HM598679
Strain 738 B. cactivora Hylocereus undatus USA HM598678
Strain 739 B. cactivora Hylocereus undatus USA HM598677
Isolate 1.6 B. cactivora Hylocereus undatus Thailand KT287110
CBS 127235 B. micropus Human clinical USA HE792934
samples
Strain L1 B. spicifera Saccharum China JN695634
officinarum
CBS 327.64 B. victoriae Avena sativa USA KJ909778
ICMP 6227 B. sacchari Oplismenus imbecillis New Zealand KJ922386
MFLUCC 100715 B. oryzae Oryza sativa Thailand JX256416
BRIP 14845 B. coffeana Coffea arabica Kenya KJ415525
CBS 136.29 B. maydis Zea mays Japan KJ909769
CBS 690.96 B. bicolor Unknown Cuba KJ909762
CBS 241.92 B. heveae Hevea sp. Nigeria KJ909763
CBS 480.74 B. Tribulus terrestris South Africa  KJ909771
sorokiniana
BRIP 11512 B. zeae Zea mays Australia KJ415538
BRIP 14840 B. gossypina  Gossypium sp. Kenya KJ415528
BRIP 16571 B. salviniae Salvinia auriculata Brazil KJ415535
EGS 34.0160 A. alternata Arachis hypogaea India AF071346

Fonte: Da autora (2019).

3 Testes de patogenicidade

3.1 Método da injecdo da suspensao de conidios

Os isolados foram repicados em meio de cultura Synthetic Nutrient-poor Agar (SNA),
incubados a temperatura ambiente por sete dias. As suspensdes de conidios foram preparadas
com agua destilada autoclavada, com as culturas fangicas e conidios extraidos das placas de
Petri 90 mm por raspagem da superficie da cultura com auxilio de uma lamina de vidro. As
suspensodes de conidios foram filtradas em gase, em seguida calibradas para a concentracao de
1x10° conidios mL™ em um hemocitometro (Neubauer). A inoculacdo foi realizada em
cladodios e frutos saudaveis, pelo método de injecdo da suspensdo de conidios (0,2 mL),
injetada em dois pontos equidistantes de cada cladddio e fruto, utilizando uma seringa e

agulha descartaveis (HAWA et al., 2017). As testemunhas foram inoculadas com 0,2 mL de
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agua destilada autoclavada. Todas as plantas e testemunhas inoculadas foram colocadas em
casa de vegetacdo com temperaturas diurnas e noturnas variando de 30-35°C e 23-30°C,
respectivamente. Todas as mudas inoculadas foram organizadas de forma aleatoria, em
bancadas na casa de vegetacdo. O desenvolvimento dos sintomas foi observado
continuamente, a cada dois dias, durante quatro semanas.

Cinco isolados fangicos foram selecionados: Fusarium proliferatum, dois de Fusarium
verticillioides, Bipolaris cactivora e Alternaria alternata + testemunha.

Os isolados fungicos foram re-isolados e re-identificados, baseando nas caracteristicas
morfologicas, para confirmacdo do Postulado de Koch. Os testes de patogenicidade foram
repetidos duas vezes com o intuito de determinar a consisténcia do desenvolvimento da

doenca e os sintomas produzidos pelos isolados.

3.1.1 Patogenicidade em cladodios

Para o teste de patogenicidade foram utilizados cladddios com aproximadamente 25
cm de comprimento e trés meses de idade, obtidos de um pomar de pitaia instalado no Setor
de Fruticultura, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG, os quais foram cultivados e mantidos em casa de vegetacdo no Setor de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, com temperaturas diurnas e noturnas de aproximadamente
15-20°C e 10-20°C, respectivamente. Cinco isolados fungicos representativos foram
selecionados para o teste de patogenicidade. A distancia entre os pontos de inoculacéo foi de
dois centimetros.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, sendo o0s
tratamentos compostos por cinco isolados fungicos (Fusarium proliferatum, Bipolaris
cactivora, dois de Fusarium verticillioides, Alternaria alternata) + testemunha (sem
inoculacdo), com trés repeticOes e cinco plantas/parcela, totalizando 90 mudas. As avaliacdes
dos sintomas de podriddo nos cladodios foram realizadas a cada dois dias por um periodo de
trés semanas. Foram realizadas medigdes do comprimento e largura das lesdes com auxilio de
trena milimetrada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, pelo programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

Para completar o postulado de Koch’s realizou-se 0 reisolamento e reidentificagdo dos

isolados inoculados, baseado nas caracteristicas morfoldgicas. Os testes de patogenicidade
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foram repetidos duas vezes para determinar a consisténcia do desenvolvimento da doenca e 0s

sintomas produzidos pelos isolados.

3.1.2 Patogenicidade em frutos

3.1.2.1 Método de injecao da suspensao de conidios

A inoculacdo foi realizada em frutos saudaveis, em dois estagios de maturacdo, 15 e
35 dias apos a antese, obtidos de um pomar de pitaia instalado no Setor de Fruticultura, do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. Ap0s a coleta
foram desinfestados em agua corrente com detergente neutro e alcool 70%, em seguida
colocados para secar em bandejas plasticas em bancada.

Todos os frutos e controles inoculados foram organizados aleatoriamente nas bandejas
e incubados em camara umida por 17 horas, com temperaturas diurnas de aproximadamente
25°C e noturnas de 22°C, por 14 dias, com os frutos acomodados individualmente em placas
de Petri, com o fundo das bandejas revestidas com toalhas de papel embebidas em agua. Em
seguida as bandejas foram seladas com saco plastico com o intuito de manter um ambiente
umido, em bancada. Cinco isolados flngicos representativos foram selecionados para o teste
de patogenicidade, sendo a distancia entre os pontos de inoculagdo de dois centimetros. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramento casualizado, sendo os tratamentos
compostos por cinco isolados fangicos (Fusarium proliferatum, Bipolaris cactivora, dois de
Fusarium verticillioides, Alternaria alternata) + testemunha (sem inoculacdo), com seis
repeticdes, sendo um fruto por parcela. As avaliages dos sintomas de podriddo nos frutos
foram realizadas diariamente por um periodo de trés semanas. Apos esse periodo os sintomas
de podriddo foram avaliados com medi¢6es do comprimento e largura das lesdes.

Os isolados de fungos foram reisolados e reidentificados para confirmagdo do
postulado de Koch. Os testes de patogenicidade foram repetidos duas vezes para determinar a

consisténcia do desenvolvimento da doenca e os sintomas produzidos pelos isolados.

3.1.2.2 Método do Carborundum

A inoculacdo foi realizada em frutos saudaveis de pitaia em dois estdgios de

maturacdo, com 15 e 35 dias apos a antese, pelo método de carborundum, por esfregaco do pé
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de carborundum antes da inoculacdo da suspensdo de conidios (0,2 mL) ser aplicada, em dois
pontos equidistantes de cada fruto, utilizando uma pipeta com ponteira descartavel.

Nas testemunhas foram aplicadas 0,2 mL de &agua destilada esterilizada. Todos o0s
frutos e controles inoculados foram colocados em bandejas de plastico incubadas em camara
umida em bancada, com temperaturas diurnas de aproximadamente 25°C e noturnas de 22°C,
organizadas aleatoriamente. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos compostos por cinco isolados fungicos (Fusarium
proliferatum, Bipolaris cactivora, dois de Fusarium verticillioides, Alternaria alternata) +
testemunha (sem inoculacdo), com seis repeticdes, sendo um fruto por parcela. As avaliagdes
dos sintomas de podriddo nos frutos foram realizadas diariamente por um periodo de 3
semanas. Ap6s 3 semanas 0s sintomas de podriddo foram avaliados com medi¢des do
comprimento e largura das lesdes.

Os isolados de fungos foram reisolados e reidentificados para confirmagdo do postulado de
Koch. Os testes de patogenicidade foram repetidos duas vezes para determinar a consisténcia

do desenvolvimento da doenca e os sintomas produzidos pelos isolados.

3.2 ldentificacdo de mating type e inducéo da fase sexuada

Os isolados com caracteristicas morfoldgicas das espécies do complexo Fusarium
fujikuroi foram identificados inicialmente por morfotipo. Os identificados no morfotipo F.
verticillioides (producdo de cadeias longas de microconidios a partir de monofialides) foram
cruzados com os isolados testadores da espécie CML 766 (MAT-2) e CML 767 (MAT-1),
para confirmar a espécie bioldgica e 0 mating type dos isolados. O mesmo foi feito para o
isolado do morfotipo F. proliferatum (producdo de cadeias curtas de microconidios a partir de
polifialides), sendo esses cruzados com os isolados testadores da espécie CML 770 (MAT-2)
e CML 771 (MAT-1). Os cruzamentos foram realizados de acordo com metodologia padréo
para estudo de compatibilidade sexual no FFSC (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Os isolados
usados como parental masculino foram cultivados em tubo de ensaio contendo meio completo
e incubados a 20°C sob fotoperiodo de 12 h de luz branca fluorescente combinada com luz
negra, por sete dias. Os isolados usados como parental feminino foram cultivados em placas
de Petri (60 mm) contendo meio cenoura agar e incubados a 25°C no escuro por sete dias.
Apdbs o periodo de incubacdo foi preparada uma suspensao de esporos usando o parental

masculino pela adi¢do de 1 mL de solucdo de Tween 80 e agua destilada esterilizada a 2,5%
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(v/v). Em seguida, a suspenséo foi depositada na superficie da coldnia do isolado usado como
parental feminino e por meio de uma al¢ca de Drigalski, espalhado de modo a umedecer
completamente o micélio. Os cruzamentos foram incubados a 20 °C, com fotoperiodo de 12 h
de luz branca fluorescente combinada com luz negra, por um periodo de até cinco semanas.
Foram considerados férteis os cruzamentos que produziram peritécios com exsudacdo de
ascosporos. Os cruzamentos foram repetidos duas vezes para confirmacao dos resultados. As
estruturas da fase sexuada foram caracterizadas de acordo com Leslie e Summerell (2006).

A viabilidade dos ascdsporos foi avaliada pelo teste de germinacédo em agar-agua 2%.
Utilizando um estilete, cirros de ascdsporos foram coletados, depositados na superficie do
meio e espalhados com alca de Drigalski. Posteriormente, as placas foram incubadas a 25 °C
por 24 h. Apo6s o periodo de incubacdo, a germinacdo dos ascdsporos foi avaliada em

microscopio de luz.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise filogenética

De acordo com a anélise filogenética com base em sequéncias de DNA do gene
Plasma membrane ATPase, os isolados CML 4001 e CML 4062 obtidos de cladddio e fruto
de pitaia sintomaticos foram identificados como Alternaria alternata (FIGURA 1). A anélise
filogenética de Méaxima Parcimonia gerou quatro arvores mais parcimoniosas e a topologia
gerada evidenciou ainda que esses isolados agruparam na se¢do Alternaria do Clado A. Estes
isolados agruparam com o isolado tipo E.G.S. 34.016 com 100% de bootstrap e probabilidade
posterior (FIGURA 1).



Figura 1 - Arvore filogenética de maxima parcimonia das espécies de Alternaria, usando sequéncias de Plasma membrane ATPase. Pleospora
herbarum e Pleospora tarda, utilizados como outgroup. O comprimento dos ramos € indicado por escala na base da arvore. Os
valores de probabilidade posterior >0.90 e de bootstrap >0.70 de 1000 repeti¢des sdo indicados em percentagem acima ou abaixo dos
internddios. Cl = 0.673, Rl = 0.713 na andlise de m&xima parciménia. Abreviacdes: CML - Colecdo Micoldgica de Lavras; CBS -
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences, The Netherlands; EGS - EG Simmons,
Mycological Services, Crawfordsville, Indiana; ATCC - American Type Culture Collection, Manassas, Virginia;, BMP - BM Pryor,
School of Plant Sciences, University of Arizona, Tucson, Arizona; DGG — DG Gilchrist, Department of Plant Pathology, University
of California, Davis, California; EEB - EE Butler, Department of Plant Pathology, University of California, Davis, California. T —

espécie tipo.

EGS 34.016" Arachis hypogaea India (A. alternata)
1/94| L EGS 46.069 Cuscuta grunovii USA (A. destruens)
CBS 106.34 Linum usitatissimum Unknwon (A. lini)
-91- CML 4001 Hylocereus undatus Brazil A. alternata | Sect. Alternaria
CBS 595.93 Pyrus pyrifolia Japan (A. rhadina)

1100l CML 4062 Hylocereus undatus Brazil

EGS 40.140 Euphorbia esula USA (A. herbiphorbicola)

EGS 45.007 Minneola tangelo Israel (A. dumosa)
EGS 42.013 Celosia cristata USA A. celosiae
_— —-‘j Sect. Alternantherae
1/100 EGS 52.039 Unknown A. alternantherae
ATCC 96831 Daucus carota France A. radicina Sect. Radicina
1799 EGS 25.198" Petroselinum crispum Saudi Arabia A. selini i
ATCC 58175 Allium fistulosum USA A. porri —
798l EGS 42.060" Euphorbia pulcherrima USA A. pseudorostrata | =S "™
EGS 33.169 Cineraria maritima Great Britain A. cinerariae I Sett’S i
7100l EGS 46.051 Unknown A. sonchi | ©¢H >0t
EGS 29.180 Aralia racemosa USA A. panax
—m : “ | sect. Panax
1/99 EGS 41.005 Erygium sp. Unknown A. eryngii
PPty A. brassicicola | o Brassicicola
1/100l EGS 01.056" Lycopersicon esculentum USA A. mimicula ’ !
r EGS 27.193" Triticum aestivum USA A. infectoria S
. . ; . . Sect. Infectoriae
1/100L— EGS 37.139" Pastinaca sativa Switzerland A. conjuncta
CBS 302.84" Cancer pagurus North Sea Skagerrak Embellisia annulata

20

Fonte: Da autora (2019).
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Em relacdo ao alinhamento de espécies de Bipolaris para o gene ITS, este continha 19
sequéncias com 565 caracteres, destes 419 conservados, 143 varidveis e 70 informativos. A
analise filogenética pelo método de Maxima parcimdnia gerou sete arvores mais
parcimoniosas. A topologia gerada evidenciou que o isolado CML 4000 obtido de fruto de
pitaia com podridao agrupou com o material de referéncia de Bipolaris cactivora com 99% de
suporte e 100% de probabilidade posterior (FIGURA 2).



Figura 2 - Arvore filogenética de méxima parciménia das espécies de Bipolaris, usando sequéncias de ITS. Alternaria alternata, foi utilizada
como outgroup. O comprimento dos ramos é indicado por escala na base da arvore. Os valores de probabilidade posterior >0.90 ¢ os
valores de bootstrap >0.70 de 1000 repeti¢des sdo indicados em percentagem acima ou abaixo dos internodios. Cl = 0.862, RI =
0.914 na andlise de maxima parcimoénia. Abreviacdes: CML - Colecdo Micoldgica de Lavras; CBS - Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences, The Netherlands; BRIP - Queensland Plant Pathology
Herbarium, Brisbane, Queensland, Australia; ICMP - International Collection of Microorganisms from Plants, Auckland, New
Zealand; MFLUCC - Mae Fah Luang University Culture Collection, Chiang Rai, Thailand; DB13GENO09 - Center of Competence
Agroinnova, University of Torino, Italy; EGS - EG Simmons, Mycological Services, Crawfordsville, Indiana; T — espécie tipo.

ﬁ,— CBS 327.64" Avena sativa USA B. victoriae
BRIP 11512 Zea mays Australia B. zeae
BRIP 14840" Gossypium sp. kenya B. gossypina
BRIP 16571" Salvinia auriculata Brazil B. salviniae
CBS 136.29" Zea mays Japan B. maydis
76/1 _(——CBS 690.96" Unknown Cuba B. bicolor
CBS 480.74" Tribulus terrestris South Africa B. sorokiniana
L ICMP 6227 Oplismenus imbecillis New Zealand B. sacchari
CBS 241.92" Hevea sp. Nigeria B. hevea
L BRIP 14845" Coffea arabica Kenya B. coffeana
MFLUCC 100715" Oryza sativa Thailand B. oryzae
CBS 127235 Human clinical samples USA B. micropus
Strain 738 Hylocereus undatus USA
97/1 CML 4000 Hylocereus undatus Brazil
Strain 737 Hylocereus undatus USA .
99/1L— |solate 1.6 Hylocereus undatus Thailand 8- cactivora
Strain 739 Hylocereus undatus USA
DB13GENO09 Cereus peruvianus monstruosus ltaly

EGS 34.0160 Arachis hypogaea India  Alternaria alternata

Fonte: Da autora (2019).
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4.2 Determinacdo de mating types e teste de compatibilidade sexual

Para o isolado do morfotipo F. proliferatum (CML 4058) ndo houve cruzamentos
férteis com os isolados testadores da espécie F. proliferatum, ndo sendo possivel identificar o
mating type e confirmar a identidade do isolado utilizando o critério de espécie bioldgica. Os
sete isolados de F. inicialmente identificados por morfologia como F. verticillioides tiveram
sua identidade confirmada por meio do cruzamento com os testadores. Todos os isolados de
F. verticillioides sdo do mating type MAT-2 e a formacdo dos peritécios ocorreu uma semana
apOs 0s cruzamentos, com exsudacdo em trés semanas. Os ascosporos exsudados pelos
peritécios de todos os cruzamentos férteis de todas as espécies avaliadas mostraram-se
viaveis, germinando apds 12 h de incubacdo. Os isolados quando cruzados com testadores de

outras espécies do FFSC, ndo produziram peritécios.

Tabela 4 - Relacdo dos cruzamentos entre isolados das espécies F. proliferatum e F.
verticillioides com seus respectivos testadores

Espécie Q@ maT? TmaT-2® P MAT2¢ T (MAT-1)

F. proliferatum  CML 771 CML4058  CML770 x CML 4058

F. verticillioides CML 767 x NFA5B* CML 766 x NFA5B
CML767 x NFAL2* CML766 x NFAI2
CML767 x CML4060* CML766 x CML 4060
CML767 x NFAL6* CML766 x NFALG
CML767 x NFAL7* CML766 x NFAL7
CML767 x NFA20* CML766 x NFA20
CML767 x CML4063* CML766 x CML 4063

2@ (MAT-1) indica os isolados do mating type MAT-1 férteis como fémea
bo"(MAT-Z) indica os isolados do mating type MAT-2 férteis como macho
<Q (MAT-2) indica os isolados do mating type MAT-2 férteis como fémea

dc>"(MAT-1) indica os isolados do mating type MAT-1 férteis como macho
cruzamentos férteis
Fonte: Da autora (2019).

4.3 Caracterizacdo morfologica

Os caracteres macroscopicos e micromorfoldgicos da fase assexuada dos isolados das
espécies Fusarium proliferatum e Fusarium verticillioides foram de acordo com a descrigdo
da literatura (LESLIE; SUMMERELL, 2006; MARASAS et al., 2001). Ambas as espécies se

caracterizam por produzir macroconidios em esporodéquios e ndo produzir clamiddsporo.
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Fusarium proliferatum produz microconidios em cadeias curtas, a partir de polifidlides. Ja
Fusarium verticillioides caracteriza-se pela producdo de microconidios em cadeias longas a
partir de monofialides (FIGURA 3).

As estruturas da fase sexuada foram semelhantes para os isolados representantes das
especies F. proliferatum e F. verticillioides, apresentando caracteristicas morfoldgicas
descritas para as espécies (KUHLMAN, 1982; LESLIE; SUMMERELL,; DOE, 2005).

Para o isolado Bipolaris cactivora os resultados obtidos neste experimento foram
semelhantes aos encontrados por Tarnowski et al. (2010), Taba et al. (2007), Oeurn et al.
(2015) e He et al. (2012).

Os resultados obtidos pelo isolado Alternaria alternata foram semelhantes aos

encontrados por Castro et al. (2017) e Hoog, Cuarro e Figueras (2000).

Figura 3 - Marcadores morfolégicos das espécies de Bipolaris, Alternaria e Fusarium (A-B) -
Conidios de Bipolares cactivora, C- Conidios em cadeia de Alternaria alternata, (D- F).
Microconidios em cadeia de F. verticillioides, (E-F) - Estruturas da fase sexuada,
peritécios exsudando ascosporos. A= 35 pm, B= 25 um, C e D= 20 um, F= 150 pm.

Fonte: Da autora (2019)
4.4 Teste de patogenicidade

4.4.1 Cladédios

Verificou-se efeito significativo para as variaveis comprimento (cm) e largura (cm)
das lesdes entre os isolados testados (p <0,05). Todos os isolados foram patogénicos para H.
undatus (TABELA 5).
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Tabela 5 - Comprimento (C) e largura (L), (cm), das les6es dos isolados de F. proliferatum,
Bipolaris cactivora, F. verticillioides, Alternaria alternata inoculados em
cladddios de pitaia.

C L
CML 4058 1,96a 1,92b
CML 4000 1,50b 1,00d
CML 4060 2,19 2,38a
CML 4062 1,94a 1,89b
CML 4063 1,84a 1,68c

Grupo de médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott (p<0.05). CML 4058 (Fusarium proliferatum), CML 4000 (Bipolaris cactivora), CML
4060 (Fusarium verticillioides), CML 4062 (Alternaria alternata), CML 4063 (Fusarium
verticillioides), C (comprimento da lesdo) (cm), L (largura da lesdo) (cm).

Fonte: Da autora (2019).

Os cinco isolados fuangicos testados induziram sintomas de podriddo no cladédio
quando inoculados em cladddios de trés meses de H. undatus cinco dias ap6s as inoculagdes,
variando de acordo com a espécie inoculada. Ndo foi observado sintoma nos cladddios
inoculados com agua esterilizada. Os postulados de Koch foram cumpridos. Todos 0s cinco
isolados foram patogénicos. Os sintomas foram semelhantes ao observado no campo. O teste
de patogenicidade foi repetido duas vezes e os sintomas de podriddo do cladédio foram
semelhantes. Re-isolamentos confirmaram que a sintomatologia em cladddios infectados foi
causada pelos isolados inoculados.

A progressao dos sintomas de acordo com os isolados inoculados esta apresentada na

Figura 4.
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Figura 4 - A- Cladodios inoculados com (CML 4058) F. proliferatum. A- 5 dias apos a
inoculacdo, B- 20 dias apds a inoculacdo, C- 32 dias apds a inoculacdo; D-
Testemunha (E-G) Cladodios inoculados com (CML 4000) Bipolaris cactivora.
E- 5 dias apo6s a inoculagdo, F- 20 dias apo6s a inoculacdo, G-32 dias ap6s a
inoculagdo; H- Testemunha (I-K) Cladddios inoculados com (CML 4060) F.
verticillioides. I- 5 dias apds a inoculacao, J- 20 dias apds a inoculacdo, K- 32 dias
apos a inoculacdo; L- Testemunha (M-O) Cladddios inoculados com (CML 4062)
Alternaria alternata. M- 5 dias ap0s a inoculacdo, N- 20 dias ap0s a inoculagéo,
0O-32 dias ap06s a inoculacdo; P- Testemunha (Q-S) Cladddios inoculados com
(CML 4063) F. verticillioides. Q- 5 dias ap0ds a inoculacdo, R- 20 dias apés a
inoculagéo, S- 32 dias apds a inoculagéo; T- Testemunha (U-2).

Fonte: Da autora (2019).

Para o isolado de F. proliferatum (CML 4058) foram observadas lesdes circulares, de
coloragdo marrom, com presenca de esporodoquios laranja e micelio branco na superficie (A-
C). Os sintomas nos cladodios inoculados com os isolados F. verticillioides CML 4060 e
CML 4063 iniciaram-se a partir de cinco dias com a formacdo de lesdes variando de
coloragdo amarela a marrom, com aspecto inicialmente seco e com o desenvolvimento da
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doenca passou para aquosa, algumas ja com exsudacdo e esporulacdo, com presenca de
micélio aéreo branco, de aspecto cotonoso.

Os primeiros sintomas do isolado Bipolaris cactivora (CML 4000) foram pequenas
pontuagdes de coloracdo marrom e halo avermelhado, progredindo para lesbes totalmente
negras, medindo 1,5 cm de comprimento e 1 cm de largura, com esporulacdo visivel 20 dias
apos a inoculacéo.

O isolado CML 4062 Alternaria alternata apresentou sintomas iniciais com lesdes de
coloracdo marrom, com regido central mais escura e halo vermelho, algumas ja& com
exsudacdo. Com a progressao da doenca as leses tornaram-se negras, com esporulacédo, bolor

e micélio aéreo.

4.5 Frutos

45.1 Frutos verdes

Os frutos verdes, colhidos com 15 dias ap0s a antese, ndo apresentaram sintomas apés
as inoculac@es, em ambos os métodos utilizados.
N&o foram observados sintomas em frutos inoculados com agua destilada autoclavada,

utilizado como controle.

45.2 Frutos maduros

Nos frutos colhidos com 35 dias apds a antese, os isolados inoculados comegaram a
manifestar sintomas quatro dias ap06s a inoculacdo, em temperatura ambiente (max 25°C,
min 22°C), variando de acordo com o metodo de inoculacdo e espécie inoculada. Com
quatro dias de inoculacdo surgiram 0s primeiros sintomas, 0s quais evoluiram com a
progressdo dos dias, ficando mais intensos a partir de seis dias apos a inoculacdo, quando
foram realizadas as medicdes das lesfes. O reisolamento foi realizado com 14 dias ap0s a
inoculagéo (FIGURA 5).
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Figura 5 - Sintomas em frutos apds 6 dias de inoculagdo. Frutos inoculados com U- (CML
4058) F. proliferatum; V- (CML 4000) Bipolaris cactivora; W- (CML 4060) F.
verticillioides; X- (CML 4062) Alternaria alternata; Y- (CML 4063) F.
verticillioides; Z- Testemunha.

|

‘AN 4
Fonte: Da autora (2019).

N&o foi observado sintoma nos frutos inoculados com agua destilada autoclavada,
utilizado como controle.

Os isolados CML 4058, CML 4060 e CML 4063, apresentaram sintomas iniciais
quatro dias ap0ds a inoculacdo. As lesdes foram de formato circular, com coloracdo amarela
amarronzada, progredindo para marrom escuro e consequente podriddo aquosa. Alguns frutos
apresentaram esporulacdo, com presenca de micélio aéreo branco, de aspecto cotonoso. O
isolado CML 4058 apresentou largura e comprimento médio de lesdo variando de 0,5a 1 cm,
respectivamente, com seis dias apds a inoculacdo. Alguns frutos apresentaram apenas
pontuacOes de coloracdo amarela como sinais iniciais da inoculacdo, ndo sendo possiveis as
medicdes. J& o isolado CML 4060 as médias das medicdes das lesbes foram de 1,1 cm de
largura x 0,96 cm de comprimento. Para o isolado CML 4063 os sintomas iniciais foram de
manchas pequenas (pontuacdes) de coloracdo amarelada a marrom escura, com aspecto
aquoso, porém ndo foi possivel realizar as medicGes das lesdes nesse periodo de avaliacgéo,
pois os sintomas foram apenas pontuacfes. Porém, com o progresso da doenca até o
reisolamento, surgiram as podriddes aquosas. Em todos os frutos testados houve presenca do
patdgeno Bipolaris cactivora, com esporulacao notavel.

Para o isolado CML 4000, inicialmente surgiram lesdes amarelas irregulares,
acastanhadas no centro, expandindo-se e eventualmente coalescendo, nos locais inoculados,
afetando geralmente a parte superior dos frutos. Apds quatro a seis dias de inoculagéo, o
fungo cresceu e cobriu as lesbes com um feltro denso e preto de conidiéforos e conidios. As
médias das lesbes foram de 1,9 cm de largura e 2,5 cm de comprimento.

Ja o isolado CML 4062 apresentou como sintomas da inoculacéo lesbes amarronzadas,
desuniformes, as quais progrediam para aspecto mole, desencadeando em podriddo, porém

ndo aquosa. Suas medicOes de largura e comprimento das lesdes variaram entre 0,4 e 0,5,
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respectivamente. Presenca de esporulacdo visivel com micélio verde nos pontos de inoculacéo

de alguns frutos.
Em todos os tratamentos foi observada a presenca de pontuagdes negras, de aspecto
cotonoso (feltro), caracteristicas do isolado CML 4000. A esporulagdo do Bipolaris foi

melhor no meio Malte, se comparado ao SNA.



58

5 DISCUSSAO

O isolado de F. proliferatum (CML 4058) foi confirmado como patogénico aos
cladaddios e frutos de pitaia, com sintomas de podridéo.

O patégeno ndo é especifico de um hospedeiro, infectando outras espécies. F.
proliferatum ja foi apontado como patdgeno de cladodios de pitaia e os sintomas observados
foram os mesmos descritos na literatura (HAWA et al., 2013). Os resultados dos testes de
patogenicidade indicaram que F. proliferatum é um patégeno importante no cultivo da pitaia
ja que causa podriddo nos cladodios e frutos. Espécies patogénicas de Fusarium gque causam
sintomas de podridao nos claddédios sdo comuns no solo, sobrevivendo nos restos de cultura e
os conidios podem ser disseminados por equipamentos e ferramentas agricolas, influenciando
a progressao da doenca que esta diretamente relacionada com o manejo cultural (FLETCHER,
1994; KATAN, 2000).

N&o houve cruzamentos férteis entre o isolado CML 4058 e os isolados testadores da
espécie, ndao sendo possivel identificar o mating type e confirmar sua identidade. Em
contrapartida Hawa et al. (2013) trabalhando com a espécie Hylocereus polyrhizus na Malasia
obteve resultados diferentes com relacdo a determinacdo de mating types e teste de
compatibilidade sexual, pois ambos os alelos MAT ocorreram entre F. proliferatum isolados
da podriddo do cladddio e os cruzamentos sexuais produziram peritécios férteis, indicando
que os isolados pertencem ao complexo de espécies de Gibberella fujikuroi. De acordo com
Leslie et al. (2004), sdo poucos os isolados de F. proliferatum e F. fujikuroi que possuem
compatibilidade sexual, resultando em cruzamentos férteis, com producdo de peritécio e
progénie viadvel. Incompatibilidade sexual entre diferentes espécies bioldgicas dentro do FFSC
também foram relatadas por Desjardins et al. (2000) e Steenkamp et al. (2001).

Além de F. proliferatum, outras duas espécies agrupadas no FFSC foram identificadas,
CML 4060 e CML 4063 como Fusarium verticillioides, agente causal da podriddo do
cladodio e fruto, com base na caracterizacdo morfoldgica. F. fujikuroi esta associado a doenca
de Brusone no arroz. Devido a variagdo intraespecifica, foram agrupados separadamente.
Hawa et al. (2017) relataram em experimento com Hylocereus polyrhizus e em outros estudos
prévios, que a espécie F. fujikuroi ndo estad associada somente ao cultivo do arroz, ja que
foram encontrados isolados nas culturas de baunilha (PINARIA et al., 2010), grama d’agua
(CARTER; LESLIE; WEBSTER, 2008), trigo (SUGA et al., 2014), soja (PEDROZO;
FENOGLIO; LITTLE, 2015). Fendémenos de mudanca de hospedeiro de espécies de
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Fusarium também foram relatadas em cereais, com o F. graminearum migrando para as
culturas da batata e beterraba (BURLAKOTI et al., 2008) e F. oxysporum f. sp. betae de
beterraba para amaranto (Amaranthus retroflexus) (MACDONALD; LEACH, 1976). O
fendmeno do deslocamento do hospedeiro geralmente ocorre em ambiente onde ha consorcio
de culturas entre ecossistemas nativos e agricolas (STENLID et al., 2011). Por H. undatus ser
uma espécie origindria da America tropical, o cultivo é mais suscetivel a doencas de
ambientes quente e Umido. A cultura pode ndo desenvolver resisténcia a doenga, existindo
risco de F. fujikikuroi mudar do hospedeiro nativo para H. undatus.

Houve cruzamentos férteis para todos os sete isolados de F. verticillioides cruzados
com os isolados testadores da espécie, sendo todos identificados como idiomorfo MAT-2,
confirmando sua identidade. Além disso a reproducdo sexual também resulta em aumento da
variabilidade genética do patégeno, tendo consequentes implicacfes no desenvolvimento de
variedades tolerantes de H. undatus e manejo do patégeno (HAWA et al., 2017).

Hawa et al. (2017) observou em trabalho conduzido com Hylocereus polyrhizus na
Malasia bons niveis de cruzamentos férteis com FFSC, podendo ocorrer reproducdo sexual
em condicGes de campo, com formacgdo dos ascdsporos. A possivel ocorréncia dos ascosporos
no campo contribui para a compreensdo da epidemiologia da podriddo do cladodio e frutos
em H. undatus.

Os sintomas da podriddo do cladédio e frutos observados nos testes de patogenicidade
foram semelhantes aos causados por F. proliferatum (MASRATUL et al., 2013a). Hawa et al.
(2017) obtiveram resultados diferentes em estudo conduzido com H. polyrhizus na Malasia,
com isolados de F. fujikuroi causando sintomas de podriddo menos grave.

O isolado CML 4000, baseando-se nas caracteristicas morfoldgicas e filogenia
molecular, foi identificado como Bipolaris cactivora. Bipolaris cactivora é um patégeno
necrotrofico, agente causal da podriddo basal em varias espécies de cactos no mundo,
incluindo  Cephalocereus mezcalaensis, Cereus peruvianus, Cereus tetragonus,
Chamaecereus silvestrii, Gymnocalycium mianovichii, Hylocereus undatus e H. trigonus
(CHASE, 1982; HYUN et al., 2001; TABA et al., 2007). Com o progresso da doenca, pode
ocorrer a morte da planta, pois os cladodios secam por inteiro. Este patdgeno é considerado o
mais importante na pds-colheita da pitaia, pois provoca deterioragdo do fruto de 4 a 7 dias
apos a infeccdo, inviabilizando seu consumo e desencadeando grandes perdas econémicas
(OEURN; JITJIAK; SANOAMUANG, 2016).
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A podridao dos frutos em pitaia causada por B. cactivora ja foi relatada em diferentes
paises como Florida, Israel, Tailandia, Japdo e Vietnd (TARNOWSKI; PALMATEER,;
CRANE, 2010; BEN-ZE'EV et al., 2011; OUERN; JITJAK; SANOAMUANG, 2016; TABA
et al., 2007; HE et al. 2012). Também ja foi relatada em Taiwan, China e Italia em Cereus
peruvianus monstruosus, outra planta da familia Cactaceae (WANG; LIN, 2005; LIU et al.,
2011; GARIBALDI et al., 2014). Na Coréia, foi relatado como doenca grave, ocorrendo
principalmente no cacto H-G enxertado, correspondendo até 77% das infecgbes nas
plantagdes de cactos (CHANG et al., 1998; HYUN et al., 2001).

A preocupacao com essa doenca tem crescido em decorréncia do aumento na producgéo
de pitaia e a utilizacdo de cactaceas na ornamentacdo e as perdas na producdo podem chegar
até 44% (TABA et al., 2007), o que é agravado pela falta de produtos registrados para a
cultura.

Sua patogenicidade para cladddios e frutos de pitaia foi confirmada, satisfazendo os
postulados de Koch. Dentre os métodos utilizados para este patdgeno, o que apresentou
melhores resultados foi o de injecdo da suspensdo de conidios, se comparado ao do
carborundum. Ben-Ze’ev et al. (2011) trabalhando com frutos maduros saudaveis da mesma
espécie deste trabalho (cv ‘Bilu’), encontraram resultados diferentes para o patdgeno
inoculado pelo método do carborundum que apodreceu mais rapidamente, se comparado ao
método da suspensdo de conidios. Frutos da cv. 'Desert King' também sdo susceptiveis ao
ataque do patégeno. Os pomares de pitaia em Israel também sdo atacados pela doenca da
podriddo seca do cladadio.

Os fungos patogénicos podem residir e permanecer em estado latente em diferentes
partes da planta, como cladddios, flores, frutos e somente em condigdes ideias de germinacédo
atingem os frutos. H& tambem as fontes secundarias do in6culo, como as plantas daninhas e
espécies de gramineas, onde o patdgeno encontra-se na forma de conidios, permanecendo até
que as condigbes ambientais sejam ideais paraa germinagdo, desencadeando na
patogenicidade em plantas hospedeiras.

Oeurn et al. (2016) relataram em estudo a capacidade do Bipolaris cactivora causar
apodrecimento em frutos de pitaia na pds colheita, segundo os autores os fungos patogénicos
residem em diferentes partes das plantas antes do desenvolvimento dos frutos, como nos
cladaddios e flores. As flores da pitaia sdo a primeira fonte de in6culo dos patdgenos flngicos

que causam doencas na pos-colheita dos frutos. Bipolaris cactivora € citado como um dos
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fungos mais frequentes nas flores podres, com 100% de porcentagens de atuacgdo, seguido por
Cladosporium sp. 100%, Alternaria sp. 60%, Fusarium sp. 70% e C. gloeosporiodes. 37%.

O periodo da floragdo da planta de pitaia na regido Sul do estado de Minas Gerais
ocorre de novembro a abril, periodo chuvoso na regido. O excesso de chuva na floracdo pode
contribuir para a ocorréncia de abortos florais, devido a 4gua da chuva carregar o polen e
afastar agentes polinizadores. Alem disso, a condicdo de alta temperatura e umidade favorece
a proliferacéo dos conidios, os quais residem nas flores e vestigios florais até os frutos serem
desenvolvidos. Com isso acredita-se que os conidios séo liberados e dispersos nas flores, sem
causar infeccdo. Com a maturacdo completa das frutas, os conidios que estavam no interior
das flores comecam a germinar, surgindo os micélios, que sdo os sintomas da contaminacao
do fungo. Além disso, o solo do pomar que foi realizado a coleta dos frutos para o
experimento tem plantas daninhas, com destaque para as gramineas, consideradas fontes do
indculo. Assim, uma pratica agrondmica recomendada para a cultura da pitaia seria a retirada
de vestigios florais que normalmente ficam ligadas ao fruto até a maturacéo.

Deve-se levar em consideracao fatores importantes para a progressdo do ciclo de vida
do pat6geno, como temperatura e umidade ideais, variedades e a patogenicidade do fungo. O
fungo é capaz de sobreviver em diversas espécies de cactos, plantas daninhas, como as
gramineas e no solo, na forma de esclerodios. Como medidas de controle deve-se adotar as
praticas do manejo da poda, indutores de resisténcia, bidticos e abidticos, retirada dos
vestigios florais, ja que as mesmas sdo porta de entradas e reservatorios dos fungos, controle
de plantas daninhas e utilizar mudas sadias. Até o momento ndo ha produto quimico
registrado para o controle na cultura da pitaia.

Ja em plantacdes de cactos a doenca foi controlada principalmente com a utilizagéo de
fungicidas sintéticos, com efeito imediato. No entanto, deve-se atentar ao periodo de
utilizacdo destes produtos quimicos, ja& que o patdgeno pode tornar-se resistente, como
consequéncia do uso indiscriminado. Outra preocupacdo é com seus impactos ao meio
ambiente, a salde humana e animal, sendo necessaria a busca por medidas alternativas de
controle (HEIVIEUX et al., 2002).

Baseado nas caracteristicas morfoldgicas e filogenia molecular, o isolado CML 4062
foi identificado como Alternaria alternata. A patogenicidade foi comprovada para cladodios e
frutos de pitaia.

Alternaria alternata, agente causal da mancha negra, afeta varias plantas da familia

Cactaceae. Ja foi encontrada associada a plantas e frutos de pitaia e no cactus ornamental
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Gymnocalycium mihanovichii (CHOI et al., 2010; CASTRO et al., 2017). A espécie A.
alternata engloba véarias morfoespécies, dentre elas A. herbiphorbicola, A. lini, A. dumosa, A.
destruens, A. rhadina. Estas espécies foram sinonimizadas por Woudenberg et al. (2015) por
ndo poderem ser distinguidas de forma confidvel com base em filogenia multigénica e em
outros critérios utilizados para o reconhecimento de espécies.

A maioria dessas morfoespécies sinonimizadas sob o nome A. alternata foram
descritas por Simmons (2007), baseadas apenas em um unico isolado que foi coletado muito
antes do ano de descricdo (A. brassicinae, A. citricancri, A. herbiphorbicola, A.
pulvinifungicola, A. postmessia). Até onde se sabe, nenhum novo isolado destas espécies foi
relatado na literatura apds a sua descricao. Estudos sobre a presenca de toxinas especificas do
hospedeiro desses isolados poderiam ajudar a esclarecer se esses isolados, de fato,
compreendem novas espécies ou se a elas seria mais conveniente a atribui¢do do conceito de
forma especiales, ja bem estabelecido e utilizado como forma de diferenciacdo dentro da
espécie de A. alternata (WOUDENBERG et al., 2015).

Alternaria alternata é um patégeno que causa manchas foliares em diferentes culturas
e também esta relacionado a deterioracdo de frutos. Em frutas contaminadas de H. undatus
ocorre deterioracdo na epiderme e polpa, podendo ter sintomas visiveis ou ndo. A auséncia do
sintoma visivel faz com que os consumidores descartem a epiderme, consumindo a polpa,
gerando grande preocupacdo para a saude humana, pois 0 patégeno pode produzir
micotoxinas (FAO, 2017).

A espécie esta relacionada com producdo de micotoxinas em alimentos,
incluindo alternariol (AOH), éter monometilico de alternariol (AME), altenuene
(ALT), tentoxina (TEN), acido tenuazonico (TeA) e altertoxinas
(ATX) (TRONCOSO-ROJAS; TIZNADO-HERNANDEZ, 2014; LOPEZ et al,
2016).

A podridao negra causada por Alternaria alternata é responsavel pelas maiores perdas
em pitaia amarela (Selenicereus megalanthus) durante o periodo da pos-colheita. Estragégias
utilizadas no controle de frutos atacados por fungos, como por Alternaria alternata, € a
utilizacdo de fungicidas sintéticos, porém, seu uso continuo desencadeia grandes problemas
para 0 meio ambiente e para a salde humana. Diante desta situagdo deve-se utilizar métodos
alternativos, como o tratamento térmico e Oleos essenciais para reduzir infec¢bes fungicas.
(VILAPLANA; PAEZ; VALENCIA-CHAMORRO, 2017).
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Todos os isolados quando inoculados em frutos com 15 dias ap0s a antese,
independente do método de inoculagdo, ndo apresentaram sintomas de contaminacdo e
doenca. Isso pode ter ocorrido porque frutos verdes ndo contém quantidade de agucar
suficiente, que seja atrativa para a presenca do fungo.

Sabe-se que H. undatus € susceptivel ao ataque de varios patégenos economicamente
importantes (ORTIZ-HERNANDEZ; CARRIL-SALAZAR, 2012; CASTRO et al., 2017),
porém ndo ha informacdes concretas sobre a diversidade de espécies de fungos associadas ao
cultivo da pitaia no Brasil. Este é o primeiro relato cientifico de relevancia, com informagdes
preliminares sobre sintomatologia, patogenicidade, identificacdo morfologica e molecular dos
principais patdégenos que causam danos nos cladodios e frutos de pitaia no Brasil.

Diante dos problemas ocasionados no cultivo da pitaia, e consequentes perdas na
producdo e valor econémico do fruto, é necessario aplicar as medidas de controle de forma
eficiente, para garantir elevadas producdes com qualidade e para isso é fundamental
intensificar as pesquisas nessa area do conhecimento.

Os resultados gerados contribuem para a correta identificacdo dos patdgenos e
subsidiam um manejo eficaz das doencas, visando garantir a sustentabilidade da cultura e sua

viabilidade econdmica.
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6 CONCLUSOES

As espécies Bipolaris cactivora, Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides e
Alternaria alternata sdo patogénicas a cladodios e frutos de pitaia.

Foi descrita pela primeira vez no Brasil, a ocorréncia de Bipolaris cactivora em
cladodios e frutos de pitaia maduros.

Foi constatada a associagdo dos géneros Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum,
Nigrospora, Curvularia, Botryosphaeria, Bipolaris e Fusarium em associagdo com a pitaia.
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CAPITULO 3 - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS EM POLPA
DE PITAIA VERMELHA (HYLOCEREUS UNDATUS) COM
SINTOMA DE ‘MANCHA GELATINOSA’

RESUMO

A pitaia vermelha é uma cactacea frutifera, de clima tropical, que apresenta aceitacdo
crescente nos mercados consumidores. Um dos problemas enfrentados é a ocorréncia da
‘mancha gelatinosa’ na polpa dos frutos comprometendo sua comercializacdo. Objetivou-se
com este trabalho estudar possiveis causas do aparecimento desta lesdo em polpa de frutos de
pitaia vermelha. Foram coletados frutos de pitaia vermelha de polpa branca (Hylocereus
undatus), plantadas no Setor de Fruticultura do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), com sintomas de lesdo no interior da polpa de
aparéncia leitosa no centro e translicida na borda. Cinco frutos com sintomas internos
caracteristicos de mancha gelatinosa e cinco frutos sadios foram encaminhados aos
Laboratdrios de Analise Quimica Mineral do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras para determinacdo da composicdo mineral presente na polpa dos frutos e
Laboratorio de Microbiologia das Fermentacgdes, no setor de Microbiologia, do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras para identificacdo de possiveis patdgenos
causadores das manchas. Pela analise quimica mineral verificou-se que frutos com sintomas
de mancha gelatinosa apresentaram composi¢do mineral maior para 0s micronutrientes boro,
cobre e manganés que frutos ndo sintomaticos. Foram identificadas as bactérias
Sphingobacterium multivorum, Microbacterium testaceum, Pseudomonas rhodesiae,
Microbacterium arborescens, Enterobacter asburiae, Microbacterium imperiale e Kocuria
kristinae em polpas de pitaia com a mancha gelatinosa.

Palavras-chave: Composi¢do mineral. Doengas em pitaia. Fruticultura tropical.
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ABSTRACT

Red pitaya is a tropical cactaceous fruit, which has a growing acceptance in the consumer
markets. One of the problems faced is the occurrence of the 'gelatinous spot' on the pulp fruits
compromising its commercialization. The objective in this work was to study possible causes
of that lesion appearance in red pitaya fruit pulp. Red pitaya fruit of white pulp (Hylocereus
undatus) were colected and planted at the Fruit Growing Sector of Agriculture Department
(DAG) - Federal University of Lavras (UFLA), with symptoms of lesion inside the pulp of
milky appearance in the center and translucent on the border. Five fruits with internal
symptoms characteristic of gelatinous spot and five healthy fruits were sent to the Mineral
Chemistry Laboratories of the Chemistry Department - Federal University of Lavras to
determine the mineral composition present in the pulp fruits, and Fermentation Microbiology
Laboratory in the Microbiology sector, Biology Department - Federal University of Lavras to
identify possible pathogens that cause spots. By mineral chemical analysis it was observed
that fruits with symptoms of gelatinous spot had a higher mineral composition for
micronutrients boron, copper and manganese than non-symptomatic fruits. Sphingobacterium
multivorum, Microbacterium testaceum, Pseudomonas rhodesiae, Microbacterium
arborescens, Enterobacter asburiae, Microbacterium imperiale and Kocuria Kkristinae
bacteria were identified in pitaya pulps with gelatinous spot.

Keywords: Mineral composition. Diseases in pitaya. Tropical fruit growing.
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1 INTRODUCAO

Hylocereus é um cacto nativo da América Tropical de habito trepador e estd
amplamente distribuido no mundo, devido a sua importancia agrondmica, industrial e
econémica. A fruta € conhecida por varios nomes comerciais como ‘Pitahaya’ ou ‘Pitaya’ e
‘Dragon fruit’. O interesse pela fruta tem aumentado mundialmente devido a sua aparéncia
Unica e alto conteudo de nutrientes.

O mercado mundial de frutas tem-se tornado mais competitivo e aberto as novidades,
com frutas nativas e exéticas, principalmente devido ao aumento da divulgacdo pela midia,
sobre os beneficios do consumo de frutas, destacando-as como alimento saudavel,
balanceado, funcional e diversificado, o que fez aumentar o interesse por elas (SILVA et al.,
2011). Embora tenha ocorrido grande expansao agricola da pitaia no Brasil e em outros paises
a cultura ainda necessita de estudos preliminares e informacgdes que subsidiem o manejo
fitossanitario da cultura (ALMEIDA et al., 2016).

Pesquisas com Hylocereus aumentaram significativamente nos campos da taxonomia,
anatomia, fisiologia, genética, bioquimica, medicina e industria, porém, verifica-se escassez
de trabalhos relacionados a identificacdo de patogenos e manejo de doencas na cultura da
pitaia (ORTIZ-HERNANDEZ; CARRILLO-SALAZAR, 2012; ONG et al., 2014).

Hé& poucos relatos na literatura sobre bactérias associadas as plantas de pitaia. Ja foi
observado Enterobacter cloacae (STEAD, 2008), Pectobacterium carotovorum subsp.
Carotovorum (anteriormente Erwinia carotovora) (MASYAHIT et al., 2009) causando
podriddo leve em cladddios. Doencas de pos-colheita foram associadas a Xanthomonas
campestris (BARBEAU, 1990). Masyahit et al. (2009) encontraram trés bactérias
antagonicas: Burkholderia cepacia, B. multivorans e Pseudomonas aeruginosa contra o fungo
Bipolaris sp., Colletotrichum gloeosporioides, Botryosphaeria sp. e Monilinia sp.

A maior parte dos frutos de pitaia € consumida ao natural, assim, as caracteristicas
fisicas, quimicas e de sanidade dos frutos sdo de grande importancia para seu valor comercial
(LIMA et al.,, 2014). Lesdes na polpa comprometem a qualidade fisica e quimica,
prejudicando a comercializagdo e consumo.

Na pitaia, apesar de considerada uma planta rustica, problemas com pragas e doencas
tém sido recorrentes. Um dos problemas que mais tém sido relatados é a ocorréncia de uma
lesdo interna na polpa dos frutos, que esta sendo denominada de ‘mancha gelatinosa’. Essa

lesdo tem aparéncia leitosa no centro e translucida na borda, ha uma maior concentracdo de
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sementes nessa mancha do que em outras partes do fruto, a textura é firme, o sabor € acido e
ndo tem odor.

O objetivo do presente trabalho foi identificar possiveis causas do aparecimento de
mancha gelatinosa na polpa de frutos de pitaia vermelha de polpa branca, com base em
analises de composicdo mineral de frutos, isolamento e identificacdo de bactérias presentes na

lesdo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de coleta e amostragem dos frutos

Os frutos foram coletados entre 20 e 25 de maio de 2016, em plantas de pitaia
vermelha de polpa branca [Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose], com trés anos pos-
plantio, pertencentes a area experimental localizada no Setor de Fruticultura do Departamento
de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG. O municipio
de Lavras esta situado a 21°14°06” de latitude sul e 45°00'00" de latitude oeste, a altitude
média de 918 m. O clima da regido é do tipo Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico),
caracterizado por apresentar inverno seco e verdo chuvoso (ALVARES et al., 2013).

As plantas foram conduzidas no sistema do tipo espaldeira, com mourdes de eucalipto
a 1,8 m de altura do solo, no espacamento de 2,5 x 2,5 m, e foram adubadas de acordo com a
necessidade, com base em resultados da andlise quimica do solo.

A irrigacdo e o controle de plantas daninhas foram realizados conforme
recomendacdes para a cultura.

Cinco frutos com sintomas internos caracteristicos de mancha gelatinosa e cinco frutos
sadios foram encaminhados aos Laboratorios de Analise Quimica Mineral do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Lavras para determinacdo dos teores de macro e
micronutrientes presentes na polpa dos frutos e Laboratério de Microbiologia das
FermentacGes, no Setor de Microbiologia, do Departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras UFLA para identificacdo de possiveis patdgenos causadores das lesdes.

2.2 Analises quimicas

Frutos com sintomas e assintomaticos foram lavados com agua destilada, a polpa foi
retirada do fruto manualmente e acondicionada em potes de vidro com capacidade de 100 ml
em que 50% do volume foi ocupado, e congeladas em ultrafreezer com sistema de ar estatico
(Cold Lab, model CL120- 86V, Sdo Paulo, Brazil) a -75 °C. Ap6s o congelamento, as
amostras foram liofilizadas (Edwards, model L4KR, Sdo Paulo, Brazil), com condensador
operando a -40 °C e pressdo a vacuo de 0.998 mbar por 72 horas. Os produtos secos foram
retirados do liofilizador e armazenados em dessecadores a vacuo contendo silica gel até o

momento das analises.
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As andlises de composicdo mineral foram realizadas conforme a metodologia de
Malavolta et al. (1997).

2.3 Andlises microbioldgicas

2.3.1 Isolamento dos microrganismos

Aliquotas de 10 g de pitaia com e sem sintomas, foram diluidas em 90 mL de &gua
peptona estéril e homegeneizadas em Stomacher® (Mayo Homogenius HG 400, Sdo Paulo,
Brasil) durante 2 minutos. A contagem dos microrganismos foi realizada em agar YEPG (20
g/L glicose, 10 g/L peptona, 10 g/L extrato de levedura, 15 g/L &gar). As placas foram
incubadas em BOD, a 30 °C, por até 48 horas.

Foram caracterizados o morfotipo, tamanho, tipo, estrutura da borda, cor, textura,
aparéncia, elevacao, brilho, forma da col6nia e coloragdo de Gram. Todos os isolados foram

purificados em 20% de glicerol e armazenados a -80° C.

2.3.2 Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
analysis (MALDI-TOF MS)

A identificacdo foi realizada por meio do perfil proteico dos isolados bacterianos
submetidos a analise no equipamento Biotyper MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics; Bremen,
Germany). A extragéo proteica foi realizada utilizando solucéo organica (etanol, acetonitrila e
agua ultrapura 1:1:1) acrescida de 10 % de &cido trifluoroacético (TFA). Aliquota de 0,7 uL
da extracao proteica foi adicionada a placa de aco inoxidavel de MALDI-TOF MS (FlexiMass
Shimadzu Biotech, Buckinghamshire, UK), em triplicata. Apds secagem, a amostra foi
coberta com 1 pL de solugdo matriz acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA, Fluka;
Buchs, Switzerland) para uma concentracao final de 10 mg CHCA/mL de solugdo organica.

Os espectros de massa foram processados utilizando o software BioTyper (verséo 3.0;
Bruker Daltonics) executado com a versdo de banco de dados BioTyper DB5989. As
correspondéncias entre os perfis experimentais MALDI-TOF MS séo expressas por BioTyper
de acordo com um Score.

A calibragdo do equipamento foi realizada com Escherichia coli K12 cultivada em meio LB
(Luria-Bertoni) a 37 °C por 18 horas. Um dendrograma foi construido com as cepas identificadas

utilizando o BioTyper MSP 39 Dendrogram Creation Standard Method (verséo 1.4).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composigdo mineral dos frutos sintomaticos e sem sintomas indicou que frutos com
sintomas apresentaram teores de nutrientes mais altos que os frutos sadios (TABELA 1),
especialmente quando se observa 0s micronutrientes boro, cobre e manganés,

respectivamente.

Tabela 1 - Composicdo mineral da polpa de frutos de pitaia vermelha sadios e com sintomas
de mancha gelatinosa.

Frutos N P K Ca Mg S B Cu M Zn Fe
n
---------------------- %0-------mmmmmmmmmem e PPM -
Sintomaticos 1,38 019 141 042 016 0 36 92 31 10,7 26,9
Sem sintomas 1,18 0,13 123 04 011 0 O O O 31 16,1

Fonte: Da autora (2019).

Em contraste, Duarte (2013) avaliando diferentes fontes de adubacdo organica em
pitaia vermelha verificaram teores médios de calcio, magnésio, cobre, manganés, zinco e ferro
na polpa de frutos de 0,3; 25,2; 21,9; 11,9; 29,0 e 84,6 ppm, respectivamente. Ao comparar
essas médias com os teores de nutriente dos frutos sintométicos do presente trabalho é
possivel observar que apenas 0 magnésio apresenta valores mais baixos.

Esse resultado indica que possiveis distarbios, sejam eles de ordem bidtica ou abidtica devem
estar ocorrendo nos frutos sintomaticos, alterando a composi¢do mineral dos mesmos e a falta
de trabalhos relacionados ao tema na cultura da pitaia dificulta esse entendimento.

Por outro lado, com base nas anélises microbioldgicas, foram isoladas 14 bactérias em polpa
de frutos de pitaia com sintomas, apresentando oito morfotipos de acordo com as

caracteristicas macroscoépicas.



Tabela 2 - Bactérias identificadas na com sintomas pela técnica de Maldi-tof MS e caracterizacdo do morfotipo das col6nias bacterianas. (continua...)

Cadigo Espécie Score Gram | Tamanho Forma Elevagdo | Superficie Cor
PO1 Sphingobacterium multivorum 1.958 - Médio Circular | Umbiculada Lisa Amarela/Brilhante
P02 Sphingobacterium multivorum 1.762 - Médio Circular | Umbiculada Lisa Amarela/Brilhante
P03 Sphingobacterium multivorum 2.071 - Médio Circular | Umbiculada Lisa Amarela/Brilhante
P04 Microbacterium testaceum 2.152 + Medio Circular Convexa Lisa Branca
P05 - - + Pequena Circular Convexa Lisa Branca/Brilhante
P06 Pseudomonas rhodesiae 1.903 - Pequena Circular Achatada Lisa Creme/Brilhante
P07 Microbacterium testaceum 2.179 + Pequena Circular Convexa Lisa Branca
P08 Microbacterium arborescens 2.050 + Pequena Circular Convexa Lisa Creme
P09 Microbacterium arborescens 1.784 + Pequena Circular Convexa Lisa Creme
P10 Enterobacter ashuriae 2.362 - Média Circular Convexa Lisa Creme/Brilhante
P11 Kocuria kristinae 1.914 + Pequena Circular Convexa Lisa Translucida

9/



Tabela 2 - Bactérias identificadas na com sintomas pela técnica de Maldi-tof MS e caracterizacdo do morfotipo das coldnias bacterianas.

(concluséo).

Cédigo Espécie Score Gram | Tamanho Forma Elevacdo | Superficie Cor
P12 - - - Medio Circular Convexa Lisa Creme/Brilhante
P13 Microbacterium imperiale 1.768 + Pequena Circular Convexa Lisa Branca
P14 Bacillus altitudinis 2.062 + Médio Circular Achatada Lisa Branca

Fonte: Da autora (2019).

LL
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A maioria dos trabalhos com andlises em polpas de pitaia objetivaram estudar propriedades
fisico-quimicas e conteddo nutricional da fruta (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006;
WU et al., 2006; ARIFFIN et al., 2009), sendo que 0os microrganismos presentes naturalmente
na fruta quase ndo foram estudados. H& apenas relatos de Enterococos faecalis e E. durans
isoladas de suco fermentado de pitaia vermelha (ONG et al., 2012) e E. casseliflavus e E.
gallinarum isolados a partir de pitaia vermelha fresca e confirmados por abordagens
moleculares (ONG et al., 2014).

O presente trabalho é o primeiro relato de isolamento e identificagdo de bactérias em polpa de
pitaia fresca com lesdes de mancha gelatinosa. Um total de 14 isolados foram obtidos, no
entanto desses, apenas 12 foram identificados pela técnica de Maldi-tof MS. Ha preocupacéo
em relacdo aos microrganismos identificados nas amostras, pois alguns deles podem ser
patdégenos. Um exemplo é o Sphingobacterium multivorum que é um bacilo gram negativo,
pertencente a familia Flavobacteriaceae, saprofitico, naturalmente encontrado no solo, nas
plantas e na agua, descrito em 1981. Foi considerado ndo patogénico por muito tempo, mas ha
alguns anos vem sendo descrito como etiologia de processos infecciosos em seres humanos,
portanto, considerado clinicamente importante (PAGE et al., 2019). No entanto, ainda ndo foi
relatado nenhum caso desta bactéria como patégeno de origem alimentar.

Outro microrganismo patogénico para humanos é Kocuria kristinae, que é gram-
positivo, que pode também causar infec¢do em hospedeiros imunocomprometidos (CHEN et
al., 2015). Nao foi encontrado relato desse microrganismo colonizando plantas.

Trés espécies de microorganismos do género Microbacterium foram identificadas nas
amostras: M. arborescens, M. testaceum e M. imperiale. Esses microrganismos sdo bacilos
gram-positivos  aer6bicos pertencem a classe das Actinobactérias. Microbacterium
testaceum € uma bactéria endofitica que reside em hospedeiros de plantas sem causar
sintomas (MOROHOSHI, et al., 2011). J& Microbacterium arborescens é relatado como
patogénico para humanos podendo causar peritonite em pacientes imunocomprometidos
(GIRISGEN et al., 2018). Nao ha relato desta espécie causando doencas em plantas, no
entanto a espécie pode ser utilizada em fitorremediacdo in situ de solo contaminado com
Cromo (AHSAN et al., 2018).

Por outro lado, algumas bactérias benéficas para a planta, sendo considerados
microrganismos promotores de crescimento e de biocontrole foram identificadas na polpa da

pitaia. Esses microrganismos tém atividade simultanea de desempenhar um papel vital no
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aumento do crescimento das plantas e, a0 mesmo tempo, suprimem 0s agentes patogénicos
das mesmas (KLOEPPER, 1993).

Os mecanismos pelos quais esses microrganismos podem influenciar o crescimento
das plantas podem diferir de acordo com a espécie para espécie e podem ser diretos, isto €,
producdo de horménios de crescimento, solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio ou
indiretos, como supressdo de microrganismos deletérios pela producdo de sider6foros ou
secrecdo de metabdlitos antifungicos (KLOEPPER, 1993). Outros mecanismos utilizados
podem ser antibiose, competicdo por nutrientes ou exclusdo de nicho (BENT, 2006). Além
desses antagonismos diretos, as bactérias promotoras de crescimento podem induzir uma
resisténcia sistémica que torna a planta mais resistente a um futuro ataque de patdgenos,
chamada de a resisténcia sistémica induzida (VAN PEER; NIEMAN; SCHIPPERS, 1991).

No presente trabalho, os microrganismos Microbacterium imperiale, Pseudomonas
rhodesiae, Enterobacter asburiae e Bacillus altitudinis que foram encontrados na polpa de
pitaia com a lesdo, sdo considerados microrganismos de biocontrole e/ou promotores de
crescimento em varias culturas (JETIYANON; PLIANBANGCHANG, 2013; SUNAR et al.,
2015; SALOMON et al., 2016; ROMERO; MARINA; PIECKENSTAIN, 2016; FREITAS et
al., 2019).

Microbacterium imperiale € uma bactéria endofitica (colonizam o interior das plantas
sem causar alteracdes morfoldgicas e fisiologicas) que pode colonizar o hospedeiro de
maneira sistémica ou localizada. Essas bactérias sdo consideradas benéficas, devido ao fato de
terem capacidade de acessar patdgenos nos vasos condutores e por isso servem como agentes
de biocontrole. Podem habitar os vasos condutores do apoplasto e, ocasionalmente, 0s espacos
intracelulares (QUANDT-HALLMANN; HALLMANN; KLOEPPER, 1997). Freitas et al.
(2019) verificaram que essa bactéria controlou Fusarium solani em mandioca. J& Salomon et
al. (2016) verificaram o potencial de M. imperiale como microorganismo promotor de
crescimento em plantas, induzindo a biossintese de metabdlitos secundarios, como 0s
terpenos, que reduzem a incidéncia de estresse e doencas em Vitis vinifera cultivada in vitro.

Enterobacter asburiae é uma bactéria gram negativa utilizada para promover o
crescimento das plantas. A bactéria induz resisténcia sistémica contra varias doencas,
incluindo antracnose, murcha bacteriana em ensaios em estufa e em campo (JETIYANON;
WITTAYA-AREEKUL, 2009). O microrganismo induziu imunidade contra doenga de
podriddo mole em alface (JETIYANON; PLIANBANGCHANG, 2013).
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Pseudomonas rhodesiae também tem potencial antagonista para patdgenos no
controle biologico de doencas do tomate e efeitos de promotores de crescimento (ROMERO
etal., 2016)

Bacillus altitudinis é considerada uma rizobactéria promotora de crescimento de
plantas que sd@o um grupo de bactérias que pode ser encontrado na rizosfera, em superficies
radiculares e em associacdo com raizes, que podem melhorar a extensdo ou a qualidade do
crescimento de plantas direta e/ou indiretamente (SUNAR et al., 2015). Esses mesmos autores
descobriram que esse microrganismo além de possuir importantes caracteristicas de promogao
do crescimento de plantas também tem capacidade de suprimir a doenca da podriddo
radicular.

O reconhecimento dessas bactérias promotoras de crescimento de plantas como
potencialmente Uteis para estimular o crescimento das mesmas e aumentar o rendimento das
culturas tem evoluido ao longo dos ultimos anos para serem utilizadas em campo. A utilizacdo
destes microrganismos pode minimizar os efeitos nocivos dos fertilizantes quimicos e mudar
para métodos ecologicamente corretos sem comprometer a producdo e o rendimento dos
produtos agricolas. A tecnologia microbiana de baixo custo para promogdo do crescimento de
plantas e supressao de doencas tem se tornado area prioritaria para pesquisa em paises em
desenvolvimento, como é o caso do Brasil. Assim, estudos mais detalhados devem ser
realizados para a cultura da pitaia.

No presente trabalho poucas bactérias foram isoladas, no entanto, este trabalho
prossegue e ja existem aproximadamente 100 isolados dos mesmos frutos que ainda precisam
ser identificados, sendo estes apenas resultados preliminares.

Com os dados obtidos do perfil proteico das 14 bactérias isoladas da pitaia foi
construido o dendrograma do agrupamento hierarquico e identificacdo pela técnica MALDI-
TOF MS (FIGURA 1). Os isolados foram agrupados em 2 grupos, de acordo com a
similaridade proteica, fornecendo as relacbes de similaridade entre cada um dos grupos

detectados.



Figura 1 — Dendrograma do agrupamento hierarquico de bacté
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rias obtidas da polpa de frutos

de pitaia identificadas pela técnica MALDI-TOF MS.
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— Kocuria kristinae
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Devido a escassez de trabalhos na literatura sobre o assunto, recomenda-se a

ampliacdo das pesquisas para se determinar possiveis patdgen

0S OuU agentes causais de outra

natureza, como os distarbios fisiologicos, promotores da ‘mancha gelatinosa’ em frutos de

pitaia vermelha.
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4 CONCLUSOES

Pela andlise quimica mineral verificou-se que frutos com sintomas de mancha
gelatinosa apresentaram composi¢cdo mineral maior para 0os micronutrientes boro, cobre e
manganés que frutos ndo sintomaticos.

Foram identificadas as bactérias Sphingobacterium multivorum, Microbacterium
testaceum, Pseudomonas rhodesiae, Microbacterium arborescens, Enterobacter asburiae,
Microbacterium imperiale e Kocuria kristinae em polpas de pitaia com sintomas da mancha

gelatinosa.
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CAPITULO 4 - PONTO DE COLHEITA NA QUALIDADE DE FRUTOS DE PITAIA
DE POLPA BRANCA E VERMELHA

RESUMO

A pitaia apresenta vida util pos-colheita de 6 a 10 dias, e no Brasil, ha relatos de que
produtores estdo colhendo os frutos antecipadamente, mesmo quando 0 exocarpo ndo se
apresenta completamente pigmentado, com o intuito de aumentar a vida Util e evitar o ataque
de passaros aos frutos. Pretendeu-se neste trabalho, estudar a qualidade de frutos de pitaia
vermelha de polpa branca (Hylocereus undatus) e de polpa vermelha (Hylocereus poliryzhus)
colhidos em trés fases de maturacdo, de acordo com a proporc¢éo de pigmentacao do exocarpo,
visando avaliar a viabilidade da colheita realizada em estadios anteriores a maturacdo. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3x2
(niveis de maturacdo: 1- frutos com até 25% de coloracdo rosa, 2- frutos com 25% até 75% de
coloracdo rosa e 3- frutos acima de 75% de coloragdo rosa X espécies de pitaia: Hylocereus
undatus e Hylocereus poliryzhus), totalizando 6 tratamentos, foi composto por oito frutos. Os
niveis de maturacdo foram selecionados visualmente, de acordo com a proporc¢éo de coloracdo
do exocarpo. Para isso, frutos de pitaia de polpa branca e vermelha foram colhidos no campo
experimental do Setor de Fruticultura do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras, MG, Para a interacdo nivel de maturacdo X espécies houve efeito
significativo para massa do fruto, firmeza da polpa, pH, sélidos sollveis e acidez, o que
evidenciou, para essas variaveis, comportamento diferenciado dos efeitos dos niveis de
maturacdo nas espécies analisadas. Para o nivel de maturacdo foram verificados efeitos
significativos para todas as variaveis, excetuando-se massa do fruto. Com relacéo as espécies
foi verificado efeito significativo para espessura do exocarpo, diametro transversal e formato
do fruto. Diferencas importantes nas caracteristicas massa do fruto, firmeza da polpa, pH,
solidos soluveis e acidez sdo encontradas ao se comparar os frutos das espécies de polpa
vermelha e branca. E indicado que os frutos sejam colhidos no nivel 3 de coloracdo do
exocarpo, com 75% de coloracgao rosa do exocarpo.

Palavras-chave: Fruta-do-dragdo. Hylocereus sp. Maturagéo.
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ABSTRACT

Pitaya has a post-harvest shelf life from 6 to 10 days, and in Brazil, there are reports that
producers are harvesting the fruits beforehand, even when the exocarp is not completely
pigmented, in order to increase shelf life and avoid attack of birds on fruits. The objective in
this work was to study the quality of red pitaya fruit with white pulp (Hylocereus undatus)
and red pulp (Hylocereus polyrhizus) collected at three maturation phases, according to the
exocarp pigmentation ratio, in order to evaluate the viability of the harvest realized at stages
prior to maturation. The experimental design was completely randomized, in the factorial
scheme 3x2 (exocarp coloration levels: 1- fruits with up to 25% of pink color, 2- fruits with
25% to 75% of pink color, and 3- fruits over 75% of pink color x pitaya species: Hylocereus
undatus and Hylocereus polyrhizus, totaling 6 treatments, with 8 replicates and one fruit per
plot. The maturation levels were selected visually, according to the exocarp staining ratio.
For the interaction of exocarp staining level x species there was a significant effect for fruit
mass, pulp firmness, pH, soluble solids and acidity, which showed, for these variables,
different behavior of the maturation levels effects on the species analyzed. For the exocarp
staining levels, significant effects were observed for all variables, except for fruit mass.
Regarding the species, a significant effect was verified for the variables: exocarp thickness,
transverse diameter and fruit shape. Important differences in fruit mass, pulp firmness, pH,
soluble solids and acidity are found when comparing the fruits of the red and white pulp
species. It is indicated that the fruits are harvested at level 3 of exocarp staining, with 75%
exocarp pink staining.

Keywords: Dragon fruit. Hylocereus sp. Maturation.
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1 INTRODUCAO

A pitaia ou ‘fruta do dragdo’ é uma frutifera promissora e lucrativa. Sua coloracéo
interna e externa muito atraente, presenca de sementes pretas comestiveis embutidas na polpa,
alto valor nutracéutico, funcional, excelente potencial de exportacdo e altamente rentavel sdo
algumas das caracteristicas pelas quais & considerada uma ‘super fruta’ (TAMANNA;
MANDAL; HASAN, 2018). Essa rentabilidade se deve, principalmente, & precocidade de
producdo (14 a 16 meses ap6s o plantio), alta produtividade (15 a 30 t ha') e longevidade (até
20 anos de producéo), além do ciclo de producdo de aproximadamente 6 meses no ano.

A pitaia, embora ainda haja divergéncias entre alguns autores, é considerada uma fruta
ndo climatérica (WILBERTH et al., 2013), ou seja, a colheita deve ser realizada apés o fruto
completar sua maturacdo fisioldgica. Na pratica, a maioria dos produtores realiza a colheita
guando os frutos apresentam coloracdo do exocarpo completamente résea. No entanto, as cores
do exocarpo (casca) da fruta, mudam de verde para vermelho ou rosa, quando o estagio de
maturacdo esta avancado (NERD; GUTMAN; MIZRAHI, 1999). Quatro ou cinco dias apds o
inicio da mudanca de cor os frutos alcangcam coloragcdo maxima (ANONYMOUS, 2017).

Quanto mais tardiamente o fruto for colhido, menor sera seu tempo de vida Util apds a
colheita, acarretando perdas econdmicas (ANONYMOUS, 2017). Além disso, a coloracdo
atrativa da fruta, quando madura, também é alvo do ataque de insetos e passaros, causando
lesBes e tornando-o impréprio para comercializagao.

A pitaia apresenta tempo de vida Gtil pds-colheita de aproximadamente dez dias (HOA
et al.,, 2006), em temperatura ambiente. A colheita antecipada, quando completada a
maturacdo fisiolégica do fruto (cerca de 30 dias ap6s a antese), pode gerar beneficios, como
aumento do tempo de prateleira, além de ser uma forma de escape contra insetos, passaros e
algumas doengas.

Ha relatos de produtores no Brasil, que estdo colhendo os frutos em estagios iniciais
de pigmentacdo da casca ou até mesmo antes da mudanca de cor. Essa prética, portanto, deve
ser cautelosa, pois em frutos ndo climatéricos pode haver alteracao significativa na qualidade
final do produto, impedindo a evolucdo das caracteristicas organolépticas, essenciais para
garantir a qualidade e sabor dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A caracterizacdo, tanto fisica quanto fisico-quimica dos frutos, é importante para a

determinacdo da qualidade. Assim, parametros como pH, acidez, sélidos soluveis e firmeza
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sdo essenciais para avaliar se um produto se encontra com qualidade suficiente para consumo
e garantir a aceitabilidade do produto pelo consumidor.

Nesse contexto, o trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a qualidade de
frutos de pitaia vermelha de polpa vermelha (Hylocereus polyrizhus) e de polpa branca

(Hylocereus undatus) colhidos em trés niveis de maturacao.
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2 MATERIAL E METODOS

Para a execucdo do experimento frutos de pitaia de polpa branca (Hylocereus undatus)
e polpa vermelha (Hylocereus polyrhizus) foram colhidos no pomar do campo experimental
do Setor de Fruticultura do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras-
MG. Foram coletados frutos em trés niveis de maturacdo, selecionados visualmente, de
acordo com a proporc¢do de coloracdo do exocarpo e divididos em trés grupos: grupo 1- frutos
com até 25% de coloracao rosa, grupo 2- frutos com 25% até 75% de coloragao rosa e grupo
3- frutos acima de 75% de coloracdo rosa. Os tratamentos estdo representados a seguir
(FIGURA 1).

Figura 1 - Niveis de maturacdo de frutos das espécies Hylocereus undatus e Hylocereus
polyrhizus colhidos na Universidade Federal de Lavras, UFLA.

Niveis de coloracéo Hylocereus undatus Hylocereus polyrhizus

do exocarpo

1. Frutos com até

25% de coloracdo

rosa

2. Frutos com 25%
a 75% de coloracao
rosa

3. Frutos acima de
75% de coloragédo
rosa

Fonte: Da autora (2019).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 2, correspondente a trés niveis de maturacdo e duas espécies de pitaia, totalizando
6 tratamentos. Cada tratamento foi composto por oito frutos.

Ap0s coleta e separacdo, os frutos foram encaminhados ao Laboratério de Pds-
Colheita de Frutas e Hortalicas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade
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Federal de Lavras, para realizacdo de lavagem e desinfestacdo com hipoclorito de sédio
(NaOCl) 300 mg.Lt, em seguida foram secos em papel toalha estéreis. Procedeu-se as
seguintes analises: massa fresca do fruto (MF), massa do exocarpo (ME), massa da polpa
(MP), rendimento de polpa (RE), firmeza da polpa (FP), espessura da casca (EC), diametros
longitudinal (DL) e transversal dos frutos DT), pH, solidos soluveis (SS), acidez total (AT),
ratio (relagdo SS/AT), coloracdo da polpa, casca e bracteas dos frutos.

As massas (fruto, exocarpo e polpa) foram determinadas pesando separadamente as
partes dos frutos em balanca de precisdo, sendo os valores expressos em gramas (g). O
rendimento da polpa foi determinado pela férmula: MPx100/MF. A firmeza da polpa foi
obtida com auxilio de um penetdbmetro semi-manual marca TR modelo FT 327, com ponteira
de 8 mm, na regido equatorial dos frutos, com os resultados expressos em Newton (N). Os
didmetros dos frutos e espessura da casca foram medidos utilizando-se um paquimetro digital
expressando os valores em mm. O formato dos frutos foi obtido pela razdo entre didametro
longitudinal e diametro transversal. As leituras de pH foram obtidas em um Peagametro
digital, em que cada amostra foi triturada e homogeneizada na propor¢do de 1:4 (10 g de
polpa e 40 ml de &gua destilada) em politron e o filtrado utilizado para a anélise. Os sélidos
solveis foram obtidos com uso de refratdmetro digital, sendo os resultados expressos em
graus Brix. A determinacao da acidez titulavel (AT) foi realizada por titulacdo com NaOH 0,1
N, utilizando-se como indicador a fenolftaleina 1%. Foram utilizados 10 mL do homogenato
filtrado para a titulagdo, ap0s a trituracdo da polpa do fruto em politron na proporc¢édo de 1:5
(10 g de polpa e 50 ml de agua destilada). Os valores foram expressos em porcentagem de
acido malico. O ratio (SS/AT) foi obtido pela relacdo entre sélidos solGveis e acidez titulavel.
As metodologias foram seguidas de acordo com as orientac¢des do Instituto Adolfo Lutz (1AL,
1985). As analises de coloracdo foram realizadas na polpa, casca e bracteas dos frutos A
coloracdo da polpa, exocarpo e bréctea dos frutos foi determinada por colorimetro Minolta,
modelo CR-400, com iluminante D65 e no sistema CIELAB.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o programa
Sisvar® (FERREIRA, 2011) e realizado o teste de médias, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises fisico-quimicas

Para a interacdo niveis de coloracdo do exocarpo x espécies houve efeito significativo
para massa do fruto, firmeza da polpa, pH e solidos sollveis, evidenciando para essas
variaveis, comportamento diferenciado dos efeitos dos niveis de coloragdo do exocarpo nas
espécies analisadas (TABELA 1).

Para niveis de coloracdo do exocarpo, foram verificados efeitos significativos para
todas as varidveis, excetuando a massa do fruto e didmetro longitudinal, indicando uma
semelhanga no efeito dos tratamentos analisados no ganho em massa do fruto (TABELA 2).
Para as espécies, foi verificado efeito significativo para as varidveis espessura do exocarpo,
diametro transversal e formato do fruto (TABELA 3). Apenas a variavel diametro
longitudinal ndo apresentou diferencas significativas em nenhum dos fatores analisados,

apresentando média de 105,75 mm.



Tabela 1 - pH (pH), sélidos soltveis (SS), massa do fruto (MF) e firmeza da polpa (FP) de frutos de pitaias H. undatus e H. polyrhizus colhidos
em trés niveis de coloracdo do exocarpo.

pH SS (°Brix) MF(g) FP(N)
Niveis de
coloragdo do  H.polyrhizus H.undatus H.polyrhizus H.undatus H. polyrhizus ~ H.undatus  H.polyrhizus H. undatus
exocarpo
1 3,31bB 3,72 bA 13,94 aA 14,43 aA 463,62 aA 459,01 bA 4,64 aA 3,30 bB
2 3,47 bB 3,87 abA 14,39 aA 13,12 bB 455,35 aA 507,27 abA 3,83 bB 4,84 aA
3 4,05 aA 4,04 aA 14,69 aA 14,65 aA 463,62 aB 535,45 aA 3,15¢cB 3,93 cA
CV (%) 6,05 6,30 11,40 29,97

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, P<0,05.
Fonte: Da autora (2019).

€6
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Considerando o fator nivel de coloracdo do exocarpo em funcgéo das espécies de pitaia,
observou-se uma tendéncia de aumento da variavel massa do fruto para a espécie H. undatus,
se comparada a H. polyrhizus, que ndo apresentou efeito significativo. J& para o fator espécie,
observou-se que houve efeito significativo apenas para o nivel 3 de coloracdo do exocarpo
para a espécie H. polyrhizus, porém a espécie H. undatus apresentou valores superiores em
ganho de massa do fruto. Deduz-se que tdo logo o exocarpo se torne completamente
pigmentado, os frutos maduros da espécie H. undatus apresentam maior ganho em massa do
que os da espécie H. polyrhizus (TABELA 1).

Para o fator firmeza da polpa, observa-se um decréscimo significativo a medida que
aumenta o nivel de coloracdo do exocarpo para os frutos de H. polyrhizus. Ja para H. undatus
houve aumento significativo no nivel 2, seguido de decréscimo no nivel 3 (TABELA 1).
Estudo realizado por Enciso et al. (2011), com H. undatus colhidas em 3 niveis colora¢do do
exocarpo, armazenadas em caixas plasticas simulando o mercado, os resultados de firmeza
foram semelhantes a Hylocereus polyrhizus, indicando queda na firmeza a medida que
aumenta o grau de maturagédo do fruto. Comportamente semelhante foi descrito por To et al.
(2002) em frutos de H. undatus armazenados a 20 °C durante 14 dias. Kader et al. (2002)
afirmaram que a diminuicdo da firmeza de frutos carnosos durante seu amadurecimento deve-
se a dissolucdo da lamina média de seus tecidos.

Em relacdo ao pH, observou-se para H. polyrhizus, maior teor em frutos
completamente maduros em relagdo aos demais. Resultado similar foi obtido para H. undatus.
Costa et al. (2014), estudando diferentes fontes de adubacdo organica na colheita de frutos
maduros de pitaia vermelha, encontrou resultados proximos aos verificados neste trabalho
para frutos colhidos no nivel 3 de coloragdo do exocarpo, com valores de pH entre 4,36 e
4,64. Mizrahi (2014) trabalhando com clones de Hylocereus e Selenicereus megalanthus em
Israel, encontrou resultados condizentes, com aumento do pH em decorréncia do
amadurecimento dos frutos, com valores variando de 4,4 a 4,8. Assim, pode-se inferir que o
pH aumenta com o amadurecimento, apresentando menor acidez.

Quanto aos solidos soltveis, ndo foram encontradas diferengas significativas para H.
polyrhizus, enquanto que para H. undatus, apenas o nivel 2 de coloracdo do exocarpo
apresentou-se com valores inferiores. Esse resultado pode estar relacionado com a influéncia
das condigdes climaticas no momento do seu desenvolvimento, uma vez que a pitaia
apresenta picos de floracdo e os frutos permaneceram por tempos diferentes na planta

(TABELA 1). O maior teor de SS encontrado para a pitaia branca no nivel 3 de coloracdo do
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exocarpo pode ser explicado como resultado do metabolismo de polissacarideos das paredes
celulares (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A maioria das variaveis apresentaram diferencas estatisticas significativas entre os
niveis de maturacdo, e ainda, algumas apresentaram comportamentos diferentes de acordo
com a espécie. Todas as variaveis, com excecdo da massa do fruto, apresentaram diferencas
entre os niveis de maturacdo, indicando que a colheita antecipada afeta significativamente as
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos.

Embora os frutos apresentem valores de sélidos solUveis aceitiveis para consumo nos
trés niveis de maturacdo analisados, observa-se valores elevados de acidez nos dois primeiros,
0 que pode interferir no balango do teor solidos solUveis/acidez e, consequentemente, no sabor
das frutas.

O armazenamento dos frutos apds a colheita pode contribuir para a melhoria das
qualidades organolépticas destes frutos colhidos verdes ou semi-maduros, portanto, novos
estudos sdo indicados para determinar sua qualidade ap6s o armazenamento, além da
aceitabilidade dos frutos pelo consumidor.

Considerando o fator niveis de coloracdo do exocarpo para a variavel massa do
exocarpo observou-se diferencas significativas entre os tratamentos, sendo observada menor
ganho de massa (148,89 g) no nivel 1 de coloracdo do exocarpo (TABELA 2). Neste estagio o
fruto apresentava-se com a maior propor¢do de casca ainda verde quando comparado aos
demais, indicando que a partir deste ponto ocorreu a estabilidade no ganho em massa e que o
gasto metabdlico que seria direcionado ao crescimento foi para a melhoria das caracteristicas
organolépticas dos frutos. Segundo Chitarra e Chitarra (2005) o crescimento do fruto

estabiliza ap6s a maturacdo e os frutos utilizam-se dos substratos acumulados nessa fase.

Tabela 2 - Massa do exocarpo (ME), massa da polpa (MP), rendimento de polpa (RE), espessura
do exocarpo (EE), formato do fruto (FF), didmetro transversal (DT) de frutos de
pitaias H. undatus e H. polyrhizus colhidos em trés niveis de colora¢éo do exocarpo.

Niveis de coloragéo do ME(g) MP(g) RE(%) EE(mm) FF DT(mm)

exocarpo
1 148,89b 263,04b 57,27c 6,18a 1,24 a 85,01 b
2 182,04a 299,27b 61,95b 5,79a 1,19b 86,98 ab
3 198,28a 339,98a 69,16a 4,17b 12lab 89,78a
CV (%) 18,72 15,36 7,49 21,13 4,11 5,51

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, P<0,05.
Fonte: Da autora (2019).
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Em trabalho realizado por Cordeiro et al. (2015), com frutos maduros de pitaia de polpa
vermelha, foi encontrado resultado inferior, com valor médio de 111,23 g para massa do exocarpo.

Para massa da polpa, o nivel 3 de coloracdo do exocarpo foi significativamente
superior aos demais (TABELA 3), ou seja, frutos completamente maduros apresentam maior
proporcéo de polpa quando comparados aos frutos imaturos. Isso ocorre devido ao ganho em
massa pelo aumento de solidos e contetdo de &gua, aléem do crescimento dos frutos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Cordeiro et al. (2015), comparando-se a média
para os 3 niveis de coloracdo do exocarpo com o valor médio de 309,44 g obtidos pelos
autores para massa da polpa. Considerando o valor médio para frutos de nivel de coloracéo do
exocarpo 1, € possivel observar resultado semelhante ao obtido por Cordeiro et al. (2015),
com valor minimo de 268,89 g para frutos colhidos maduros. Dessa forma, se for considerada
apenas a massa de polpa, é possivel a colheita do fruto em nivel de coloracdo do exocarpo 1.

Quanto ao rendimento em polpa, foi observado que quanto maior o nivel de coloracédo
do exocarpo maior o rendimento em polpa dos frutos, apresentando diferencas significativas
em todos os niveis de coloracdo analisados (TABELA 3). Em trabalho realizado por Cordeiro
et al. (2015) foram encontrados resultados semelhantes com valor médio de 75,25% e no
presente trabalho obteve-se média de 69,16% para frutos com nivel 3 de coloracdo do
exocarpo. O rendimento é um fator importante para a industria e comercializacdo, pois, além
de aumentar a rentabilidade com a producdo, uma vez que o fruto é vendido no quilo, reduz as
perdas nas partes que sdo descartadas, como as cascas.

Quanto a espessura do exocarpo apenas o nivel de coloracdo do exocarpo 3 apresentou
diferenca significativa, apresentando casca mais fina (TABELA 2). Ao mesmo tempo,
observou-se que houve diferenca significativa também entre as espécies, sendo que a
vermelha (5,75 mm) se mostrou com exocarpo mais espesso que a branca (5,01 mm), o que
pode ser caracteristica genética da propria espécie (TABELA 3). Exocarpos mais espessos
podem favorecer o prolongamento da vida atil do fruto apds a colheita, pois sdo mais
resistentes a danos mecanicos e microbiologicos, além de reduzir a perda de agua durante o
armazenamento. Em trabalho realizado por Magalhaes et al. (2019), estudando a evolucéo na
maturacdo de frutos de pitaia vermelha de polpa branca, os autores observaram que exocarpo
dos frutos tendem a afinar com o avangar da maturagdo, encontrando valores menores para
frutos avermelhados em comparacdo com frutos de coloracdo mais verdes. Estes mesmos
autores sugerem que esse resultado pode ser devido a perda de 4gua a medida que o fruto

amadurece e tende a senescer.
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Tabela 3 - Espessura do exocarpo (EE), diametro transversal (DT) e formato do fruto (FF) de
frutos das espécies de pitaias H. undatus e H. polyrhizus.

Espécies EE (mm) DT (mm) FF
Hylocereus undatus 501b 89,33 a 1,18 b
Hylocereus polyrhizus 575a 85,18 b 1,25a
CV (%) 21,13 5,51 4,11

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo teste de Tukey, P<0,05.
Fonte: Da autora (2019).

Quanto ao formato do fruto, determinado pela relacdo DL/DT, em que, quanto mais
proximo de um mais o fruto tende ser arredondado, os resultados mostraram que entre as duas
espécies estudadas, a branca (1,18) mostra-se com frutos mais globosos que a vermelha (1,25),
sendo que, por sua vez, esta apresenta um formato um pouco mais alongado (TABELA 3). Ja
entre os niveis de coloracdo do exocarpo ndo houve uma tendéncia precisa de reducdo ou
aumento, embora tenham apresentado diferencas significativas (TABELA 2). O formato do fruto
tem maior importancia quanto a atratividade do produto pelo consumidor, determinando as
preferéncias individuais. Além disso, o formato dos frutos também é importante para selecdo de
embalagens, uma vez que influencia no acondicionamento dos frutos nestas, sendo mais
interessante que estes apresentem maior homogeneidade em tamanho e formato.

Embora ndo tenham sido encontradas diferencas significativas nos diametros
longitudinais entre as espécies e niveis de maturacdo, os diametros transversais apresentaram
diferencas significativas para ambos os fatores estudados, em que a espécie vermelha
apresentou maior didmetro transversal o que certamente contribuiu para a diferenga
encontrada no formato dos frutos (TABELA 3). Assim, a pitaia vermelha possui caracteristica
superior para essa variavel. Ja entre o nivel de coloracdo do exocarpo houve aumento dos

didametros transversais com a evolu¢do do amadurecimento (TABELA 2).

3.2 Analises de coloracao

Quanto a coloracdo da polpa do fruto, a excecdo do Croma, todas as demais
coordenadas apresentaram diferengas estatisticas na interacdo niveis de colora¢do do exocarpo
x espécies (TABELA 4), sendo que o Croma diferiu estatisticamente apenas entre as especies,
com medias de 1,70 para H. undatus e 44,28 para H. polyrhizus (CV= 13,66), confirmando a

coloracdo mais intensa da espécie H. polyrhizus.



Tabela 4 - Coloracdo da polpa de frutos de H. undatus e H. polyrhizus colhidos em diferentes niveis de coloracdo do exocarpo.
Coordenadas de coloracéo da polpa do fruto

Niveis de L polpa A polpa B polpa H polpa

coloragéo H. H. H. H. H. H. H. H. polyrhizus
do undatus polyrhizus undatus polyrhizus undatus polyrhizus undatus

exocarpo

1 49,51aA 27,19aB  0,77aB  38,94bA  1,73aA -1,76bB 81,71aB  356,50aA

2 43,62bA 25,32aA  0,54aB  42,14abA 1,10bB 0,01aA 61,53bB 357,89aA

3 44 30bA 2554aA  0,60aB 4557aA 1,37abAB 1,67cC 63,73bB  359,11aA
CV (%) 35,91 15,78 67,05 1,70

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, P<0,05.

Fonte: Da autora (2019).
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Para a coordenada luminosidade da polpa (L), apenas a espécie H. undatus apresentou
diferencas nos niveis de coloragdo do exocarpo. Isso provavelmente se deu pelo fato de que,
quando colhidas em estagios mais verdes, apresentam menor conteudo de polpa, pois as
células desta ainda estdo se desenvolvendo em tamanho, e assim, a coloracdo das sementes se
destaca mais.

A medida que se desenvolvem, ocorre o acimulo de &gua nos frutos, e as sementes
ficam mais dispersas, 0 que aconteceu nos niveis 2 e 3 de coloracdo do exocarpo, tornando a
polpa mais clara. J& no caso da H. polyrhizus ndo houve diferenga, uma vez que em todos 0s
estagios, os frutos ja atingiram uma coloracdo vermelha uniforme. J& ao se comparar as
espeécies, observou-se que dentro de todos os tempos, a espécie 1 apresentou-se com maior
luminosidade que a espécie 2, provavelmente pela diferenca de cores entre elas. Assim, é de
se esperar que, para essa variavel, os resultados sejam contrastantes.

Quanto a coordenada a*, que mede a evolucdo das cores de verde a vermelho, nos
niveis de maturacdo houve diferenca estatistica apenas para a espécie vermelha, com uma
tendéncia a aumento do seu valor com a maturacdo. Isso é justificado pelo fato de que o
pigmento vermelho estava sendo sintetizado durante a maturagdo. Quanto mais vermelha a
coloracdo da polpa maior o contetdo dos pigmentos.

A coordenada b* mede a cor do azul ao amarelo. Assim, resultados positivos indicam
predominancia da coloracdo amarela em relacdo a azul, enquanto resultados negativos
indicam o oposto. Pelos resultados, € possivel observar que para a espécie vermelha houve
aumento da cor amarelada com a maturacdo. Na espécie branca, também houve uma pequena
tendéncia a aumento nesses valores. E importante ressaltar que a coloracdo amarelada pode
ser mascarada pela coloragdo avermelhada, por ser uma coloragdo mais forte.

Ja em relacdo ao angulo hue, os resultados confirmaram que a coloracdo da polpa de
pitaia de polpa branca encontra-se mais proxima a uma cor amarelada enquanto a polpa da
pitaia de polpa vermelha encontra-se no &ngulo correspondente a coloragdo vermelha pura.

Quanto a coloragdo do exocarpo dos frutos, todos os tratamentos, com excecdo da
coordenada L, apresentaram interacdo significativa entre os fatores nivel de coloracdo do
exocarpo X especies (TABELA 5). A coordenada luminosidade apresentou diferenca
estatistica significativa apenas para o fator nivel de coloracdo do exocarpo, com médias de
46,83, 44,91 e 44,63, nos niveis 1, 2 e 3, respectivamente (CV=5,18), indicando uma
tendéncia de reducdo na luminosidade com o retardamento da colheita, 0 que pode ter sido

influenciado pela mudancga de coloracao de verde para vermelho.



Tabela 5 - Coloracdo do exocarpo de frutos de H. undatus e H. polyrhizus colhidos em diferentes niveis de coloragéo.

Coordenadas de coloracao do exocarpo do fruto

Niveis de coloracao A exocarpo B exocarpo C exocarpo H exocarpo
do exocarpo H. H. H. H. H. H. H. H. polyrhizus
undatus polyrhizus undatus polyrhizus undatus polyrhizus undatus
1 -3,86bB  14,33cA  21,66aA 17,52aB  25,24bA 24,32bA  99,233A 62,85aB
2 33,40aA 21,59bB  11,15bB 14,76aA  3558aA 28,34aB  28,94bB 44,31bA
3 33,24aA 28,47aB  10,85bA 10,93bA  3550aA 30,78aB  23,76bA 23,07cA
CV (%) 17,93 16,35 8,21 12,18

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, P<0,05.

Fonte: Da autora (2019).
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Quanto a coordenada a* do exocarpo, a espécie H. undatus no nivel 1 de coloragédo do
exocarpo, diferiu dos demais, apresentando exocarpo mais verde que a espécie H. polyrhizus,
indicado pelos valores negativos, e mais vermelha esverdeada nos niveis 2 e 3, observado
pelos valores positivos. Assim, confirma-se que, visualmente, os frutos apresentaram
coloracdo mais verdes no primeiro estagio.

Por se tratar de um fruto ndo climatérico ndo se recomenda realizar a colheita neste estadio,
visto que suas propriedades organolépticas podem ndo estar agradaveis no momento do consumo.

Ja para a espécie H. polyrhizus, observa-se que houve diferenca estatistica em todos 0s
niveis de coloracdo do exocarpo, com um aumento de cerca de 7 unidades de um nivel para o
outro, demonstrando uma nitida modificacdo na coloracdo do exocarpo entre os frutos em
cada estadio. Ressalta-se que quanto mais maduros os frutos, mais espera-se valores elevados
de a*, embora € importante salientar que a ponteira do aparelno mede um espaco
relativamente pequeno, e que os frutos da pitaia ndo apresentam mudanca de coloracdo na
casca homogeneamente, apresentando manchas de coloracdo vermelha quando comecam a
amadurecer, 0 que pode interferir nos resultados.

Quanto as espécies, nos niveis de coloracdo do exocarpo 2 e 3, a H. undatus
apresentou resultados diferentes estatisticamente, indicando coloracdo mais avermelhada no
exocarpo em relacdo a H. polyrhizus, resultado contraditério foi encontrado no nivel 1 de
coloragdo. Essas diferencas permitem inferir que frutos de H. polyrhizus apresentam
alteracdes na coloracdo do exocarpo de forma mais homogénea e lenta, enquanto a H. undatus
apresenta uma mudanca de coloracdo verde a vermelha, ao mesmo tempo em que também
alcanca a estabilidade de coloracdo mais rapidamente.

Quanto a coordenada b*, H. undatus apresentou valores estatisticamente superiores
apenas no nivel 1 de coloracdo do exocarpo, demonstrando que 0 exocarpo mascarou a
coloracdo amarela com a sintese de pigmentos avermelhados ja no nivel 2, ja na H.
polyrhizus, isso s6 ocorreu no nivel 3.

Em relacdo ao angulo hue, nota-se que a casca da especie de polpa branca no nivel de
maturacdo 1 encontrava-se mais verde amarelada, passando para avermelhada nos nivel 2 e 3,
enquanto a espécie de polpa vermelha apresentou perda da coloracdo amarelada com o
aumento da coloracdo avermelhada, passando de uma cor vermelha amarelada, para vermelha
alaranjada até alcancar a coloracdo vermelha mais pura. A cor alaranjada corresponde a uma
mistura entre as cores amarela e vermelha, sendo dessa forma, a cor intermediaria entre elas,

comportamentos condizentes com os resultados encontrados.
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Quanto a coloragdo das bracteas dos frutos, todas as coordenadas, a excecdo da b,
apresentaram interacao niveis de maturacéo x espécies (TABELA 6), sendo que a coordenada
b* apresentou diferencas estatisticas tanto para niveis de coloracdo do exocarpo quanto para
espécies, com variacdes de 21,82 e 18,00 entre as espécies e 23,36, 20,09 e 16,28 nos niveis

de coloragéo do exocarpo (CV=15,89).



Tabela 6 - Coloracdo das bracteas de frutos de H. undatus e H. polyrhizus colhidos em diferentes niveis de colora¢ao do exocarpo.
Coordenadas de coloracdo das bréacteas do fruto

Niveis de L bracteas A brécteas C brécteas H bracteas
coloragéo H. H. H. H. H. H. H. H.

do undatus polyrhizus undatus polyrhizus undatus polyrhizus undatus polyrhizus
exocarpo

1 49,73aB 52.96aA  -9.09cB 46.49aA  29.14aA 23.81aB = 107.14aA 113.38aA
2 45,80bB 50.59abA 1.26bB  36.38bA  24.15bA 22.75abA 92.67bA  84.56bA

3 47,10bA 48.07bA  12.64aB 24.93cA  25.60bA 21.10bB  84.81bA  55.19cB

CV (%) 4,25 12,78 6,83 9,40

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, P<0,05.

Fonte: Da autora (2019).
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Quanto a luminosidade, na espécie H. undatus apenas o nivel de coloracdo do
exocarpo mais verde apresentou diferenca, sendo que os valores de luminosidade foram
maiores, ou seja, mais claros, isso ocorreu provavelmente pela alteracdo da coloragdo ja no
nivel 2, predominando a coloracdo vermelha de tonalidade mais escuro. Ja a H. polyrhizus,
houve uma tendéncia de mudanca de coloracdo de forma mais gradual. Quanto ao nivel de
coloracdo do exocarpo, nos niveis 1 e 2 houve diferenca entre as espécies, sendo que a H.
polyrhizus apresentou coloracdo vermelha mais forte, o que foi estabilizado no nivel 3, onde
ndo houve mais diferenca estatistica significativa entre elas.

Quanto a coordenada a*, H. undatus apresentou intensificacdo da coloracdo vermelha
com a progessao no nivel de coloracdo do exocarpo, enquanto a H. polyrhizus apresentou
resultado contrério. Isso pode ser explicado pelo fato de que estas espécies apresentam
caracteristica morfologica diferente em suas bréacteas, em que a H. undatus apresenta
coloracdo completamente verde com pequena aquisi¢do de cor avermelhada da base para as
pontas com a maturacdo, enquanto a H. polyrhizus apresenta além da coloracdo verde nas
bracteas, uma faixa de coloracdo vermelha arroxeada no centro e laterais destas, que vao da
ponta para a base, em sua extensao.

E possivel que, com o nivel de coloragdo do exocarpo, ocorra um clareamento dessa
coloracdo vermelha arroxeada, visto que as bracteas sdo as primeiras partes dos frutos a
evidenciar despigmentacdo com o desenvolvimento dos frutos. Considerando todos os niveis,
H. polyrhizus foi superior a H. undatus, demonstrando que as bracteas dessa espécie sdo
predominantemente mais vermelhas durante todo o processo de maturagao.

Quanto ao Croma, os resultados para H. undatus e H. polyrhizus foram semelhantes a
coordenada a*,onde os valores aumentaram com o avanco no nivel de colora¢do do exocarpo,
ou seja, adquiriram coloracdo mais avermelhada, enquanto para os niveis de coloracdo do
exocarpo houve uma tendéncia a superioridade na intensidade da cor para a espécie de polpa
vermelha, justificado por essa apresentar coloragdo mais saturada, mais forte em relacdo a
espécie de polpa branca.

Quanto ao angulo hue, o comportamento das espécies foi similar aos resultados
encontrados para o exocarpo dos frutos, enquanto que para os niveis de coloracdo do
exocarpo, apenas o nivel 3 apresentou diferenca estatistica entre as espécies, onde a H.
undatus apresentou resultado superior, indicando que nesse nivel de coloracdo mais avancado,

a especie apresenta bracteas um pouco mais amareladas em relagdo a H. polyrhizus.



105

4 CONCLUSOES

Diferencas importantes nas caracteristicas massa do fruto, firmeza da polpa, pH,
solidos soluveis e acidez dos frutos de pitaia sdo encontradas ao se comparar as espécies H.
undatus e H. polyrhizus.

Frutos com niveis de coloragdo do exocarpo mais baixos apresentam algumas
caracteristicas inadequadas para o consumo imediato, como alta acidez e baixo teor de sélidos
soluveis.

E indicado que os frutos sejam colhidos no nivel 3 de coloragdo do exocarpo, com

75% de coloracdo rosa do exocarpo.
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