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APRESENTACAO

O livro “Ciéncias Biologicas: Génese na formagdo multidisciplinar” é uma obra
focada em discutir a formagéo e jun¢ao do conhecimento de diversas areas que compdem
a grande area das Ciéncias Biologicas, dando ao leitor uma viséo plural e ampla sobre o
que é produzido nesta area atualmente. O presente volume abordara em seus dezessete
capitulos artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de casos e revisdes. Sdo estudos
selecionados e desenvolvidos em reconhecidas instituicbes de ensino e pesquisa do pais.

Dado que as Ciéncias Biol6gicas estudam os seres vivos e todas as suas relagdes
entre si e com 0 meio ambiente, os trabalhos descritos neste livro abordam temas voltados
para as ciéncias da saude como microbiologia, fisiologia e bioquimica por exemplo, genética
e biotecnologia, boténica, meio ambiente, biodiversidade e bioconservacgéo, entre outros.
Esta multidisciplinaridade é extremamente importante, pois as pesquisas com diferentes
olhares profissionais tendem ter uma visdo mais ampla e maior aplicabilidade na vida
quotidiana.

O ser humano tende a ter uma visdo autocentrada de importancia em relagdo a
todos os seres a sua volta e ao ambiente no mundo; no entanto, na pratica, tende a ser na
maioria das situag¢des destrutivo ou pouco colaborativo, esquecendo que 0s seres ndo sao
isolados — existe uma relagao de interdependéncia entre eles, e tudo que acontece com os
seres vivos e com o ambiente também o afeta. Neste sentido, esta obra leva a reflexao da
importancia de se conhecer e estudar os seres vivos e 0 ambiente sob diferentes olhares,
através de trabalhos de pesquisa de qualidade e com diferentes propoésitos.

Acreditamos que esta obra sera importante para enriquecer seu conhecimento e
mostrar que a ciéncia € um ambiente democratico e prolifico, que pode ser muito prazeroso
de ser visitado. Assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também sera
revisada por um corpo editorial formado por mestres e doutores, formados nas melhores
universidades do Brasil. Esperamos que vocé nos acompanhe nesta leitura. Bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Na pos-colheita, a antracnose
causada por espécies do género Colletotrichum,
se destaca como uma das doengas mais
importantes para o mamoeiro. Para que pesquisas
de manejo sejam estabelecidas, é fundamental
que metodologias de inoculagdo sejam capazes
de reproduzirem os sintomas dessa doenca
em laboratério de forma eficiente. Com isso, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a incidéncia da
doencga causada por Colletotrichum okinawense
Damm et Toy. Sato a partir de quatro métodos de
inoculacédo. Os frutos foram obtidos na CEASA
da llha de Sédo Luis - MA, Brasil. Os métodos
de inoculacado testados foram: 0- apenas agua
destilada, 1- Discos (5mm) com as estruturas
fungicas em dois ferimentos equidistantes;
2- Imersdo dos frutos na suspensdo ajustada;
3- Delimitacéo da &rea de 1 cm e deposicao
de 20ul da suspensao ajustada em dois pontos
equidistamentes, sem ferimento; 4- Microfuro
com agulha estéril (25mmx0,7mm) e deposicéo
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de 20yl da suspenséo ajustada em dois pontos equidistantes. Logo, os frutos depois de
inoculados, foram submetidos em camara Umida por 48 h e, condicionados a 24+2°C e
fotoperiodo de 12 h, por 7 dias. Apds esse periodo, foram avaliados a incidéncia e surgimento
das lesoes. Os resultados indicaram incidéncia da doenga de 100%, 80%, 30% e 50% para
0s métodos 1, 2, 3 e 4, respectivamente. A manifestacdo mais rapida dos sintomas ocorreu
através do método 1 e 2, apenas dois dias apés a inoculagdo, seguido de 3 dias para os
demais métodos. Os métodos de inoculagdo por de Discos (5mm) contendo as estruturas
fungicas + ferimentos (Método 1) e de Imers&o dos frutos na suspensao ajustada (Método
2) sdo mais eficientes em reproduzir os sintomas da antracnose e viruléncia do patégeno C.
okinawense em laboratorio nos frutos ‘Golden’ com estadio de maturagéo tipo 2.
PALAVRAS-CHAVE: Metodologia; Carica papaya, Pos colheita, Antracnose.

INOCULATION METHODS OF Colletotrichum okinawense Damm et Toy. Sato: A
NEW CAUSAL AGENT OF ANTHRACHNOSIS IN PAPAYA IN BRAZIL

ABSTRACT: In the post-harvest period, anthracnose caused by species of the Colletotrichum
genus stands out as one of the most important diseases for the papaya tree. For management
research to be established, inoculation methods must be capable of efficiently reproducing the
symptoms of this disease in the laboratory. Thus, the objective of this work was to evaluate
the incidence of the disease caused by Colletotrichum okinawense Damm et Toy. Sato using
four inoculation methods. The fruits were obtained from CEASA in Sao Luis - MA, Brazil.
The inoculation methods tested were: O- distilled water only, 1- Discs (5mm) with fungal
structures in two equidistant wounds; 2- Immersion of the fruits in the adjusted suspension;
3- Delimitation of the area of 1 cm and deposition of 20uL of the suspension adjusted in
two equidistant points, without injury; 4- Microhole with a sterile needle (25mmx0.7mm) and
deposition of 20uL of the suspension adjusted at two equidistant points. After inoculation,
the fruits were submitted to a humid chamber for 48 h and conditioned at 24+2°C and 12
h photoperiod for 7 days. After this period, the incidence and appearance of lesions were
evaluated. The results indicated disease incidence of 100%, 80%, 30%, and 50% for methods
1, 2, 3, and 4, respectively. The fastest manifestation of symptoms occurred through methods
1 and 2, just two days after inoculation, followed by 3 days for the other methods. The methods
of inoculation using Discs (5mm) containing the fungal structures + wounds (Method 1) and
Immersion of fruits in the adjusted suspension (Method 2) are more efficient in reproducing
the symptoms of anthracnose and virulence of the pathogen C. okinawense in the laboratory
in ‘Golden’ fruits with type 2 maturation stage.

KEYWORDS: Methodology; Carica papaya, Postharvest, Anthracnose.

11 INTRODUGAO

A cultura do mamao (Carica papaya) € representativa para o Brasil, porém como
fator limitante a producéo dessa fruta, podemos citar que a antracnose se destaca entre
as doencgas de causas fungicas como a de maior importancia na pés-colheita (MEISSNER
FILHO et al., 2013; VENTURA; REZENDE, 2016).

A antracnose é uma doenca que acomete varias espécies vegetais incluindo
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inimeras culturas de importancia econémica (PHOULIVONG et al., 2010). Esta doenca
€ responsavel pela podriddao na pré e pds-colheita resultando em grandes perdas na
produtividade e comercializagcdo de frutas das regides tropicais e subtropicais (MOTA,
2013), inviabilizando a comercializagao e o consumo de frutas na fase de pés-colheita, para
a cultura do mamao (CORRALES; UMANA, 2015; ANDRADE; VIEIRA, 2016).

Comumente a antracnose € causada por mais de uma espécie em um mesmo
hospedeiro, esse complexo de espécies causando a doenga dificulta ainda mais o manejo,
devido as reag0Oes distintas desses patégenos as formas de controle existentes (TOZZE
JUNIOR et al., 2015).

No Brasil, pelo menos seis espécies do género Colletotrichum foram descritas como
agente causal da antracnose no mamoeiro, Colletotrichum gloeosporioides (ALVAREZ;
NISHIJIMA, 1987; FONSECA et al., 2004; ANDRADE; VIEIRA, 2016; DANTAS et al., 2018),
Colletotrichum plurivorum (SUN et al., 2019), Colletotrichum acutatum (PERES et al., 2002),
Colletotrichum karstii (DAMM et al., 2009)Sordariomycetes, Colletotrichum brevisporum
(VIEIRA et al., 2013), Colletotrichum okinawense (DIAS et al., 2019) e Colletotrichum
truncatum (VIERIA et al., 2020). Novos relatos e associagbes podem aumentar com o
avanco das pesquisas.

A capacidade de Colletotrichum spp. em causar a doenca esta relacionada com a
sua capacidade de penetragdo que ocorre tanto através de tecidos sem lesdo como através
de danos mecanicos ou ainda por insetos vetores (BARBOZA et al., 2013). Desse modo,
€ fundamental conhecer as espécies envolvidas em causar a doenga em cada cultura por
meio da identificacao molecular do patdgeno e do seu comportamento através da incidéncia
e severidade (TOZZE JUNIOR et al., 2015).

Além disso, para o desenvolvimento de formas de controle contra a antracnose,
testes de severidade de agentes causais envolvidos e de resisténcia de cultivares é
necessario fazer escolha correta do método de inoculagdo, de modo que este seja capaz
reproduzir os sintomas da doenca de modo eficiente. Diante do exposto, essa pesquisa
objetiva avaliar a incidéncia da doenga causada por C. okinawense a partir dos métodos
de inoculagdes utilizados.

21 METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no laborat6rio de P6s colheita da Universidade Estadual
do Maranhédo, Sao Luis — MA. O isolado obtido para os testes encontra-se incorporado
aos acervos da Colegcao de Culturas — Micoteca URM do Centro de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Pernambuco e da Micoteca Prof.° Gilson Soares da Silva -
MGSS da Universidade Estadual do Maranh&o sob os cddigos URM 8147 e MGSS 311,
respectivamente.

O patogeno foi cultivado em placas de petri contendo meio BDA (batata-dextrose-
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agar) incubadas em camara tipo BOD, a 25°C, fotoperiodo de 12 h, ap6s 7 dias de cultivo, a
suspensao foi obtida por placa individualmente, em 10 ml de agua destilada e autoclavada,
onde as estruturas do patogeno foram raspadas com o auxilio de uma alga de Drigalski,
filtrada em gaze estéril e ajustada para a proporgdo de conidios mL" x 108. A contagem do
namero de conidios foi realizada com auxilio de um hemacitdmetro tipo Neubauer.

Os mamdes da variedade ‘Golden’ foram obtidos na CEASA (Central de
Abastecimento de S&o Luis - MA) e selecionados quanto a mesma origem, tamanho e
estadio de maturacéo (tipo 2). O estadio de maturacgéo tipo 2 se caracteriza por conter 25%
da superficie da casca amarela, rodeada de verde-claro, segundo Oliveira (2002).

Em seguida, no Laboratério de Fitopatologia da UEMA os frutos foram, inicialmente,
higienizados com é&gua corrente, sabdo neutro, logo apo6s ficaram de molho por 30
min em hipoclorito+adgua destilada (300 ppm) na tentativa de suprimir a incidéncia de
microrganismos saprofitos e em seguida, postos para secar naturalmente separados em
bandejas com dupla camada de papel tolha autoclavado.

Os métodos de inoculagédo testados foram: 0- apenas agua destilada (Tratamento
controle), 1- Discos (5mm) contendo as estruturas fungicas em dois ferimentos equidistantes;
2- Imerséo dos frutos na suspenséao ajustada; 3- Delimitacdo da area de 1 cm e deposicao de
20ul da suspenséao ajustada em dois pontos equidistamentes, sem ferimento; 4- Microfuro
com agulha estéril (25mmx0,7mm) e deposicdo de 20yl da suspenséo ajustada em dois
pontos equidistantes.

Logo, os frutos depois de inoculados, foram submetidos em camara Umida por 48
h e, condicionados a 24+2°C e fotoperiodo de 12 h, por 7 dias. Apds esse periodo, foram
avaliados a incidéncia e surgimento das lesdes. A partir das lesGes avaliadas foi realizado
um novo isolamento e avaliagdo do crescimento fungico, para garantir que os sintomas
foram causados pelo patégeno inoculado, assim concluindo os Postulados de Koch. O
fungo obtido desse reisolamento encontra-se armazenado em tubo com BDA (com e sem
6leo mineral) e no método de Castellani (CASTELLANI, 1939).

Os testes foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado totalizando
5 tratamentos (métodos de inoculagdo), em 5 repeticoes. A unidade experimental foi
representada por uma bandeja contendo 2 frutos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos controles ndo apresentaram lesfes tipicas da doenga nas areas
inoculadas. Os frutos quando inoculados pelo método de Discos (5mm) contendo as
estruturas fangicas + ferimentos (Método 1), apresentaram sintomas de antracnose logo
apos aretirada da camera umida (48 h) e chegou ao final dos testes com 100% de incidéncia
da doenca. O método de imersdo ou método 2, apresentou a segunda maior incidéncia
(80%) de lesbes da antracnose ao final da avaliagdo. O método de delimitagdo da area
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de 1 cm + deposicdo de 20yl da suspensao ajustada (3) e o de Microfuro + deposicéo de
20ul da suspensao ou método 4 (Figura 1) demonstraram uma menor eficiéncia quanto ao
sucesso da inoculagédo, com apenas 30% e 50% de incidéncia das lesfes, respectivamente
(Figura 2).

Figura 1. Lesbes causadas pelo fungo Colletotrichum okinawense. em frutos de mamao, cultivar
‘Golden’, ap6s 7 dias, com diferentes métodos de inoculagao: Microfuro (A), Imerséao (B), Delimitagao
de area (C) e Ferimento (5mm) + disco com micélial (D). Municipio de S&o Luis. Maranh&o. Brasil.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Figura 2. Incidéncia da doenga causada pelo fungo Colletotrichum okinawense. em frutos de
mamao, cultivar ‘Golden’, apés 7 dias, com diferentes métodos de inoculagdo: Tratamento controle
(0), Ferimento (5mm) + disco com micélial (1), Imerséo (2), Delimitagédo de area (3) e Microfuro (4).

Municipio de Sao Luis. Maranh3o. Brasil.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A alta incidéncia da doenca nos mamdes pelo método de imersédo ocorre devido
a capacidade de produgéo de quitinase pelos esporos de C. okinawense, permitindo que
esse fungo degrade a cuticula presente na parede dos frutos, favorecendo seu processo de
penetracdo (NERY-SILVA, et al. 2007).

Gomes et al. (2012), testaram dois métodos de inoculagdo de C. gloesporioides:
cinco furos (agulha n° 6) e 22 microfuros (agulhas entomolégicas) em mamdes ‘Golden’ em
diferentes estagios de maturagéo, a diferenca entre os métodos consiste no tamanho da
leséo de cada microfuro. Os autores acreditam que o sucesso desse método de inoculagdo
se deve ao tamanho do ferimento, que proporcionou melhores condi¢bes para a penetracéo
do patégeno. Tais resultados corroboram com os nossos dados de 100% de incidéncia no
método com ferimento de 5mm e introdugéo do disco com estruturas fungicas, uma vez que
esse método se apresenta como 0 mais invasivo para o fruto quando comparado aos outros
métodos dos nossos testes. Gomes (2008), ainda indica que o estagio 3 de maturacéo,
como o0 mais apropriado para o sucesso da inoculacdo de C. gloesporioides. Em nossos
testes, a inoculagdo de C. okinawense foi eficiente utilizando os frutos em estadio de
maturacéo tipo 2, indicando uma capacidade ainda maior dessa espécie em reproduzir 0s
sintomas da antracnose de forma mais precoce quando comparado com C. gloesporioides.

O aparecimento dos sintomas da doenca ocorre de maneira progressiva ao
amadurecimento do fruto, ou seja, a medida em que o fruto amadurece as lesdes nos frutos
aumentam (Figura 3), dessa forma € comum observamos 0s maiores picos de manifestacoes
no final do experimento (7 dias). Isso ocorre por que o fungo no fruto imaturo, permanece
latente. Quando o fruto comeca o processo de maturagéo, o fungo reconhece as mudancas
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fisiologicas da parede celular e da cuticula, por meio de sinais moleculares, liberagéo de
acucares, diminui¢cdo das respostas induziveis de defesa e da quantidade de fitoalexinas,
alteragédo do pH, dentre outros. E entédo, o fungo passa a colonizar as areas de tecidos
adjacentes, consequentemente, manifestando os sintomas (PRUSKY, 1996; PRUSKY et
al., 2013; ALKAN; FORTES, 2015).

Figura 3. Incidéncia da doenga causada pelo fungo Colletotrichum okinawense. em frutos de
mamao, cultivar ‘Golden’, apds 7 dias, com diferentes métodos de inoculagéo: Tratamento controle
(0), Ferimento (5mm) + disco com micélial (1), Imerséo (2), Delimitagédo de area (3) e Microfuro (4).

Municipio de Sao Luis. Maranh&o. Brasil.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Usando ferimento de 3mm Tapia-Tussell et al. (2016), observaram aparecimento
dos sintomas 3 dias ap6s a inoculagcdo de C. magnum. Para a espécie utilizada nesse
estudo (C. okinawense) com o mesmo método, porém com 5mm de ferimento, o inicio
das lesdes se deu no segundo dia, indicando que o método pode detectar suscetibilidade
precocemente de acordo com o tamanho da lesdo. No método de imersao, os sintomas
também se manifestaram 2 dias apds a inoculagdo. Com isso, para detecgéo eficiente do
hospedeiro suscetivel, 0 método de inoculagdo que garanta a expressao da severidade do
patégeno é fundamental.

Nossos resultados corroboram com os resultados de Marquez et al. (2018) que
pelo método de Microfuro com agulha estéril, observaram o aparecimento dos sintomas
3 dias apés a inoculagéo de C. fructicola. No mesmo periodo também se observa o inicio
dos sintomas para o método de delimitacao da area, este quando comparado ao teste de
imersdo manifesta-se mais tarde, porém se utiliza de uma baixa quantidade da suspenséo
ajustada (20ypl) otimizando a metodologia para a pouca disponibilidade de material fingico.
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41 CONCLUSAO

Os métodos de inoculagéo por de Discos (5mm) contendo as estruturas fungicas
+ ferimentos (Método 1) e de Imerséo dos frutos na suspensédo ajustada (Método 2) sédo
mais eficientes em reproduzir os sintomas da antracnose e viruléncia do patégeno C.
okinawense em laboratorio nos frutos com estadio de maturagéo tipo 2. Com isso, essas
técnicas podem ser utilizadas para testes de toleréncia e suscetibilidade entre cultivares,
de controle da incidéncia e severidade dessa espécie associada a antracnose em mamaoes
‘Golden’ na poés-colheita.
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